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1 Resumen

La Ingenieria Tisular tiene por objetivo generar tejidos artificiales, cada vez mas
biomiméticos y biocompatibles, que le permitan reparar, restaurar o incluso
mejorar las funciones de tejidos y 6rganos dafiados. Para ello la ingenieria tisular
esta enfocada actualmente en la blusqueda y desarrollo de nuevos biomateriales
y técnicas de biofabricacién que los guie a tales fines. Sin embargo, a pesar del
gran avance conseguido en este campo, los métodos de biofabricacién actuales
no consiguen alcanzar el grado de complejidad histologica, composicion tisular
y molecular de algunos érganos, como es el caso del nervio periférico. En este
sentido, la técnica de descelularizacion tisular ha surgido como una alternativa
prometedora en este campo. Este método permite la generacion de substitutos
y/o matrices acelulares que conservan la disposicion estructural y composicion
molecular de la mayoria de componentes de la matriz extracelular, obteniendo
un biomaterial natural altamente biomimético que provee un microambiente pro-

regenerativo para la regeneracion de tejidos humanos como el nervio o la piel.

En este contexto, los aloinjertos nerviosos acelulares representan una alternativa
prometedora a la reparacion de lesiones nerviosas estructurales, ya que tienen
una aceptable capacidad para promover la regeneracion tisular y recuperacion
funcional. Sin embargo, todo proceso de descelularizacién puede conllevar una
alteracion de las caracteristicas de dicha matriz extracelular, pudiendo llegar a
comprometer las propiedades estructurales, biomecanicas y/o biol6gica de los
mismos. Por lo tanto, es necesario generar nuevos protocolos de
descelularizacion tisular orientados a una eficiente eliminacién del componente
celular, una adecuada preservacion de la matriz extracelular y nuevas

estrategias para preservar o incrementar sus propiedades biomecéanicas.

A este respecto, en la presente Tesis Doctoral se han abordado dos principales
estrategias para la generacién de nuevos sustitutos de nervio periférico mediante
ingenieria tisular, que podrian ser también aplicados a otros tejidos como la piel
humana. En primer lugar, se evaluo el impacto del entrecruzamiento quimico con
el agente natural genipin en sustitutos de nervio descelularizados previamente
descritos (métodos de Sondell y Roosens). El objetivo de esta primera estrategia

fue generar matrices neurales con propiedades mecanicas mejoradas. El
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impacto de dos concentraciones de genipin (0.10 y 0.25%) en las matrices
neurales descelularizadas fue evaluado a nivel histologico, biomecanico y
biolégico. En segundo lugar, se desarrollaron tres nuevos meétodos de
descelularizacion quimica con el objetivo de lograr un grado eficiente de
eliminacion del componente celular y una adecuada preservacion de la
estructura y composicion de la matriz extracelular neural. Estos nuevos
aloinjertos neurales descelularizados fueron sometidos a una completa

caracterizacion ex vivo y posteriormente se evaluo su eficacia terapéutica in vivo.

En el primer estudio, la histologia confirm¢ las diferencias entre los métodos de
Sondell y Roosens, y que el entrecruzamiento con genipin no indujo cambios
histoldgicos evidentes, corroborando una adecuada preservacion de la histologia
del nervio. La prueba biomecanica de traccién revel6 que genipin mejoré las
propiedades biomecénicas de los aloinjertos nerviosos descelularizados de
Sondell y Roosens, siendo estos Udltimos los mas comparables al
comportamiento biomecéanico de los nervios nativos utilizados como control. La
evaluacion de la biocompatibilidad de los aloinjertos nerviosos descelularizados
realizada con células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo, y
cultivadas sobre las matrices generadas, confirm6é un alto grado de
biocompatibilidad en todos los grupos. Los resultados fueron especialmente
positivos en el grupo Roosens tratados con 0,10% de genipin. Finalmente, este
estudio demostr6 que el uso de genipin podria ser una alternativa eficiente para
mejorar las propiedades biomecanicas de los aloinjertos nerviosos
descelularizados con un ligero impacto en la biocompatibilidad y el patrén
histoldgico. Por estas razones, planteamos la hip6tesis de que nuestros nuevos
aloinjertos nerviosos descelularizados reticulados podrian ser una alternativa

adecuada para futuros estudios preclinicos in vivo.

En segundo lugar, se llevé a cabo una completa caracterizacion (histologica,
ultraestructural, bioquimica, biomecanica y de biocompatibilidad) de los tres
nuevos aloinjertos descelularizados de nervio periférico. En estos tres nuevos
métodos quimicos-enzimaticos se utilizaron diferentes concentraciones de
detergentes (Triton X-100, dodecil sulfato de sodio, desoxicolato de sodio) y
enzimas (ARNasa y ADNasa) o, en su defecto, una solucion de acido peracetico,

y se compararon con la eficacia del método de Sondell. El analisis histologico
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demostrd una eliminacion de material celular y mielina eficiente. El andlisis de la
matriz extracelular confirmo un alto grado de preservacion de las fibras de la
matriz, asi como de la glicoproteina laminina, especialmente en los protocolos 1
y 2. Por ultimo, no se observaron cambios significativos a nivel biomecénico, y

las todas las matrices mostraron un alto grado de biocompatibilidad ex vivo.

En funcion de los resultados ex vivo, se seleccionaron los protocolos 1y 2, cuya
eficacia regenerativa fue evaluada a las 15 semanas tras la reparacion de
defectos de 10-mm de longitud en el nervio ciatico de ratas. Se utilizaron como
controles, el método gold standard y sustitutos descelularizados obtenidos
mediante la técnica de Sondell. El andlisis clinico y funcional confirmé un grado
de recuperacion motora y sensitiva parcial y comparable al autoinjerto nervioso.
La evaluacién histoldgica, immunohistoquimica, ultraestructural y morfométrica
confirmo la regeneracién del tejido nervioso a lo largo de los injertos implantados,
siendo, siendo el Protocolo 2 el protocolo el mas eficaz, ya que los resultados

fueron comparables al grupo autoinjerto, pero sin lograr superarlo.

Finalmente, los resultados obtenidos en esta Tesis doctoral avalan por un lado,
la utilizacion de genipin para generar sustitutos nerviosos descelularizados
biocompatibles con propiedades biomecanicas mejoradas. Por otro lado, ha sido
posible desarrollar un nuevo método de descelularizacion neural altamente
eficiente, cuyos resultados in vivo fueron comparables al autoinjerto nervioso.
Estos resultados sugieren que estos nuevos aloinjertos descelularizados podrian
ser una terapéutica en la reparacion quirdrgica de lesiones de nervios periféricos
y podrian tener utilidad en la regeneracion de otras estructuras como la piel

humana.
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2. Summary

The aim of tissue engineering is to generate artificial tissues, increasingly
biomimetic and biocompatible, that allow repairing, restoring or even improving
the functions of damaged tissues and organs. To this end, tissue engineering is
currently focused on searching for and developing new biomaterials and
biofabrication techniques to guide them to such ends. However, despite the great
progress achieved in this field, current biofabrication methods are unable to reach
the degree of histological complexity, tissue and molecular composition of some
organs, such as the peripheral nerve. In this sense, the technique of tissue
decellularization has emerged as a promising alternative in this field. This method
allows the generation of substitutes and/or acellular matrices that preserve the
structural arrangement and molecular composition of most of the components of
the extracellular matrix, obtaining a highly biomimetic natural biomaterial that
provides a pro-regenerative microenvironment for human tissue regeneration

such as nerve or skin.

In this context, acellular nerve allografts represent a promising alternative to
structural nerve injury repair, as they have an acceptable capacity to promote
tissue regeneration and functional recovery. However, any decellularization
process can lead to an alteration of the characteristics of the extracellular matrix,
which can compromise their structural, biomechanical and/or biological
properties. Therefore, it is necessary to generate new tissue decellularization
protocols oriented to an efficient removal of the cellular component, an adequate
preservation of the extracellular matrix and new strategies to preserve or increase

its biomechanical properties.

In this regard, two main strategies in order to generate new peripheral nerve
substitutes by tissue engineering were addressed in the present PhD Thesis,
which could also be applied to other tissues such as human skin. First, the impact
of chemical crosslinking with the natural agent genipin on previously described
decellularized nerve substitutes (Sondell and Roosens methods) was evaluated.
The aim of this first strategy was to generate neural matrices with improved
mechanical properties. The impact of two concentrations of genipin (0.10 and

0.25%) on decellularized neural matrices was evaluated at the histological,
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biomechanical and biological levels. Secondly, three new chemical
decellularization methods were developed with the aim of achieving an efficient
degree of cellular component removal and adequate preservation of neural
extracellular matrix structure and composition. These new decellularized neural
allografts were subjected to a complete ex vivo characterization and

subsequently evaluated for their therapeutic efficacy in vivo.

In the first study, histology confirmed the differences between the Sondell and
Roosens methods, and the crosslinking with genipin did not induce obvious
histological changes, corroborating adequate preservation of nerve histology.
Biomechanical tensile testing revealed that genipin improved the biomechanical
properties of decellularized Sondell and Roosens nerve allografts, being the latter
the most comparable to the biomechanical behavior of native nerves used as
controls. Evaluation of the biocompatibility of decellularized nerve allografts
performed with adipose tissue-derived mesenchymal stem cells cultured on the
generated matrices confirmed a high degree of biocompatibility in all groups. The
results were especially positive in the Roosens group treated with 0.10% genipin.
Finally, this study demonstrated that the use of genipin could be an efficient
alternative to improve the biomechanical properties of decellularized nerve
allografts with a slight impact on biocompatibility and histological pattern. For
these reasons, we hypothesized that our new crosslinked decellularized nerve
allografts could be a suitable alternative for future in vivo preclinical studies.

Secondly, a complete characterization (histological, ultrastructural, biochemical,
biomechanical and biocompatibility) of the three new decellularized peripheral
nerve allografts was carried out. In these three new chemical-enzymatic
methods, different concentrations of detergents (Triton X-100, sodium dodecyl
sulfate, sodium deoxycholate) and enzymes (RNAase and DNAase) or,
alternatively, a peracetic acid solution were used and compared with the efficacy
of Sondell's method. Histological analysis demonstrated efficient removal of
cellular material and myelin. Extracellular matrix analysis confirmed a high degree
of preservation of matrix fibers as well as laminin glycoprotein, especially in
protocols 1 and 2. Finally, no significant changes were observed at the
biomechanical level, and all matrices showed a high degree of ex vivo

biocompatibility.
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Based on the ex vivo results, protocols 1 and 2 were selected, whose
regenerative efficacy was evaluated at 15 weeks after repair of 10-mm-gap
defects in the sciatic nerve of rats. The gold standard method and decellularized
substitutes obtained by the Sondell technique were used as controls. Clinical and
functional analysis confirmed a degree of partial motor and sensory recovery
comparable to the nerve autograft. Histological, immunohistochemical,
ultrastructural and morphometric evaluation confirmed the regeneration of nerve
tissue along the implanted grafts, being protocol 2 the most effective, since the
results were comparable to the autograft group, but without surpassing it.

Finally, the results obtained in this Doctoral Thesis support, on the one hand, the
use of genipin to generate biocompatible decellularized nerve substitutes with
improved biomechanical properties. On the other hand, it has been possible to
develop a new highly efficient neural decellularization method, whose in vivo
results were comparable to nerve autografting. These results suggest that these
new decellularized allografts could be a therapeutic in the surgical repair of
peripheral nerve injuries and could be potentially useful for the regenerative
treatment of diseases affecting other tissues such as the human skin.
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Il INTRODUCION



La Ingenieria Tisular (IT) se ha establecido en los ultimos afios como una de las
disciplinas con mayor impacto en la investigacion biomédica actual, siendo uno
de los pilares que junto con la terapia celular y la terapia génica constituyen las
tres modalidades de Terapias Avanzadas. La IT por tanto ofrece soluciones a
problemas clinicos actuales mediante la generacion de tejidos artificiales
biomiméticos y funcionales que sirven de herramientas terapéuticas con el fin de

reparar y regenerar de tejidos y 6rganos dafados.

La presente Tesis Doctoral se enfoca en la generacion de nuevas estrategias de
IT para la producir sustitutos nerviosos que puedan ser utilizados en la
reparacion de lesiones estructurales de nervio periférico. Durante el desarrollo
de esta Tesis Doctoral se han evaluado dos estrategias de generacion de
sustitutos nerviosos descelularizados. En primer lugar, se propuso la generacion
de sustitutos nerviosos descelularizados con propiedades estructurales y
biomecanicas mejoradas mediante el entrecruzamiento o crosslinking con el
agente quimico genipin (GP). En segundo lugar, se abordara el disefio y
evaluacion de nuevos métodos de descelularizaciébn para generar aloinjertos
descelularizados (ANDs) que mejoren la eficacia de regeneracién presentada

por los actuales métodos.

A este respecto, en esta Tesis Doctoral, se abordara en primer lugar el estado
del arte, donde se consideraran las caracteristicas generales de la IT, las bases
conceptuales del sistema nervioso periférico y su regeneracion y por ultimo como
aprovechando los mecanismos de regeneracion nerviosa la IT ha desarrollado
diferentes estrategias para solventar la reparaciébn de lesiones nerviosas
severas. A continuacién, se presenta el problema de investigacion, la hipétesis y
objetivos del presente proyecto. Tras estos apartados, se presenta la
metodologia empleada para generar los diversos ANDs y su evaluacion in vitro
e in vivo. Finalmente se presentaron los resultados obtenidos, la discusion de los
mismos Yy las conclusiones obtenidas en el desarrollo de la presente Tesis

Doctoral.

20



Il ESTADO DEL ARTE
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1. Ingenieria Tisular

1.1 Conceptos basicos

La Ingenieria Tisular (IT) se ha definido como un area multidisciplinar de la
investigacion biomedica que combina técnicas utilizadas en los campos de la
biologia, quimica, medicina e ingenieria con el fin de disefiar y generar tejidos
artificiales para uso clinico. Pese a que el término de IT fue citado por primera
vez por Fung en 1985 en la reunion de la National Science Foundation [1], en
Virginia (EEUU), la expansion y generalizacion del término no se produjo hasta
1993 con la publicacién del trabajo titulado “Tissue Engineering” en la revista

Science de Robert Langer y Joseph Vacanti.

La introduccion del término y la disciplina en Espafa fue llevada a cabo por el
profesor Antonio Campos Mufoz, quien en el 2004 la define como ‘la
construccion de tejidos artificiales y su utilizacion para restaurar, sustituir o
incrementar las actividades funcionales de los tejidos orgénicos” durante su
discurso de toma de posesion en la Real Academia Nacional de Medicina de

Espafia, Madrid [2].

Desde entonces y hasta la actualidad, numerosos trabajos se han sucedido con
la finalidad de construir tejidos y 6rganos biomiméticos para la resolucion y
mejora de problemas clinicos actuales ocasionados por alguna lesion y/o
enfermedad [3-5]. El uso de tejidos artificiales como sustitutos no es solo
importante como acto terapéutico en si mismo, sino como accién paliativa para
mejorar la calidad de vida de las personas en ciertas circunstancias, como por

ejemplo el uso de injertos bioartificiales en grandes quemados [6].

Ademas, la IT constituye en la medicina actual una alternativa importante a los
problemas que pueden generar un trasplante para algunas localizaciones o la
imposibilidad de llevar a cabo el mismo. Esto, junto con su reciente consideracion
como medicamento ha generado la necesidad de desarrollar cada vez mas
controles de calidad y mas exhaustivos durante su proceso de biofabricacién. De
acuerdo con las recientes normativas europeas y de otros paises, dicha
consideracion exige una serie de controles de calidad no solo para su aprobacion

sino para su posterior fabricacion en condiciones de calidad farmaceéutica debido
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a la finalidad de su uso terapéutico (Directiva Europea 2003/63/EC) (Reglamento
1394/2007) (Directiva 2009/120/CE) [7-9].

Todo ello ha ocasionado que sea tal la importancia de esta nueva disciplina, que
junto con la terapia celular y la terapia génica constituyen las tres modalidades
de Terapias Avanzadas que con mayor impacto han irrumpido en la medicina de

los ultimos cuarenta afos [3].

Es importante resaltar que la IT se basa sobre tres herramientas fundamentales
para la generacion de tejidos artificiales (Figura 1), las células, las matrices
extracelulares o biomateriales y los factores de crecimiento [10-12]. La gran
variedad de caracteristicas que pueden ofrecer cada uno de estos elementos

abre un abanico de multiples posibilidades.

CELULAS MATRICES
EXTRACELULARES
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Figura 1: Elementos fundamentales de la Ingenieria Tisular (elaborado en la aplicacién en linea

Biorender.com).

1.1.1. Células

Previo a la generacion de un tejido artificial, es imprescindible conocer los
principios sobre los que se crean los sistemas vivos, siendo las células el
componente basico, funcional y estructural [13]. Estos componentes difieren en

cuanto a su funcién, morfologia, fenotipo, origen embrionario, actividad

23



metabdlica y capacidad de regeneracion [14-16]. En todas estas diferencias radica
la necesidad de conocer y comprender los distintos mecanismos que utilizan las
células para regenerar y construir un nuevo tejido bajo condiciones fisioloégicas
normales. Durante este complejo proceso se llevan a cabo distintos
comportamientos bioldgicos en los que se pueden destacar dos circunstancias
en las que se desarrollan gran parte de las potencialidades celulares,
concretamente el desarrollo morfo-genético normal y la cicatrizacion [2]. En
primer lugar, las células que se localizan en una zona mas proxima a la lesion
pueden llevar a cabo la restauracion del dafio mediante un mecanismo conocido
como transdiferenciacion. Durante este proceso las células diferenciadas se
diferencian (transdiferenciacion) en otros fenotipos sin pasar por un estadio
intermedio de desdiferenciacion [17,18]. Por otro lado, aquellas células que
intervienen en el proceso de reparacién deben de ser capaces de dividirse y dar
origen a nuevas células hijas diferenciadas y funcionales [19]. Podriamos decir
gue pueden considerarse células madre, y aunque hasta el momento no existe
un acuerdo universal sobre la definicion de célula madre. Hoy en dia se acepta
que las células madre se caracterizan por poseer una gran capacidad de
proliferacion asimétrica, un caracter indiferenciado y la capacidad para originar
células hijas destinadas a la diferenciacion terminal [2]. A diferencia de lo que
ocurre con las células totipotentes o pluripotentes del embrion, ha sido
clasicamente aceptado que las células madre se diferencian hacia los elementos
maduros del tejido en el que se localizan. La extensa gama de posibilidades de
diferenciacion por parte de estas células genera un amplio abanico de
posibilidades para la IT, a pesar de que se desconocen muchos de los procesos
biolégicos que intervienen en dicha diferenciacion [2].

De este modo, en la generacién de tejidos artificiales podemos utilizar dos
alternativas: el uso de células madre especificas del tejido que se desea
construir, o por el contrario, emplear fuentes celulares alternativas con capacidad
para llevar a cabo el proceso de diferenciacion o transdiferenciacion [20]. Una vez
seleccionados los tipos celulares con los que se desea trabajar durante la
generacion del tejido artificial es necesario realizar la expansién celular. Durante
este proceso se deben de asegurar unas condiciones de esterilidad del cultivo

celular, estando libre de patdogenos y de contaminacion.
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En lo que respecta a las células adultas diferenciadas, son con frecuencia mas
dificiles de expandir in vitro, ya que por lo general presentan una capacidad de
proliferacion limitada dificultando la obtencion de un nidmero adecuado de las
mismas durante un periodo de tiempo razonable[21]. Sin embargo, estas células
son las mas eficientes para promover la generacion en laboratorio de tejidos
biomiméticos y funcionales, debido a que presentan las caracteristicas
fenotipicas y funcionales del tejido que se desea generar. No obstante, es
importante poner de relieve que la gran mayoria de las células adultas
diferenciadas disminuyen su viabilidad, expresiobn génica, funcion vy
diferenciacion cuando se aislan y se expanden in vitro [10,22,23]. Esto ocasiona
gue durante la generacion de tejidos artificiales mediante IT sea mas frecuente
el uso de células madre, ya que ofrecen ventajas técnicas como su gran

capacidad de proliferacion y autorenovacion [24-26].

Por ultimo, se puede clasificar en relacion a su origen, los tres tipos de células

con los que se trabajan en IT:

a) Células autblogas, son aquellas que proceden del propio individuo y se
caracterizan por presentar un minimo riesgo de respuesta inmunoldgica

postimplantacion.

b) Células alogénicas, son aquellas que proceden de otro individuo de la misma
especie y que ofrecen la ventaja de poder ser almacenadas en biobancos con

caracter previo a su utilizacion.

c) Células xenogénicas, proceden de un individuo de otra especie, lo que supone

un importante riesgo de rechazo inmunolégico [20,27,28].

1.1.2. Matrices extracelulares

Ademas de la composicion celular, durante la elaboracion de tejidos artificiales
mediante IT, es importante conocer la composicion histolégica, molecular y las
propiedades fisicas y quimicas del tejido que se desea reparar. La mayoria de
los tejidos corporales estan compuestos por una combinacion de distintas
poblaciones celulares inmersas en una matriz extracelular (MEC) especializada
[29,30]. Cada tejido presenta unas caracteristicas quimicas, fisicas y estructurales

propias que vienen determinadas por la adecuada proporcion y distribucion de
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sus células, fibras y sustancia fundamental [15,31]. En este sentido, el uso de un
biomaterial de estructura y composiciéon quimica similar a la MEC nativa de un
determinado tejido u oOrgano es fundamental para generar un sustituto
biomimético mediante IT. Debido a que los biomateriales ejercen de andamios
moleculares donde se deben favorecer los procesos celulares y moleculares de
regeneracion en un tejido concreto, estos deben aportar la estructura,
tridimensionalidad y propiedades biomecanicas necesarias para la recuperacion

funcional [32].

De este modo, los biomateriales se definen como “aquel componente del tejido
artificial que actia como soporte estructural tridimensional y puede actuar como
un sistema de transporte de células o sustancias quimicas tales como factores

de crecimiento y sefiales moleculares”, es decir, como la MEC nativa [33].

Para que un biomaterial pueda emplearse en la generacién de un tejido artificial
debe de cumplir unos estandares basicos. En primer lugar, deben ser quimica y
estructuralmente estables, inertes y, ademas presentar propiedades fisicas y
estructurales adecuadas [34-36]. ES muy importante que sean biocompatibles con
las células que se encuentran inmersas en él, y en especial con el organismo
receptor [12,37]. Es decir, no debe ser tdxico ni ocasionar respuesta inmunoldgica
en el huésped. Los biomateriales ademas deben de actuar como vehiculo para
las células, favoreciendo la funcion celular, como es la adhesién, migracion,
proliferacion y diferenciacién al igual que la MEC nativa [37,38]. Todas estas
propiedades varian en funcion de la aplicaciéon a la que este destinada el
biomaterial, ya que estos deben de tener un comportamiento muy similar al del
tejido nativo a reparar, o en su defecto acelerar el proceso de regeneracion
tisular. Al mismo tiempo, los biomateriales deben favorecerse su manipulacion e

implantacion in vivo [33,39-42].

La naturaleza quimica del biomaterial va a afectar al impacto biolégico en la
funcidn celular o respuesta del huésped. A pesar de que existen diversos criterios
que permiten clasificar los biomateriales empleados en IT, el mas utilizado
obedece a la naturaleza de los mismos. Segun este criterio, los biomateriales
pueden ser clasificados como naturales y sintéticos [20,33,43]. Los biomateriales

naturales suelen ser los mas utilizados en IT debido a su alto grado de
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biocompatibilidad y biodegradacion. Sin embargo, estos suelen tener una
estabilidad mecanica muy variable, y el control de la densidad, porosidad,
anisotropia, y propiedades biomecéanicas siguen siendo un desafio [2,4,12,39,44].
Por otro lado, estos biomateriales estdn compuestos por motivos moleculares
gue los hacen altamente bioactivos y, por lo tanto, favorecen las interacciones
células-biomaterial [28]. Ademas, compuestos como el colageno o la fibrina
pueden generarse en forma de hidrogeles poliméricos, presentando la gran
ventaja de reproducir los niveles de hidratacion de los tejidos nativos vy, por lo
tanto, favoreciendo el intercambio y difusion de diversas sustancias (nutrientes,

desechos, electrolitos y gases).

En relacion a los biomateriales sintéticos, estos son generalmente polimeros de
naturaleza quimica conocida, y ofrecen ventajas como la regulacién de los
parametros estructurales (forma, densidad, porosidad y biomecénica). Ademas,
una gran variedad de estos polimeros son altamente biocompatibles y han sido
aprobados para su uso clinico por la Food and Drug Administration (FDA) [43,45].
No obstante, aunque muchos de estos biomateriales se encuentran catalogados
como biocompatibles, suelen ser hidréfobos y liberan sustancias tdxicas durante
el proceso de biodegradacion [37,43,46], lo que genera la necesidad de realizar

procesos de funcionalizacibn con componentes naturales [12,15,30].

Debido a esto, podemos decir que no existe un biomaterial idoneo, y que en
muchos casos la combinacion de varios tipos de biomateriales es la estrategia
con mejores resultados, como es el caso de la fibrina-agarosa. Sin embargo, en
muchos casos el 6rgano o tejido que se quiere fabricar tiene unas caracteristicas
histoldgicas y estructurales dificiles de conseguir con los métodos de
biofabricacion actuales. Por ello, en los ultimos afios muchas investigaciones se
han centrado en el desarrollo de técnicas de descelularizacion tisular. Esta
metodologia consiste en la eliminacién del contenido celular del tejido nativo,
alterando de forma minima la estructura tridimensional de la MEC resultante,
obteniendo un biomaterial natural no inmunogénico que suele presentar las
propiedades biomecanicas y ultraestructurales adecuadas, promoviendo la

regeneracion del tejido en cuestion [47].
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A este respecto, en este proyecto de Tesis Doctoral se estudia la generacion de
nuevos substitutos nerviosos descelularizados, asi como la funcionalizacién de
los mismos, lo cual puede suponer un avance en el campo de la IT proveyendo
nuevas estrategias terapéuticas que podrian ser utilizadas en la reparacion

quirargica de lesiones de nervio periférico.

1.1.3. Factores de crecimiento

Ademas del componente celular y los biomateriales, existe una amplia gama de
factores tanto fisicos como quimicos que son denominados generalmente como
factores de crecimiento o inductores. Estos factores de crecimiento juegan un
papel fundamental en la proliferacion y diferenciacion celular, repercutiendo en
la funcionalidad del tejido artificial generado [20,28]. Estos factores de crecimiento
son una serie de sustancias de composicién quimica muy variable, que pueden
influir y modificar el comportamiento celular a través de la union a receptores
especificos [16]. Estas uniones desencadenan respuestas mediante la activacion
de diferentes vias de sefializaciones moleculares y bioldgicas que conducen a la
division, migracion, diferenciacién, mantenimiento del fenotipo o la apoptosis. La
actividad coordinada de estos procesos por parte de las células que forman un
tejido conduce a la definicion estructural y funcional del tejido en un momento

temporal determinado [20,28,48].

Muchos de los eventos producidos durante el desarrollo humano tienen lugar a
lo largo de los procesos de regeneracion tisular, como ocurre a nivel de los
nervios periféricos y tejidos esqueletbgenos [12,15]. Debido a esto, el
conocimiento del desarrollo humano es crucial para comprender la regeneracion

tisular, y por tanto para disefiar estrategias de IT en concordancia [49,50].

Generalmente los factores de crecimiento se incorporan directamente a los
cultivos celulares a través del medio de cultivo. Sin embargo, también suelen ser
empleados en combinacion con biomateriales y/o diversos tipos de
nanoparticulas [51]. La funcionalizacion de estos biomateriales con estos factores
de crecimiento tiene dos obijetivos claros: por un lado, aportar una funcién nueva
a los mismos y, por otro lado, la liberacién controlada de los factores en el

microambiente regenerativo del andamio generado o en el huésped [12,35,48,52].
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2. Bases estructurales del sistema nervioso periférico

2.1 Caracteristicas generales

El sistema nervioso (SN) consiste en una red altamente organizada, formada por
neuronas y sus células de soporte, las células gliales, que se extiende por todo
nuestro cuerpo y son las encargada de recibir la informacion, procesarla y
generar respuestas concretas [29].

Desde el punto de vista anatomico, el SN puede dividirse en el sistema nervioso
central (SNC), compuesto por el encéfalo, el nervio optico y la médula espinal, y
el sistema nervioso periférico (SNP) formado por los ganglios nerviosos, los
nervios periféricos (NP) y las terminaciones nerviosas, los cuales conforman una
red encargada de asegurar la comunicacion motora, sensorial y autonémica

entre el SNC y los 6rganos diana.
2.1.1 Histologia del nervio periférico

Desde el punto de vista funcional, estos 6rganos estan especializados en la
conduccion de impulsos nerviosos eléctricos que permiten al SNC coordinar las
funciones motoras y sensoriales del cuerpo [12]. La funciébn motora periférica se
subdivide en sistema nervioso soméatico o voluntario y sistema nervioso
autonomo (vegetativo) o involuntario. Para llevar a cabo estas funciones, los
nervios periféricos (NP) poseen una compleja estructura histolégica y
composicién molecular [12]. Histolégicamente, los NP se organizan en dos tejidos
bien definidos: el tejido funcional o parénquima y el tejido conectivo, de soporte
0 estroma [29,53]. La disposicion de la organizacion del estroma y del parénquima

se puede encontrar en la Figura 2.
Paréngquima

El parénquima representa el tejido funcional de estos 6rganos, y su unidad
funcional son las fibras nerviosas periféricas (FNP). Las FNP sirven por tanto
como via de comunicacién bidireccional entre el SNC y los érganos diana, que
segun el sentido de esos impulsos nerviosos se pueden dividir en aferentes
(sensitivos) y eferentes (motores) [29,53]. Haciendo referencia a su estructura, las

FNP estan formada por el axon neuronal, su célula de Schwann (CS) circundante
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y una membrana basal externa [29]. Los axones estan compuestos internamente
por una pequefia cantidad de microfilamentos de actina, neurofilamentos (NFLs)
abundantes alineados paralelamente y neurotdbulos o microtubulos [29]. Los
NFLs son filamentos intermedios especificos de las neuronas de tipo IV, cuya
principal funcién es controlar el diametro del axén y, por tanto, la conductancia
del mismo. [54]. Los microtubulos y los filamentos de actina tienen un papel
fundamental en la especializacion y el crecimiento del axén y proporcionan las
vias para el transporte axonal activo de largo y corto alcance [55]. Tanto los
microtibulos como los filamentos de actina son estructuras dinadmicas, lo que
facilita la remodelacién continua del citoesqueleto [54,55]. Desde el punto de vista
histoldgico, segun la estrategia adoptada por las CS para envolver a los axones
podemos distinguir dos tipos de fibras: fibras nerviosas mielinicas y amielinicas.
Las fibras nerviosas mielinicas consisten en un segmento axonal que esta
envuelto individualmente por una sola CS. La membrana de esta CS envuelve la
fibra nerviosa que mediante un proceso de compresion progresivo terminara
formando una vaina de mielina multilaminada [16,53]. No obstante, en la
continuidad de las vainas de mielina se pueden encontrar regiones donde se
pierde la compactacién llamadas incisiones de Schmidt-Lanterman [56]. La
presencia de esta vaina de mielina de caracter lipidico tiene una funcién
fisioloégica crucial, al aumentar exponencialmente la velocidad y eficiencia de
conduccién saltatoria de los impulsos nerviosos [29,53,57]. En las fibras
mielinicas, el segmento axonal ocupado por una CS define un internodo, y el
espacio entre dos internodos define un area donde el axdn se encuentra
descubierto por interdigitaciones de CS colindantes llamada nodo de Ranvier
[53,58]. La longitud internodal varia directamente con el diametro de las fibras, de
150 a 1500 mm [53].

Las fibras amielinicas estdn compuestas por un grupo de varios axones de
pequefio tamafo (0,15-2,00 mm de diametro) envueltos por una sola CS [53].
Estos axones se reorganizan progresivamente en el citoplasma de la CS y
finalmente se separan unos de otros por las extensiones citoplasmaticas de las
CS que forman un mesaxén [29]. La superficie axonal estd separada de la
membrana de la CS por el espacio periaxonal de Klebs que permite la difusion

de iones cuando se produce un potencial de accion [59]. Las CS asociadas a los
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axones amielinicos suelen denominarse células de Remak [29,53,59]. Las CS y
Remak son similares, pero difieren en la expresion de algunas proteinas. En
general, ambas células expresan vimentina, proteina S-100, moléculas de
superficie (CD56, CD57 y CD146) y moléculas asociadas a la membrana basal
[58]. Sin embargo, las células de Remak tienden a expresar la proteina acida glial
fibrilar y carecen de otras proteinas relacionadas con la mielina [29,40]. La
membrana basal de las FNP, al igual que otras, esta compuesta por un conjunto
de moléculas fibrilares y no fibrilares de la MEC, que forman una estructura
tubular altamente organizada alrededor de las FNP llamada tubos endoneurales
[40,60]. Molecularmente, la MEC estd compuesta por isoformas de laminina,
entactina/nidogeno, fibronectina, sulfato de heparina, N-sindecano y colagenos
(tipos I, Ill, IV y V) [29,40]. Esta estructura es crucial para el funcionamiento normal
de las FNP, y durante la regeneracion, estas moléculas, como la laminina,

desempeiian un papel fundamental para guiar el proceso de regeneracion.

A)

Figura 2: Organizacion histoldgica de los nervios periféricos. A) Representacion
esquematica de la organizacién del estroma nervioso y del parénquima en un nervio
bifasciculado. B) Microscopia electronica de barrido de una seccién transversal del nervio ciatico
de rata. Barra de escala = 1000um. 1 =fibra nerviosa periférica mielinizada, 2 = Células de
Schwann, 3 = fibra nerviosa amielinica, 4 = endoneuro, 5 = perineuro, 6 = epineuro. Imagen
modificada de Chato-Astrain, J. and Garcia-Garcia, O.D., Campos, F., Sanchez-Porras, D., &
Carriel, V. (2020). Basic Nerve Histology and Histological Analyses Following Peripheral Nerve
Repair and Regeneration. Peripheral Nerve Tissue Engineering and Regeneration (pp. 1-37).
Springer International Publishing.
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Estroma

Tradicionalmente las funciones del estroma se han limitado al soporte estructural
del parénquima, proporcionandole una adecuada resistencia a las fuerzas de
estiramiento y compresion aplicadas durante los movimientos corporales. Sin
embargo, en los Ultimos afos se le ha atribuido al tejido estromal las funciones
de vascularizacion del parénquima, una funcion de defensa inmunolégica e
incluso un papel fundamental en la reorientacion de los brotes axonales después
de una lesién trauméatica del NP [29,53]. El tejido estromal se compone de tres
capas o tejidos conectivos con diferentes caracteristicas. Estas capas se
distribuyen de la siguiente forma desde la parte mas externa a la interna:

epineuro, perineuro y endoneuro.

El epineuro es la capa de tejido conectivo mas externa que rodea los troncos
nerviosos, ya sean uni o multifasciculares. Se trata de un tejido vascularizado
relativamente denso que desempefia un papel esencial en el comportamiento
biomecanico de estos 6rganos [60]. Esta capa contiene fibroblastos, mastocitos,
colageno (tipos | y Ill) y cantidades variables de fibras elasticas y grasa, que
parece tener un papel en la proteccion del nervio que este tejido rodea [53,58]. El
namero de fasciculos y la proporcién de tejido conectivo epineural varian entre
los nervios y a lo largo de la longitud de un mismo nervio [60]. El patron de
distribucién del componente fibrilar de su MEC le permite cierto nivel de flexion,
pero restringe el sobre-estiramiento previniendo el desgarro durante las
actividades fisicas [53,60]. Ademas, el epineuro lleva los principales canales de
suministro del sistema vascular intraneural: los vasa nervorum, que pasan a
través del perineuro para comunicarse con la red de arteriolas y vénulas dentro

del endoneuro.

El perineuro es una capa estromal que se extiende desde la zona de transicion
SNC-SNP hasta la periferia, donde continda con las cépsulas de los husos
musculares y las terminaciones sensoriales encapsuladas. En las terminaciones
no encapsuladas y en las uniones neuromusculares el perineuro termina abierto,
siendo un punto clave para el intercambio de sustancias en el espacio
endoneural [53]. Aunque el perineuro es la capa estromal mas fina de estos
organos, es determinante para el comportamiento biomecanico y la resistencia

de las fibras nerviosas [40,60]. Esta capa esta compuesta por células perineurales
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(con morfologia aplanada) y capas de MEC alternas, que a través de su compleja
organizacion 3D y de las interacciones célula-célula y célula-ECM constituyen la
barrera del nervio periférico o barrera perineural [61]. Las células perineurales
son aplanadas y establecen uniones estrechas que confieren las funciones de
barrera [61]. Adema&s, cada capa celular esta rodeada por una doble membrana
basal prominente que, en los NP mas grandes, puede tener hasta 500um de
grosor, proporcionando componentes moleculares adicionales a la barrera
perineural [60,61]. Entre las capas celulares perineurales y la membrana basal
hay fibras colagenas (tipo I, Il y lll) y elasticas organizadas en disposicion
circular. Las células perineurales expresan vimentina, proteinas de unién

estrecha, citoqueratina 18 y el antigeno de membrana epitelial [62,63].

El endoneuro o tejido conectivo intrafascicular representa un tejido conectivo
laxo y blando que conforma la parte interna de los fasciculos, y que provee de
proteccion y de las condiciones necesarias para favorecer la funcion nerviosa.
La MEC endoneural se compone por fibras de colageno, fibras elasticas y
algunos proteoglicanos recientemente descritos como decorina, versican y
fibromodulina [29,64]. Esta MEC se organiza en una red capilar y por otro lado los
tubos endoneurales, que se componen de dos capas distintas, una membrana
externa compuesta por fibras de colageno orientadas longitudinalmente y otra
compuesta por fibras de coldgeno orientadas circunferencialmente u
oblicuamente fuera de la membrana basal de las fibras nerviosas. Haciendo
referencia al componente celular, la MEC contiene fibroblastos, macréfagos y
mastocitos. La mayor parte de la poblacion celular del endoneuro esta formada
por CS y células endoteliales, mientras que los fibroblastos representan soélo el
4% del total [53,65]. En el compartimento endoneural de algunas especies
grandes, como los primates y los humanos, es posible encontrar los cuerpos de
Renault. Aunque su funcién no esta clara, se cree que podrian proporcionar

proteccion mecanica al parénquima frente a las fuerzas de compresion [29,66].
2.2 Lesiones del nervio periférico

Los NP pueden verse afectados por una gran variedad de patologias, que segun
su naturaleza, se pueden dividir en neuropatias periféricas (asociadas con la

desmielinizacion de las fibras nerviosas o con la degeneracién axonal), y por otro
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lado en lesiones estructurales (que pueden ser de origen traumatico o

iatrogénico) [67,68].

La presente Tesis doctoral se ha centrado en la generacion y mejora de nuevos
substitutos nerviosos para la reparacion de lesiones estructurales periféricas. Por
tanto, en las secciones posteriores se desarrollaran los cambios morfolégicos y
bioldgicos ocasionados tras el dafio estructural nervioso periférico y los factores
gue afectan a una correcta regeneracion, asi como las estrategias de reparacion

de estos dérganos.

2.2.1 Degeneraciony regeneracion de los nervios periféricos
En primer lugar, hay que poner de relieve que en comparacion con el SNC, el
SNP tiene una mayor capacidad fisiolégica para regenerar sus componentes
distales tras una alteracion estructural [12]. De hecho, uno de los investigadores
pioneros en sugerir que tanto los factores celulares como los difusos contribuyen

a la regeneracion del tejido nervioso fue Ramén y Cajal [69].

Después de que un nervio periférico sufra una lesion traumética, se producen
complejos cambios fisiopatolégicos, incluyendo cambios morfolégicos vy
metabdlicos, en el lugar de la lesidon asi como en las regiones proximal y distal
de la misma [53]. Sin embargo, el grado de recuperacion funcional estara
condicionado por la gravedad del dafio (longitud de lesién nerviosa pequefia o
critica), las estructuras histoldégicas conservadas, el tratamiento quirargico
utiizado y el microambiente regenerativo en estas estructuras [70]. A
continuacion, los principales procesos que se llevan a cabo en las secciones

proximales y distales al sitio de lesién seran analizados de forma independiente.

En el momento que ocurre una transeccion del NP, tanto la interrupcion de la
comunicacién axonal como la pérdida de volumen axoplasmico conllevan un
impacto traumatico en el cuerpo celular neuronal, lo que produce una serie de
profundos cambios morfofuncionales pudiendo alcanzar incluso la muerte celular
[53]. La transmision retrograda de estas sefiales hacia el soma neuronal hace
gue se active el gen JUN, el cual estd implicado tanto en las etapas iniciales
como avanzadas de la regeneracion axonal [71]. Se produce por tanto una

reorganizacion del citoplasma perinuclear y los organulos, aumentando el
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volumen del soma neuronal, desplazamiento del nicleo y de los cuerpos de Nissl
hacia la periferia, lo que se conoce como cromatolisis [53]. EI cambio morfolégico
del cuerpo neuronal va acompafiado de una transformacion funcional, pasando
de un estado de transmision a un fenotipo regenerativo, y por tanto sintesis
proteica de sustancias relacionadas con los neurotransmisores se vera
modificada a las necesarias para la reconstruccion axonal, tales como factores

de crecimiento y proteinas estructurales [53,68].

Asimismo, este proceso provoca una regulacion de cientos de genes implicados
que conlleva a la generacién de cambios iénicos y de excitabilidad [72]. En
consecuencia, se regula al alza la generacion de diferentes tipos de canales de
sodio en la membrana basal que contribuyen a la hiperexcitabilidad eléctricay a
las descargas eléctricas ectdpicas en el lugar de la lesion y en las neuronas de
los ganglios de la raiz dorsal [53,72]. Ademas se observa una disminucion de
canales de potasio, que podria representar un mecanismo de adaptacion para

estabilizar esta hiperexcitabilizacion de la membrana del axén lesionado [72].

En el segmento proximal, los axones degeneran desde el lugar de la lesién hasta
cierta distancia en direccion al soma neuronal (sobre uno o varios noédulos de
Ranvier dependiendo de la magnitud de la lesion), en un proceso conocido como
degeneracion retroégrada. Durante este proceso, los axones se retraen
proximalmente dejando atras el compartimento endoneural como cilindros vacios

o tubos endoneurales [53].

Al cabo de unas horas, se produce una generacion de una primera ola de brotes
terminales y colaterales que degeneran rapidamente [73]. El tiempo necesario
para que se lleve a cabo una estabilizacion citoesquelética estructural en los

brotes definitivos se ha denominado “retraso inicial”.

El proceso de crecimiento axonal es complejo y variable, y en un mismo modelo
de regeneracion se demostré la presencia de proyecciones directas, laterales y
arborizantes. La elongacion de los axones se debe al avance de los conos de
crecimiento, que desarrollan unas extensiones citoplasmaticas delgadas en
forma cilindrica que se estabilizan progresivamente por la polimerizacion de los

microtubulos donde la proteina de crecimiento asociada 43 (GAP-43) es clave
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en su maduracion [74]. Las CS junto con los tubos endoneurales juegan un papel
fundamental en el proceso de guia de estos conos de crecimiento hacia el
extremo distal. Cuando un cono de crecimiento entra en contacto con su objetivo,
el axn aumenta de tamafio radialmente de forma progresiva [50] acompafado

por una organizacion gradual del citoesqueleto [74].

En el extremo distal, tras la transeccion del nervio se inicia un proceso lento
conocido como degeneracion Walleriana o anterdgrada. En este proceso,
iniciado inmediatamente después de la lesidn, se produce la desintegracion de
la mielina, la proliferacién de CS vy el reclutamiento de macréfagos [53]. Esto
conduce a un proceso llamado desintegracion granular del citoesqueleto
axonico, que consiste en el desensamblaje de los microtibulos, neurofilamentos

y otros componentes estructurales provocando la fragmentacion del axén [53].

Paralelamente, las CS se desdiferencian, proliferan a ambos lados y se
distribuyen longitudinalmente formando las bandas de Bingner. Como los restos
proteicos de mielina poseen un efecto inhibidor en los procesos de regeneracion
axonal, el reclutamiento de macro6fagos es clave, ya que eliminan y reciclan todos
estos componentes [50,75]. Ademas, los macrofagos pueden polarizarse hacia un
fenotipo pro-regenerativo (M1) que contribuye a la regeneracién axonal [75]. En
caso de que las condiciones del microambiente sean favorables, los signos
positivos de la regeneracion nerviosa seran evidentes en el segmento distal
(como abundantes FNP recién formadas, diferentes grados de mielinizacion y
una adecuada reorganizacion de la MEC) [58]. Sin embargo, si se produce una
denervacion prolongada, tendra lugar una respuesta fibrotica en el segmento

nervioso distal [53].

2.2.2 Estrategias de reparacion de los nervios periféricos
Antes de abordar las diferentes estrategias de reparacion, se va a realizar una
breve introduccion sobre los distintos tipos y grados de lesiones en estos
organos. En la practica clinica se pueden distinguir tres tipos de lesiones basicas:
distensiones, laceraciones y compresiones. El éxito del proceso de reparacion
del nervio periférico depende en gran medida del grado de lesién y del momento
en el que se lleve a cabo. Se han desarrollado sistemas de clasificacion de

lesiones clinicamente Utiles que permiten correlacionar los cambios
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microscépicos que se producen tras la lesion nerviosa y la sintomatologia del
paciente [76]. Uno de los sistemas de clasificacibn mas aceptado fue el
desarrollado por Sunderland [77] resumido en la tabla 1. Las lesiones estan
dispuestas en orden ascendente de gravedad del primer al quinto grado y afectan
sucesivamente a (i) la conduccién en el axon, (ii) la continuidad del axén. (iii) el
tubo endoneuronal y su contenido, (iv) el funiculo y su contenido, y finalmente

(v) todo el tronco nervioso.

Tabla 1: Resumen de la clasificacion de Sunderland para las lesiones de nervio periférico y su
tratamiento recomendado.

Grado Estructuras afectadas Estructuras preservadas Tratamiento
I - Parénquima y estroma Conservativo
Il Fibras nerviosas Capas estromales Conservativo
, : Conservativo

1] Fibras nerviosas, endoneuro Algunas capas estromales o
/Quirdrgico
\% Parénquimay estroma Epineuro Quirdrgico
\Y, Parénquimay estroma - Quirdrgico

Las lesiones de primer grado son tipo mas leve, no implica la pérdida de la
continuidad nerviosa y provoca una pérdida funcional, que es transitoria. Se cree
que la transitoriedad de este sintoma se debe a un bloqueo de la conduccion
local inducido por iones en el lugar de la lesion, aunque también se han

encontrado sutiles alteraciones en la estructura de la mielina [78].

Las lesiones de segundo grado son aquellas que conllevan una interrupcion
completa del axdn nervioso y de la mielina que lo rodea, mientras que las capas
estromales circundantes se conservan. En este grado ya se produce la
degeneracion distal del axén y de la mielina explicada en secciones anteriores.
Sin embargo, las perspectivas de recuperacion son excelentes en este tipo de
lesiones, ya que el entramado estromal restante proporciona una via para que

los axones germinados puedan reinervar al 6rgano diana.
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Las lesiones de tercer grado implican la desconexion de un nervio. La pérdida
funcional es completa y la recuperacion sin intervencion quirdrgica, no suele
producirse debido a la formacion de cicatrices y a la pérdida de la guia

mesenquimal que dirige adecuadamente el rebrote axonal.

En las lesiones de cuarto y quinto grado se afiade un dafio estructural grave en
las capas estromales, donde se conserva solo el epineuro o la rotura del tronco
nervioso es total, respectivamente. Ambos tipos de lesion requieren de una

reparacion quirdrgica para su regeneracion.

Teniendo en cuenta los distintos tipos de lesiones citadas, en este apartado se
van a desarrollar las principales técnicas de reparacion utilizadas a dia de hoy

en la practica clinica: la reparacion directa, el autoinjerto y el aloinjerto.

Reparacion directa

La reparacion directa o neurorrafia consiste en el restablecimiento de la
continuidad nerviosa mediante la sutura epi o perineural de ambos extremos
nerviosos. Es la técnica de reparacion mas efectiva y preferida en aquellos casos
que no se haya producido una pérdida substancial de material nervioso. El
procedimiento quirdrgico, debe realizarse siguiendo cuatro pasos: (i) diseccion y
preparacion de las terminaciones nerviosas, (ii) aproximacion, (iii) coaptacion vy,
finalmente, (iv) la sutura de las terminaciones nerviosas [78,79]. ASimismo, existen
dos aspectos principales a tener en cuenta para aumentar las posibilidades de
éxito en esta técnica, en primer lugar el nervio debe quedar libre de tensién tras
la reparacién, y en segundo lugar se debe de realizar un ajuste fascicular y
vascular durante la reparacion [12,80]. No obstante, en el caso de las lesiones
traumaticas de mayor complejidad, ya sea por pérdida de una parte importante
del segmento nervioso o por el impedimento de realizar una reparacion libre de
tensién, se recomienda el uso de injertos o substitutos nerviosos para reanudar

la continuidad nerviosa [12,53,68,80].
Autoinjertos

El autoinjerto o injerto de nervio autélogo es el método de referencia actual para
reparar los defectos nerviosos donde existe una pérdida substancial de tejido y
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ha permanecido asi durante los ultimos 50 afios [43,79]. Este injerto aporta una
MEC especifica enriquecida con CS viables y factores de crecimiento que no
genera respuesta inmune, lo que favorece al proceso intrinseco de regeneracion
axonal. Estos injertos son principalmente sensitivos, debido a la no disponibilidad
del uso de nervios motores [43,79]. Las diferencias entre los nervios nativos
sensitivos y los motores hacen que se pueda causar algunos desajustes
estructurales durante la reparacion que afecten a la regeneracion nerviosa y a la
recuperacion funcional [43,81,82]. Por este motivo, el autoinjerto nervioso ha
demostrado unatasa de éxito no superior al 50% en los pacientes tratados [43,82].
Ademas, el autoinjerto de nervio tiene una serie de desventajas, entre las que se
incluyen la prolongacién del tiempo de la operacion, la escasez de nervios
prescindibles, el posible desajuste de tamafio, la pérdida de sensibilidad en la
zona donante, la formacién de neuromas y la cicatrizacion, debido a que se
requiere una segunda intervencion quirdrgica con las posibles infecciones
asociadas. Por ultimo, el uso del nervio autélogo esta limitado a una distancia
critica de aproximadamente 5 cm de longitud y, mas alla de esta distancia, se
recomienda el uso de aloinjerto [33,43,79,83].

Aloinjertos

Los aloinjertos nerviosos proporcionan una MEC adecuada y en ocasiones
células viables que podrian favorecer la regeneracion nerviosa, en cambio
producen una respuesta inmunitaria activa del huésped con un alto riesgo de
rechazo del injerto [84]. El aloinjerto de donantes vivos tiene una longitud limitada,
pero el aloinjerto cadavérico es una opcion clinica alternativa en lesiones
nerviosas graves 0 segmentarias [79,84,85. Al igual que en todos los
alotransplantes de 6rganos, para promover la regeneracién axonal es necesaria
una inmunosupresion sistémica de estos pacientes, con la contraindicacion de
una posible infeccién o incluso tumorogénesis [79,86]. En los Ultimos afios, ciertos
estudios han conseguido resultados satisfactorios con el uso de aloinjertos
criopreservados sin tratamiento inmunosupresor [87], confirmando que una
criopreservacion adecuada reduce la inmunogenicidad de estos Organos,
favoreciendo su uso experimental y clinico [88-90]. En los ultimos afios, la
descelularizacién ha sido descrita como uno de los métodos mas eficientes para
la generacion de andamios naturales a partir de tejidos nativos para diferentes

39



aplicaciones en IT. [47,91-93]. En consecuencia, nuevas alternativas terapéuticas
generadas en el campo de la IT tales como la descelularizacion o la generacion

de bioconductos seran descritas en secciones posteriores.
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3. Ingenieria Tisular del nervio periférico

Una vez descritas las limitaciones o desventajas que presentan las técnicas
actuales en la reparacion o sustitucion de nervio periférico en la practica clinica
y conociendo las bases del proceso de regeneracion nerviosa, la IT tiene como
gran desafio el desarrollo de nuevos substitutos nerviosos alternativos que
superen (o al menos igualen) los resultados proporcionados por el autoinjerto en

lesiones severas donde la neurorrafia no puede aplicarse.

Para ello, es de vital importancia conocer en la mayoria de lo posible todos los
elementos y mecanismos involucrados en el proceso de regeneracion nerviosa,
y en consecuencia buscar estrategias que utilicen la maquinaria celular y
biomolecular de estos 6rganos para mejorar el crecimiento axonal a lo largo del
injerto y promover la reinervacion selectiva de la diana mejorando la
recuperacion funcional y reduciendo también los efectos indeseables. La
secuencia de los principales procesos que suceden durante una regeneracion

axonal exitosa se resumen en la figura 3.

1) Fase fluida
ooooo:o::OOOO
000 Q
00 00 0°

2) Fase de matriz

3) Fase celular

4) Fase axonal

—————————————
.............

-------------

5) Fase de mielinizacion
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Figura 3: Secuencia regenerativa que ocurre dentro de un conducto nervioso hueco. Este
proceso regenerativo se produce en cinco fases principales: 1) Fase fluida: el exudado
plasmatico llena el conducto, lo que provoca la acumulacion de factores neurotréficos y
moléculas de la MEC; 2) Fase de matriz: se forma un cable de fibrina acelular entre los extremos
nerviosos proximal y distal; 3) Fase celular: Las células de Schwann, las células endoteliales y
los fibroblastos migran (desde los mufiones nerviosos proximales y distales), se alinean y
proliferan a lo largo del cable de fibrina formando un cable de tejido bioldgico; 4) Fase axonal:
los axones que vuelven a crecer utilizan este cable de tejido bioldgico para alcanzar sus objetivos
distales; 5) Fase de mielinizacion: Las células de Schwann cambian a un fenotipo mielinizante y
se asocian con los axones regenerados formando axones mielinizados maduros. Figura

adaptada de Daly et al.(2012)[43] (elaborada en la aplicacion en linea Biorender.com).

Por estas razones, la IT ha desarrollado durante los ultimos 30 afios diversas
técnicas terapéuticas con el objetivo de generar un sustituto nervioso que posea
las propiedades biomecéanicas necesarias para ser implantado facilmente y
resistir los esfuerzos requeridos por el individuo, genere un microambiente que
favorezca la regeneracion axonal y proteja la zona afectada de otros procesos
que interfieran o dificulten tal regeneracién, como la infiltracion de tejido fibrotico.
En las secciones posteriores se describirdn los principales métodos de
generacion de conductos nerviosos mas utilizados en estudios preclinicos en la

actualidad.
3.1 Descelularizacion

La descelularizacion ha emergido en los Ultimos afios como un método de
referencia en la IT para generacion de biomateriales naturales a partir de tejidos
nativos. Este método tiene por objetivo la generacién de matrices biolégicas
tejido especificas no inmunogénicas, mediante la eliminacién del contenido
celular alterando en la menor manera posible la estructura y composicion de las
MEC resultantes. De este modo se resuelve el principal inconveniente del uso
de injertos no autoélogos, permitiendo la utilizacién de aloinjertos o incluso de
xenoinjertos, ya que generalmente la composicion molecular de la MEC esta
altamente conservada entre especies. Este hecho solventa uno de los
principales inconvenientes del autoinjerto como es la disponibilidad de tejido
especifico en el momento de la reparacion tisular, donde en muchos casos (como
el nervio) es crucial para una buena regeneracion funcional y evolucion clinica

[12,53]. Ademas, en comparacion con el autoinjerto, el uso de aloinjertos
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descelularizados eliminan la necesidad de una segunda intervencién quirtrgica
y de sus posibles complicaciones asociadas ya citadas anteriormente, como

pérdida de sensibilidad, formacion de neuromas, etc.

Sin embargo, no existe una técnica ideal de descelularizacion universal y por
tanto en todo proceso de descelularizacion se produce cierto grado de alteracion
en el comportamiento quimico, estructural o incluso biolégico de la MEC
resultante [47,93]. Por tanto, hay que tener en cuenta que multitud de variables
como la densidad celular, la densidad de la matriz, el grosor y la morfologia de
la misma, pueden afectar a la efectividad de descelularizacion en los distintos
tejidos y 6rganos 'y, por tanto, a la integridad estructural y bioquimica del andamio
obtenido. De hecho, la incompleta descelularizacion del tejido puede retener
restos celulares que pueden actuar de forma similar a las moléculas de patrén
molecular asociadas a dafio producidas tras una lesion tisular que reclutan a
células del sistema inmunoldgico del huésped, produciendo una respuesta
inflamatoria intensa que puede mitigar o inhibir completamente el proceso de

regeneracion en el tejido [94].

El proceso de descelularizacion de cada 6rgano o tejido de interés requiere
tratamientos especificos, cuidadosamente disefiados que preserven las
caracteristicas bioquimicas asociadas a cada tipo de tejido para estimular el

proceso de regeneracion tras ser implantados [92].

Alo largo de las ultimas décadas, se han generado varios ANDs con resultados
prometedores [95-98], llegando uno, incluso a ser aprobado por la FDA para su

uso en la practica clinica, como es el caso de Axogen®, [79].

En las siguientes secciones se va a describir brevemente los distintos tipos de
descelularizacion que se utilizan actualmente segun su naturaleza fisica, quimica
o bioldgica; haciendo hincapié en los métodos que eliminan o conservan las
biomoléculas que juegan un papel clave en el proceso de regeneracion axonal

en las lesiones de nervio periférico.
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3.1.1 Tipos de descelularizacion
Métodos Fisicos

Este tipo de métodos se han utilizado con el fin de provocar la lisis celular
mediante diferentes mecanismos fisicos (ciclos de congelacion/ descongelacion,
sonicacién) o como complemento de otros métodos para ayudar a retirar los

restos celulares (agitacion/inmersion o aplicacion de gradientes de presion) [47].

Numerosos estudios han utilizado mdultiples ciclos de congelacion y
descongelacién como método para la disrupcién celular irreversible a partir de la
generacion repetida de cristales de hielo intracelulares [90,99]. Esta técnica puede
minimizar las cantidades de agentes quimicos necesarios para una
descelularizacion eficaz. Se ha demostrado que los ciclos de congelacion-
descongelacién no alteran significativamente las propiedades mecanicas de la
MEC [100,101] aunque si producen alteraciones en la ultraestructura del tejido.
Para minimizar los efectos adversos en la arquitectura del tejido manteniendo la
lisis celular, se ha sugerido el uso de un crioprotector como la trehalosa al 5%
[102]. Las células se dafan irreversiblemente con estos métodos, pero aun no se
remueven de la MEC de los tejidos y 6rganos. Los restos celulares pueden
permanecer atrapados en la MEC y provocaran la activacion de las CS, los
macréfagos y otras células inflamatorias pudiendo conducir un retraso en la
regeneracion del tejido o incluso al rechazo del aloinjerto [103]. Por esta razon,
los ciclos de congelacién y descongelacion no son considerados un método de

descelularizacién, sino mas bien una inactivacion [40].

La sonicacion consiste en la aplicacion de ultrasonidos para agitar las particulas
de los tejidos u 6rganos con tal intensidad que produzca la rotura de la
membrana celular. Este método ha sido ampliamente utilizado en varios érganos
[104,105] y recientemente en nervio periférico con resultados muy prometedores

[106].
Métodos Quimicos

A pesar que el método quimico mas ampliamente utilizado es el uso de
detergentes, existen otras estrategias que han demostrado su eficiencia en la
descelularizacién, tales como soluciones hiperténicas o hipoténicas, acidas o

basicas, sustancias quelantes y alcoholes.
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Es bien conocido, que el uso de detergentes es la estrategia mas eficiente para
eliminar los restos celulares durante la descelularizacion [98]. Segun su
naturaleza quimica, los detergentes se dividen en no idnicos, i6nicos y

zwitteridnicos.

Los detergentes no idnicos actuan disolviendo las interacciones lipido-lipido y
lipido-proteina respetando en cierta medida las interacciones proteina-proteina
y la actividad enzimatica. [47,107]. El Tritdbn X-100 es el detergente no idnico mas
utilizado, obteniendo resultados satisfactorios en varios 6rganos [47] y en nervio
concretamente [96].

Los detergentes iGnicos actuan principalmente en las interacciones proteina-
proteina pudiendo desnaturalizarlas y alterar completamente las membranas
celulares [98]. El dodecil sulfato de sodio (SDS), el desoxicolato de sodio (SDC)
y el Tritdn X-200 se encuentran entre los agentes de descelularizacion i6nicos
mas utilizados debido a su eficiencia en la solubilizacion de las membranas
citoplasmaticas, los lipidos y el ADN [47]. Sin embargo, hay que destacar que el
Tritbn X-200 ha sido retirado del mercado, por lo que se deben de buscar
alternativas a su uso. EI SDS ha demostrado tener un nivel de efectividad de
eliminacién de glucosaminoglicanos (GAG) similar a la enzima condroitinasa
ABC [108], que en el caso del nervio es beneficioso para su regeneracion tras

implante [109].

Los detergentes zwitteribnicos o anféteros poseen propiedades de los
detergentes iGnicos y no iénicos. Estos detergentes presentan menos eficiencia
en la eliminacion de contenido celular que los detergentes i6nicos, en cambio
presentan una mejor preservacion de su ultraestructura [40]. Los mas utilizados
de este grupo son: 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato
(CHAPS), sulfobetaina-10 (SB-10) y SB-16 [93]. EI SB-10 y el SB-16 muestran
una mayor preservacion de la MEC y una mejor eliminacion de células que los
detergentes no i6nicos [110], ¥ el CHAPS preserva mejor el colageno,
glicosaminoglicanos y elastina que el detergente i6nico SDS [111,112], al tiempo
que elimina el 95% del material nuclear.
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Otro método ampliamente utilizado es la inmersion en soluciones hipotonicas o
hipertonicas, causando un choque osmoético en las células y facilitando la
eliminacién de material celular del tejido mediante la disociacién del ADN de las
proteinas [113]. No obstante, el uso Unico de soluciones hipo e hipertdnicas no

suelen ser suficientes para la obtencién de materiales acelulares.

Ademas, las soluciones con un pH extremo pueden aumentar la eficacia de
eliminacién celular pero pueden ocasionar dafios substanciales en los
componentes de la MEC. Las soluciones alcalinas, desnaturalizan eficazmente
el ADN plasmidico y cromosomal. Las soluciones mas utilizadas en
descelularizacion han sido el hidroxido de amonio, el sulfuro de sodio, hidréxido
de sodio e hidroxido de calcio [47]. Por otro lado, las soluciones acidas son
usadas para separar el ADN de la MEC a través de la solubilizacion de los
componentes citoplasméticos y la rotura de los acidos nucleicos. Es importante
de optimizar la concentracion y el tiempo de exposicion durante el proceso de
descelularizacién ya que pueden desnaturalizarse proteinas de la MEC tales
como fibras colagenas, GAGs y factores de crecimiento [47]. Los &cidos
comunmente utilizados para la descelularizacion incluyen el &cido desoxicdlico y
el &cido acético. Sin embargo, se ha demostrado que este Ultimo causa dafios y
elimina los colagenos de la MEC, con una reduccion de la resistencia de los

substitutos [114].

Por dltimo, los alcoholes pueden producir un lisado de las células por
deshidratacion, en el caso que hayan sido previamente permeabilizadas,
[115,116]. Una estrategia comun para eliminar los acidos nucleicos residuales del
tejido descelularizado es un lavado final con etanol o metanol, aunque hay que
tener en consideracién que la cadena de carbono apolar de los alcoholes
disuelve sustancias no polares como los lipidos. Sin embargo, Levy et al.
demostraron que el pretratamiento con etanol de los tejidos altera la estructura
del colageno mediante la reticulacion de la MEC [117]. Ademas, altas
concentraciones de etanol para descelularizar pueden ejercer como agente
entrecruzante modificando las propiedades fisicas de los sustitutos acelulares

[118].
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Métodos Bioldgicos

Los agentes enzimaticos incluyen nucleasas (por ejemplo, ADNasa, ARNasa),
proteasas (por ejemplo, tripsina, dispasas) y esterasas (fosfolipasa A2) y su
utilizacion es muy recomendable debido a su especificidad de sustrato bioldgico,
lo que le permite eliminarlos sin un impacto en los demas componentes del tejido

en cuestion.

Las nucleasas, como la ADNasa y ARNasa, son endonucleases que hidrolizan
los enlaces fosfodiéster fragmentando las secuencias de acidos nucleicos
[93,113]. En general, estas enzimas suelen afiadirse al proceso si no se consigue
una descelularizacion efectiva con el mero uso de los detergentes [119,120].
Varios estudios han obtenido buenos resultados en la generacion de aloinjertos
descelularizados de NP con Triton X-100 [97,121] 0 SDS [108,122] en combinacién
con nucleasas. En referencia a las proteasas, la tripsina rompe selectivamente
las proteinas celulares adherentes en el sitio carboxilo de los aminoacidos
arginina o lisina, con el fin de despegar las células de la superficie del tejido. La
tripsina se ha mostrado como un adyuvante eficaz durante la descelularizacion,
aunque tiempos prolongados de incubacion en esta enzima dafia el colageno
presente en la MEC. [123,124]. La dispasa Il es una proteasa bacteriana que
escinde selectivamente la fibronectina y el coldgeno IV de la membrana basal, y
se utiliza para separar las laminas epiteliales del sustrato [34,125]. La dispasa Il
se utiliza en los pasos iniciales de la descelularizacion de muchos tejidos,
incluyendo la piel porcina y las cOrneas, pero requiere un tratamiento posterior
con otros agentes para lograr una descelularizacion adecuada [123,126].
Asimismo, la esterasa fosfolipasa 2 puede hidrolizar los componentes
fosfolipidicos de tejidos tales como la cérnea, preservando los proteoglicanos y

la ultraestructura colagena aungue puede afectar al contenido de GAGs [127,128].

Durante el proceso de descelularizacion se pueden liberar diferentes proteasas
de las células lisadas que por un lado pueden inhibir la accion de las enzimas
utilizadas durante la descelularizacion [47] y por otro causando dafios
estructurales en el tejido en cuestion [40]. Para minimizar este dafio, a veces se
afiaden al protocolo de descelularizacion inhibidores de proteasas como la

aprotinina, la leupeptina o el fluoruro de fenilmetilsulfonilo [47].
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Con todo esto, es importante destacar que los protocolos de descelularizacién
suelen combinar diversas estrategias (fisicas, quimicas y enzimaticas) para
descelularizar de forma efectiva alterando de la menor manera posible la MEC
restante segun las caracteristicas intrinsecas de los tejidos u 6rganos en
cuestion. Por otro lado, no hay que olvidar que no solo es importante el tipo de
agente descelularizante que utilicemos en cada caso, sino también la
concentracion/intensidad y tiempo de exposicidn en cada solucién juegan un

papel importante en todo el proceso.
3.2 Conductos bioartificiales

La fabricacion de conductos utilizados en la reparacion nerviosa se remonta a la
década de 1880, donde a Gluck y colaboradores crearon un tubo de hueso
descalcificado para facilitar la aproximacion de las terminaciones nerviosas
transectadas [129]. Este acoplamiento de las terminaciones nerviosas dentro del
dispositivo tubular compensaba la falta de instrumentacién adecuada en una
época anterior a la aparicion de la microcirugia [130]. La fabricaciéon de sustitutos
nerviosos presentd un avance discreto hasta la publicacion histérico trabajo de
Dahlin y Lundborg al inicio del siglo XXI utilizando tubos de silicona [131]. Su
trabajo no solo estudio la aplicacion de los tubos en la reparacion de nervios
periféricos sino que también (y quiza lo mas importante) caracterizé el
mecanismo de accioén de la regeneracion dentro del lumen del conducto [130]. El
conducto funciona encerrando los extremos distales y proximales del nervio
dentro del lumen proporcionando una alineacion bruta del nervio y la contencién
del liquido axoplasmico que se escapa de los extremos del nervio seccionado.
Esta contencion de los extremos nerviosos y de los fluidos que emanan de los
mismos permite el inicio del proceso de regeneracion (explicado con detalle en
la figura 3) que tiene por objetivo alcanzar la recuperacion de la continuidad

axonal.

En resumen, el conducto nervioso debe de cumplir una serie de requisitos como:
ser biocompatible, tener suficiente resistencia y flexibilidad sin presionar el
nervio, aislar el axén regenerado del tejido cicatricial, tener baja inmunogenicidad
con buena adhesién celular en la direccion requerida, y tener un tiempo de
degradacion apropiado, cuyos productos de degradacién sean no téxicos
[130,132,133]. El disefio del conducto nervioso puede consistir en un unico tubo
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hueco no poroso con/sin material de relleno o un conducto nervioso multicanal
para imitar la estructura nativa del tejido nervioso [133]. Dependiendo de la
naturaleza del substituto nervioso generado (hatural, sintético o combinado), la
IT ha desarrollado en los ultimos afios diferentes técnicas de fabricacion tales
como: moldeo por inmersion [134,135], sustitutos multilaminares [36], fundicion con
disolvente y lixiviacion de particulas [136], hidrogeles intraluminales celulares o
acelulares [33,74], electrospinning [137], crosslinking [138], trenzado y bioimpresion

[139].

Desde la generacion de los primeros conductos nerviosos usando elastomero de
silicona (no degradable y biol6égicamente inerte), se han utilizado una amplia
gama de biomateriales en los ultimos 20 afios, que segun su naturaleza los

podemos clasificar en naturales o sintéticos.

Los biomateriales naturales utilizados para la generacion conductos nerviosos
se pueden clasificar en dos categorias principales: (I) materiales provenientes de
tejidos neuronales o no neuronales de origen alo 0 xenogénico, principalmente
usados en forma de hidrogel [140,141]; (II) polimeros de origen natural, incluyendo
moléculas de la MEC (colageno, laminina, fibrina, fibronectina y hialuronano),
otros polisacéaridos (quitosano, alginato, agarosa) y proteinas (fibroina de seda,

queratina) [36,52,142)].

Mas recientemente, diferentes clases de polimeros sintéticos biodegradables,
tales como los poliésteres acidos polilactico (PLA), poliglicélico (PGA), polilactico
coglicolico (PLGA), policaprolactona (PCL) y sus copolimeros, han sido
ampliamente utilizados debido a su excelente biocompatibilidad y propiedades
mecanicas, asi como sus propiedades termoplasticas permitiendo su fabricacion

con cualquier forma deseada [132,143,144].

Entre los productos comercializados aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de EE.UU (FDA), o por la Union Europea, se
encuentran conductos fabricados a base de productos naturales (generalmente
colageno tipo 1) Neurotube® NeuroGen®, NeuroFlex™, NeuroMax™,
NeuroWrap™ y NeuroMend™; y por otro lado los fabricados con los polimeros

sintéticos PGA y PLC, Neurotube® y Neurolac®, respectivamente [79,145]
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Tabla 2: Comparacion de las caracter'siticas principales de las alternativas utilizadas en la
reparacion de lesiones nerviosas periféricas. Tabla adaptada de Bauback Safa y Gregory Buncke
(2016) [130].

Revisién de los beneficios de cada tipo de material
Conducto Aloinjerto Autoinjerto

Propiedades artificial descelularizado nervioso
Biocompatible + + +
MEC especifica - + +
Andamio endoneural - + +
Células de Schwann/soporte - - +/-
Laminina - + +
Factores de crecimiento - + +
Vascularidad/andamio vascular - +/- +
Biomecanica similar a nervio +/- + +
Estéril + + +

3.3 Funcionalizacién de los substitutos nerviosos generados.

Los recientes avances en el campo de la IT han cambiado el concepto de
andamio pasivo, que simplemente proporcionaba un espacio protegido para la
regeneracion nerviosa, por un modelo de entorno activo, que busca promover el
crecimiento neuronal y acelerar la regeneracion axonal [52]. Para ello, la
identificacion de moléculas y estrategias especificas que puedan promover la
reparacion de los nervios sigue siendo un gran desafio [146]. Esta busqueda es
especialmente importante en el caso de las lesiones graves (> 2 cm), en las que
el uso de conductos nerviosos por si solo no ha conseguido una regeneracion

satisfactoria [52].

3.3.1 Crosslinkers o agentes entrecruzantes
Una manera eficiente de mejorar las propiedades biomecanicas y la estabilidad
estructural de matrices acelulares o conformadas por biopolimeros naturales es

mediante el uso de agentes entrecruzantes o crosslinkers quimicos [147].

Estos agentes pueden inducir, en determinadas circunstancias, interacciones

covalentes inter o intramoleculares entre las moléculas de la MEC o los
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biomateriales [148]. En la ingenieria de tejidos, se han utilizado varios agentes
quimicos siendo el glutaraldehido uno de los mas utilizados para este fin. Sin
embargo, a pesar de su aceptable eficacia, una serie de desventajas limitan su
uso como la citotoxicidad, la baja biocompatibilidad in vivo, la calcificacién
distrofica, la fijacidon del tejido y el crecimiento celular subdptimos [32,149-151].

En los dltimos afios se han testado una gran cantidad de agentes quimicos como
crosslinkers para mejorar las propiedades biomecanicas de diferentes
biomateriales. Algunos de los utilizados en matrices de coldgeno son el
dehidrotermal y la carbodiimida (EDAC) presentando una mejora en la
estabilidad estructural con mejores resultados de biocompatibilidad que el
glutaraldehido [152]. Otros agentes utilizados para el crosslinking de quitosano

en ingenieria tisular neural son el fosfato de sodio dibésico [153] y el EDAC [154].

Sin embargo, en los ultimos afios, el GP, un glucésido iridoide natural, extraido
y purificado de la Gardenia Jasminoides, ha surgido como alternativa al
glutaraldehido [155]. Este agente se ha utilizado con éxito en el entrecruzamiento
de biomateriales (quitosano, colageno, fibrina-agarosa, etc.) y en la aplicacién
en MECs descelularizadas (pericardico, valvulas cardiacas, cornea, médula
espinal, vasos sanguineos, etc.) [30,156-161] con una evidente mejora de las
propiedades biomecanicas y una mejor biocompatibilidad y propiedades
biologicas que el glutaraldehido [30,151,155,162,163]. Ademas, existen estudios
gue sugieren que el GP ejerce unas propiedades antiinflamatorias notables en
los materiales [164-166]. Por todo esto, el GP esta siendo usado en la ingenieria
tisular  neural, entrecruzando conductos de quitosano [167,168],
colageno/quitosano [166], gelatinas [169] e incluso hidrogel de MEC acelular
derivada de cordén umbilical [161].

No obstante, la presente Tesis Doctoral incluye el primer estudio del efecto del
GP en aloinjertos de nervio periférico descelularizados en cuanto a sus

propiedades histoldgicas, biomecanicas y de biocompatibilidad se refiere [170].

3.3.2 Células
Una gran esperanza en el campo de la medicina regenerativa para la reparacion
de nervios es la explotacidon del potencial regenerativo de las terapias basadas

en células. Las CS, las células madre neurales, las células madre embrionarias
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y las células mesenquimales de la médula y grasa han sido las células de soporte
mas estudiadas [52], aunque recientemente las células de la mucosa olfativa
(CMO) estan captando interés. Las CMO se desarrollan a partir de un origen
periférico, el placo olfativo, y conservan la capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion, y se consideran células progenitoras nerviosas periféricas

[171,172].

A pesar del papel fundamental que pueden jugar las CS en la regeneracion en
los diferentes sustitutos nerviosos, el uso de este tipo celular presenta ciertos
inconvenientes. En primer lugar, las CS aut6logas son dificiles de obtener en
gran numero, tienen un bajo rango de division y en segundo lugar CS alogénicas
estan implicadas en los rechazos inmunoldgicos por parte del huésped [52]. Por
tanto, la aplicacion de células madre de fuentes alternativas en el campo IT
nerviosa ha despertado mucho interés. En concreto las células madre
mesenquimales derivadas de la médula 6sea (BMSC) y las derivadas de la grasa
(ADSC) debido a que su uso no plantea problemas éticos, facil extraccion, rapida
proliferacion, y tienen la capacidad de diferenciarse a lo largo de mdltiples lineas
celulares, en particular a los linajes de células neurales y gliales asociadas [173-
176].

Tanto las ADSC como las BMSC tienen la ventaja de mostrar la capacidad de
secretar multiples factores neurotréficos, incluyendo el factor neurotréfico
derivado de las células gliales (GDNF), neurotrofina de factor de crecimiento
nervioso (NGF),neutotrofina-3 y factor neurotréfico derivado del cerebro [177-179]
que juegan un papel importante en la supervivencia, el mantenimiento y la
regeneracion de poblaciones neuronales especificas [180]. Estas células se han
utilizado en varios estudios, tanto en estado diferenciado como indiferenciado,
para investigar su efecto en la regeneracion de los nervios periféricos con

resultados prometedores [52].

3.3.3 Biomoléculas
En los esfuerzos por mejorar la regeneracion funcional de los nervios, se han
hecho avances en la creacion de un entorno mas apropiado para favorecer el

proceso de reparacion a lo largo del injerto. Las estrategias incluyen el uso de
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factores de crecimiento exdgenos, factores neurotréficos, laminina u péptidos de

adhesion de cadena corta.

Existen suficientes evidencias cientificas sobre los diferentes impactos positivos
en la reconstruccion de los nervios generados segun el sistema de liberacion de
sustancias utilizado [181], lo que ha dado lugar a la necesidad de mejorar estos
sistemas. Existen varias estrategias clasicas para la liberaciéon continua de
factores de crecimiento en los substitutos nerviosos, como la adsorcion de
factores de crecimiento a la superficie y/o al interior de una matriz, la
incorporacion de factores de crecimiento a los materiales durante su fabricacion,
la inclusion de microesferas cargadas de factores de crecimiento y la

inmovilizacién covalente de dichos factores en la MEC.

Los factores neurotroficos mejoran la regeneracion funcional, apoyando el
crecimiento axonal, la migracion y la proliferacion de las CS, y aumentando la
neuroproteccion a través de la activacion de vias de sefalizacion intrinsecas
especificas mediada por el receptor [182]. Estos factores neurotroficos
pertenecen principalmente a tres familias distintas (i) las neurotrofinas; (ii) los
ligandos de la familia del factor neurotréfico derivado de las células gliales (GFL);
y (i) las citoquinas neuropoyéticas [183]. Cada familia tiene caracteristicas
funcionales distintas con algunas respuestas celulares que se solapan [183]. Las
neurotrofinas incluyen el NGF, el factor neurotréfico derivado del cerebro, la
neurotrofina-3 y la neurotrofina-4 [184]; los GFL incluyen el factor neurotréfico
derivado de células gliales, y las citoquinas neuropoyéticas incluyen el factor
neurotrofico ciliar [183]. Estos factores neurotréficos se han utilizado solos o en
combinacién para aprovechar la respuesta mas eficaz para la regeneracion del

nervio periférico [169,185-187].

Ademas, también se ha demostrado la eficacia del uso de otros factores de
crecimiento como suplemento a los substitutos nerviosos tales como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), o el factor de crecimiento de fibroblastos
(bFGF) [43,188]. Por otro lado, existen varios estudios que han optado por la
funcionalizacion de los diferentes bioconductos con la proteina basal laminina,
debido a su importancia en la regeneracidbn nerviosa, con resultados

prometedores [189,190].
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Por ultimo, la modificacion de la quimica de los biomateriales es otra alternativa
puede optimizar el comportamiento celular con secuencias peptidicas cortas,
como por ejemplo, RGD, que facilitan la adhesion celular a la superficie de los
polimeros [191] y se han utilizado en la generacién de conductos nerviosos con

resultados muy destacables [192-194].

54



55

IV HIPOTESIS



La complejidad estructural de los NP es muy dificil de reproducir en laboratorio,
lo cual obliga a desarrollar nuevos métodos y técnicas de biofabricacion. La
generacion y evaluacién de nuevos sustitutos de nervio periférico a partir de la
descelularizacion, emerge como alternativa prometedora en el tratamiento de
lesiones estructurales neurales. Si bien, diversos ANDs han sido descritos, los
resultados experimentales, y principalmente clinicos, son controvertidos. Por
esta razon, el desarrollo de protocolos de descelularizacion tisular mas eficientes

es fundamental.

En este contexto, la generacion de nuevos ANDs con propiedades bioldgicas,
moleculares, inmunoldgicas y estructurales mejoradas podrian promover una
rapida y mas eficiente regeneracion tisular y recuperacién funcional que las

técnicas actualmente disponibles.

En este sentido la presente Tesis Doctoral aspira por un lado a estudiar nuevas
estrategias para obtener sustitutos descelularizados con propiedades
biomecanicas mejoradas mediante crosslinking quimico, y, por otro lado, a la
generacion y optimizacion de nuevos protocolos de descelularizacién que
intenten mejorar los ya descritos. Esto podria suponer un avance importante en
el campo de la generacion de biomateriales para diversas aplicaciones
biomédicas, asi como en lo que respecta el tratamiento quirdrgico, mediante

ingenieria tisular, de lesiones estructurales de NP.
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Objetivo general

El objetivo general de este proyecto de tesis doctoral es elaborar, mediante
nuevos procesos de descelularizacion tisular y crosslinking quimico, aloinjertos
de nervio descelularizados (ANDs) para el tratamiento de lesiones estructurales

de nervio periférico.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar nuevos protocolos de descelularizacion tisular, utilizando
agentes quimicos y/o biolégicos, y combinarlos con protocolos de
entrecruzamiento quimico para la generacion de nuevos ANDs para la

reparacion de nervios periféricos.

2. Determinar, ex vivo, el grado de descelularizacion tisular, preservacion de
la matriz extracelular y las propiedades biomecanicas, biolégicas y de

biocompatibilidad de los ANDs generados.

3. Evaluar a nivel preclinico la eficacia terapéutica de los nuevos ANDs
generados en un modelo animal de lesiébn y reparacion de nervio
periférico, y determinar el perfil de recuperacion funcional y regeneracion

tisular mediante protocolos de evaluacion clinica, funcional e histolégica.

4. Correlacionar los resultados ex vivo e in vivo obtenidos con los nuevos
ANDs generados, para determinar su potencial traslacion clinica para el

tratamiento de lesiones estructurales de nervio periférico.
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1. Generacidn de aloinjertos nerviosos

descelularizados funcionalizados con genipin

1.1 Obtencion de nervios y proceso de descelularizacion

Las muestras de NP se obtuvieron de 35 ratas Wistar adultas de 12 semanas de
edad. Los animales se mantuvieron durante todo el estudio en la Unidad
Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada
(Espafna). Para obtener los nervios ciéticos, los animales fueron anestesiados
profundamente mediante una inyeccion intraperitoneal de acepromazina (Calmo-
Neosan® 0,001 mg/g), ketamina (Imalgene 1000® 0,15 mg/g) y atropina (0,05
Hg/g) y eutanasiados con solucién Eutanex®. Posteriormente, se extrajeron ~3
cm de ambos nervios ciadticos (n=70 nervios de 3 cm cada uno) y se
criopreservaron en 10% Dimetilsulfoxido (DMSO) en suero bovino fetal (SBF) a
-80°C hasta su uso. Se descongelaron 60 NP a temperatura ambiente (TA), se
lavaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 0,1M (pH = 7), se
seccionaron en segmentos de 1 cm y se asignaron aleatoriamente a las técnicas
de descelularizacion Sondell (SD) o Roosens (RS). Se hicieron excepciones para

las pruebas biomecanicas (véase la seccion correspondiente).

Brevemente, para generar los segmentos de ANDs obtenidos mediante el
método de Sondell (SD-ANDs) se trataron de la siguiente manera: |) agua
destilada durante 7 horas; II) 3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Alemania) durante
la noche (ON, 16-18 horas); Ill) 4% desoxicolato de sodio (Sigma-Aldrich)
durante 24 horas. Se repitié todo el procedimiento y a continuacion los nervios
se lavaron abundantemente en agua destilada y se conservaron en PBS a 4°C
hasta su uso posterior. Todo el procedimiento se realizé a temperatura ambiente

y con agitacion constante (24 rpm) [195].

Para la generacion de RS-ANDs se realizaron los siguientes procedimientos I)
inmersion en tampon Tris 50 mM (pH = 8) a 4°C ON con agitacion constante
(igual que SD); Il) tratamiento con Tritbn X-100 al 1% (diluido en el mismo
tampdn) a 4°C durante 24 horas; lll) lavado en solucién salina tamponada de
Hank (HBSS); 1V) dos tratamientos consecutivos con una solucion de digestion
enzimatica [100 mg/L de ADNasa (Sigma-Aldrich), 20 mg/L de RNAsa (Sigma-
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Aldrich) y 100 mg/L de tripsina (Sigma-Aldrich) en HBSS] a 37°C durante 45
minutos y bajo agitacion constante; V) Tritdn X-100 al 1% en tampdn Tris 50 mM
a 4°C ON con agitacion constante; VI) varios lavados en HBSS. Los ANDs se
mantuvieron en HBSS a 4°C hasta su uso [98,196]. Por ultimo, los SD-ANDs se
lavaron varias veces en agua destilada, mientras que la HBSS se utilizé para

lavar y almacenar los RS-ANDs.

Todos los procedimientos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con la
normativa espafiola y europea de experimentacion animal (directiva de la UE n°
63/2010, RD 53/2013). Ademas, este estudio fue aprobado por el comité ético
local (n° FIS P120/0318).

1.2 Entrecruzamiento quimico con genipin

Un total de 120 AND fueron sometidos a entrecruzamiento quimica con GP al
0,10% y al 0,25% (m/v) diluida en PBS (0,1 M a pH 7,2-7,4) como se ha descrito
previamente [30]. Brevemente, 10 trozos de ANDs de 1 cm se sumergieron en un
minimo de 50 ml de soluciones de GP durante 72horas a 37°C protegiéndolos
de la luz. Tras este periodo, los ANDs entrecruzados se lavaron varias veces
durante 48h con PBS y se mantuvieron en esta solucion a 4°C hasta los analisis
posteriores. Finalmente, los grupos experimentales se definieron en funcién del
método de descelularizacién (SDo RS) y de la concentracion de la soluciéon de
GP utilizada (GP 0,10% o GP 0,25%). Ademas, se utilizaron como controles los
AND de SD y RS, asi como nervio ciatico nativo. Los grupos (n=30 para cada

uno) se abreviaron de la siguiente forma:

- Grupo control SD (SD-CTR)

- Grupo SD entrecruzado con solucion de GP al 0,10% (SD-GP 0,10%)

- Grupo SD entrecruzado con solucion de GP al'pi 0,25% (SD-GP 0,25%)
- Grupo control RS (RS-CTR)

- Grupo RS entrecruzado con solucion de GP al 0,10% (RS-GP 0,10%)

- Grupo RS entrecruzado con solucion de GP al 0,25% (RS-GP 0,25%)

- Grupo control nativo (NAT)
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1.3 Caracterizacion histolégicay ultraestructural

Las muestras de nervios periféricos de todos los grupos experimentales y de los
controles (n=3) se fijaron durante 48 horas a temperatura ambiente en una
solucién de formalina neutra tamponada al 4%p/v. Posteriormente se lavaron, se
deshidrataron, se limpiaron y finalmente se incluyeron transversalmente en
parafina [197]. Los tejidos embebidos en parafina se cortaron a 5 ym de grosor,
se hidrataron y se sometieron a una completa caracterizacién histolégica,
histoquimica e inmunohistoquimica siguiendo recomendaciones previamente

descritas [40].

Con el objetivo de evaluar la morfologia general e identificar los nucleos
celulares, las secciones histoldgicas se tifieron con hematoxilina y eosina (HE).
Ademas, se utilizo el fluorocromo intercalante 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
para identificar los restos de ADNs (interacciones A-T) mediante microscopia de
fluorescencia. Por otro lado, para determinar la presencia y distribucién de los
restos de la vaina de mielina y de la red de colageno fibrilar, se tifieron las
secciones con el método histoquimico MCOLL, tal como se ha descrito
previamente [197,198]. La MEC se evalu6 con los métodos histoquimicos de Azul
Alcian (AB) y Picrosirius (PS) para determinar los glicosaminoglicanos acidos
(GAG) y los colagenos fibrilares, respectivamente. Por ultimo, se determiné la
presencia de la glicoproteina de la membrana basal, Laminina, mediante

inmunohistoquimica indirecta.

Con el fin de confirmar la eliminacion de las células y sus principales
componentes, se estudid mediante inmunohistoquimica la distribucion de las
proteinas citoesqueléticas neurofilamento (NFL, axones neuronales) y vimentina
(VIM, fibroblastos y CS), asi como la proteina S- 100 (CS). Los anticuerpos
utilizados y los detalles técnicos del procedimiento inmunohistoquimico se

resumen en la Tabla 3.
Caracterizacion ultraestructural

Por otro lado, para llevar a cabo la caracterizacion ultraestructural, las muestras
de NP de todos los grupos experimentales y del control se fijaron en 2,5% de

glutaraldehido en tampdn de cacodilato 0,05 M (pH 7,2) a 4°C durante la noche,
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y luego se lavaron, al menos tres veces, en el mismo tampén a 4°C. A
continuacion, para preservar la mielina, las muestras se post-fijaron durante 1
hora con OsO4 al 2%. Las muestras fijadas se deshidrataron en concentraciones
crecientes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% y 100%), y se secaron
completamente utilizando el método de secado del punto critico [30]. Las
muestras secadas se cubrieron con oro y se analizaron en un microscopio
electronico de barrido FEI Quanta 200 utilizando el modo de alto vacio (FEI
Europe, Paises Bajos) del Departamento de Histologia de la Universidad de
Granada.

Andlisis histoldgico cuantitativo

Ademas, se realiz6 un analisis cuantitativo para evaluar el impacto de los
distintos protocolos de descelularizacién en dos componentes fundamentales de
la MEC, como son los GAG vy las fibras de colageno. Para ello en este estudio,
el compartimento endoneural, esencial para promover la regeneracion del nervio,
fue sometido a analisis histolégicos cuantitativos mediante la determinacion del
porcentaje de area (fraccion de area) ocupada por la MEC tefiida mediante los
métodos histoquimicos AB y PS, respectivamente [74,95]. Para ello, se utilizaron
secciones histolégicas de cada condicion experimental tefiidas con tincion AB y
PS, pero sin contrastes (n=3 para cada grupo). Las tinciones se fotografiaron
bajo los mismos parametros de luz, apertura y exposicion con un microscopio

Nikon Eclipse Ti 90 equipado con una camara digital Nikon DS-Ri2.

Brevemente, las imagenes histoldgicas se procesaron con el software ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MD) para seleccionar las reacciones
histoquimicas positivas de PS y AB (funciébn de canal de division de color).
Posteriormente, las imagenes se convirtieron en formato binario y luego se
calcul6 automaticamente la fraccion de area (en 20 areas de 7785,44 p/imagen)
mediante la funcion de medida del software. Los valores de la fraccion de area
proporcionan informacion cuantitativa sobre la densidad de los componentes de
la MEC dentro de los ANDs.
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Tabla 3: Anticuerpos y reactivos utilizados para los analisis inmunohistoquimicos.

. . iueiE Tratamien .
Anticuerpo/reactivo Dilucion / atamiento Referencia
Incubacion previo
) . Tampoén citrato .
Anticuerpo policlonal de 1:400 ] DakoCytomation.
] ] pH =630 mina ]
conejo anti-S100 (20311) ON a 4°C 950C Dinamarca (Z0311)
) Tampén EDTA
Anticuerpo monoclonal ) . )
i ] 1:500 pH=8 Sigma-Aldrich. Alemania
de raton anti- ]
] lhaRT 25 min a (RMdO20)
neurofilamento
95°C
) Tampon citrato _ )
Anticuerpo monoclonal de 1:200 ) Sigma-Aldrich. EE.UU.
i o ] pH =6 25 min a
ratén anti- vimentina V9 lhaRT (V6630)
95°C
) ) 1:200 Tampon citrato ) ]
Anticuerpo policlonal de ] Abcam. Reino Unido
] . o Pasar la pH =625 mina
conejo anti-laminina (ab11575)
noche a 4°C 95°C
) Tampén citrato ) )
Anticuerpo monoclonal 1:400 ] Abcam. Reino Unido
) ] pH =6 25 min a
de conejo anti-GAP-43 ON a 4°C (ab75810)
95°C
IMMPRESS® HRP Listo para )
) Laboratorios Vector.
Anti-Mouse usar -
. ] EEUU (MP-7402)
IgG (Peroxidasa) 30 min a RT
IMMPRESS® HRP Listo para ]
) ) Laboratorios Vector.
Anti-Rabbit usar -
. . EEUU (MP-7401)
IgG (Peroxidasa) 30 min a RT
Cromaogeno: Kit de ]
o S Laboratorios Vector.
diaminobenzidina listo - -
EEUU (SK-4100)
para usar
Contraste: Hematoxilina Thermo Scientific
) 30 segundos -
de Harris (6765004)

1.4 Determinacién del contenido de ADN remanente

Para confirmar que las muestras estan correctamente descelularizadas, y
cumplen los requisitos de <50 ng de ADN/mg de peso seco de tejido [40,113], se
extrajo y cuantifico el contenido de ADN total de cada muestra (correspondiente
a cada grupo experimental y control) (n=5). Para ello se utiliz6 el kit QlIAamp ADN
(Quiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Ademas, el ADN se cuantifico utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000.
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Para estos analisis se realizaron cinco lecturas técnicas por muestra. Por ultimo,
los resultados del ADN total se normalizaron con respecto al peso seco de cada

muestra.

15 Caracterizacion biomecéanica

Para determinar el impacto de la técnica de descelularizacion y el
entrecruzamiento del GP, los NPs fueron sometidos a ensayos de traccion con
el objetivo de calcular la tension, deformacion y extension a la fractura, asi como
el modulo de Young o viscoelastico (porcion lineal inicial), tal y como se ha
descrito previamente [36,40,98]. Los ensayos de traccion se realizaron con una
magquina de ensayos electromecanicos de materiales (Instron, Modelo 5943) con
el software Bluehill 3.62 y una célula de carga de 50 N. Para estos ensayos, se
colocaron cuatro muestras de cada condicion (segmentos de ~3 cm de longitud)
entre las mordazas del instrumento dejando una distancia constante de 1 cm [36].
Estos ensayos se realizaron con una velocidad de deformacion constante de 10
mm/min y un valor de precarga de 5x102 N a temperatura ambiente. Los datos
se trazaron como curvas de tension-deformacion, y se calcularon los distintos

pardmetros anteriormente mencionados.

1.6 Evaluacion de la biocompatibilidad ex vivo (interaccion célula-

biomaterial)

Para estudiar la biocompatibilidad de los ANDs generados, se evalud la
interaccidn de las células madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo de
rata (rADSC) con estas matrices acelulares. El perfil de indiferenciacion de estas
células se caracteriz6 mediante inmunohistoquimica y citometria, expresando
positividad para los marcadores CD90 =96,27% y CD29 = 98,72%, y negatividad

para CD45 = 98,87%, como ha sido descrito previamente [30,199].

En primer lugar, para asegurar que las células se adhiriesen a los ANDs
generados en lugar de a la superficie de los pocillos de la placa de cultivo celular
Costar® de 24 pocillos (Corning, EE.UU.), se recubrieron con 300 pul de agarosa
tipo | esterilizada al 3,5% (m/v) (Sigma-Aldrich) en PBS. A continuacion, se
abrieron longitudinalmente segmentos de ANDs de 5 mm de longitud, se

colocaron en los pocillos recubiertos de agarosa y, en la superficie del interior de
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cada muestra (compartimento endoneural) se sembraron 2x10* rADSC (pase IV-
VI). Posteriormente los pocillos se suplementaron con medio de cultivo basal
Dolbecco Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con un 10% de SBF y
una solucién comercial de antibioticos y antimicéticos al 1% (todos los productos
de Sigma Aldrich) y se mantuvieron durante 48 horas en condiciones de cultivo
estandar (37°C y 5% de CO2). Finalmente, se determinaron las interacciones
célula-biomaterial mediante el ensayo WST-1 (Laboratorios Roche, Suiza),
Live/Dead® Cell Viability Assay (L/D) (Thermo-Fisher Scientific, EE.UU.), y la
cuantificacion del ADN liberado, tal y como se ha descrito y recomendado

previamente [21,32,98] [40].

Brevemente, en el L/D las muestras con células y los controles se incubaron con
la solucion de trabajo compuesta por calceina/homodimero de etidio-1 durante
15 minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron con PBS y se tomaron imagenes
de fluorescencia con un microscopio Nikon Eclipse Ti equipado con una camara
digital Nikon DXM 1200c (Nikon, Japon) mostrando las células viables y
metabdlicamente activas en color verde, y las células muertas en color rojo, ya
que permitieron que el agente intercalante etidio entrara al nicleo. Por otro lado,
la actividad metabolica celular de las rADSC sembradas en los diferentes ANDs
generados se midi6 cuantitativamente con el ensayo de la sal de tetrazolio
soluble en agua (WST-1). Tras ser incubadas con el reactivo de la solucion de
trabajo durante 4 h a 37 °C, se midio la reaccion colorimétrica en su pico maximo
a 450 nm, con un espectrofotometro (ASYS UVM340) y el software DigiRead
(Biocrom Ltd., Reino Unido).

En todos los ensayos, se utilizaron como control negativo los ANDs colocados
en pocillos recubiertos previamente con agarosa tipo | y suplementados con
medio de cultivo basal, pero sin células sembradas encima. Ademas, se
sembraron 2x10* rADSCs en pocillos sin recubrimiento de agarosa y se utilizaron
como controles técnicos positivos 0 negativos 2D. En el caso del control negativo
2D, se indujo un dafio irreversible de la membrana celular y de los nucleos
utilizando Triton X-100 al 2%. Todos estos ensayos se realizaron por

guintuplicado.
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1.7 Andlisis estadisticos

En este estudio, todos los datos cuantitativos se recogieron y analizaron con el
programa informéatico SPSS v24. En primer lugar, todas las variables se
sometieron a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Como las variables
mostraban una distribucion no normal, se utilizé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, seguida de un analisis post-hoc por grupos realizado con la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney. En este sentido, se consideraron

estadisticamente significativas los valores de p < 0,05.

67



2. Optimizacibn de un nuevo método de

descelularizacion para nervio periférico

2.1 Disefioy generacion de nuevos metodos de descelularizacion neural

Para la generacion de sustitutos nerviosos descelularizados se obtuvieron
nervios ciaticos de 35 ratas Wistar adultas de 12 semanas de edad siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 1.1 de materiales y métodos de la presente
Tesis Doctoral. Se extrajeron ~3 cm de ambos nervios ciaticos (n=70 nervios) y
se criopreservaron en 10% de DMSO en SBF a -80 °C hasta su uso, como se ha

descrito anteriormente.

Un total de 60 NP fueron descongelados a temperatura ambiente, lavados en
agua destilada, seccionados en fragmentos de 1 cm de longitud (excepto los
utilizados en el ensayo biomecéanico ~3 cm) y distribuidos aleatoriamente en los
diferentes grupos de descelularizacién. En este estudio, se desarrollaron tres
nuevos protocolos de descelularizacion (P1, P2 y P3), que se caracterizaron y
compararon con el método clasico de descelularizacion de SD [195] y nervios

nativos utilizados como control (NAT).

Los protocolos de descelularizacion cuentan con varios pasos y cada uno tiene
una duracion de 24 horas, a menos que se especifique lo contrario. Ademas,
después de cada paso, las muestras se lavaron tres veces con agua destilada.

Los principales pasos de cada protocolo probado fueron los siguientes:

- Protocolo de descelularizacion 1 (P1): agua destilada, 0,6% de Triton X-100,
0,1% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 1% de desoxicolato de sodio (SDC) y
dos tratamientos consecutivos de una solucion de mezcla enzimatica (100 mg/L
de ADNasa (DN25) y 20 mg/L de ARNasa en PMS 0,1 M) durante dos ciclos de
1h.

- Protocolo de descelularizacion 2 (P2): agua destilada, 3% Triton X-100, 1%
SDS, 4% SDC y solucion de mezcla enzimatica durante dos ciclos de 1h.
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- Protocolo de descelularizacion 3 (P3): mismo procedimiento que P2
sustituyendo la solucion de mezcla enzimatica por 4h de acido peracético (PAA)
al 3%.

- Grupo de control SD: dos ciclos de Tritobn X-100 al 3% y SDC al 4%
alternativamente, 24 horas en cada paso.

Cuando se complet6 la descelularizacion, los nervios de cada procedimiento se
lavaron abundantemente en agua destilada y se mantuvieron en PBS a 4°C
hasta su posterior uso. Todo el procedimiento se llevé a cabo a temperatura
ambiente y con agitacibn constante (24 rpm). Los nervios nativos fueron
descongelaron para utilizarlos como grupo control. Todos los reactivos utilizados

se adquirieron en Merck (Darmstadt, Alemania).
2.2 Caracterizacion histoldgicay estructural

Las muestras de nervios nativos y descelularizados de todos los grupos
experimentales (n=3) fueron sometidas a una completa caracterizacion
histol6gica, histoquimica e inmunohistoquimica como fue recomendado
previamente [40]. Los métodos histoldgicos y ultraestructurales utilizados en este
estudio fueron los mismos que se describen en el apartado 1.3 de materiales y

métodos de la presente Tesis Doctoral.

Conjuntamente al andlisis realizado mediante microscopia Optica y electronica
de barrido (MEB), en este estudio se afiadi6 la caracterizacion ultraestructural
mediante microscopia electrénica de transmision (MET). En este caso, las
muestras (n=3) fueron fijadas y postfijadas en tetroxido de ésmio siguiendo el
mismo procedimiento que para la MEB. A continuacion, para el MET las
muestras se deshidrataron en gradientes ascendentes de etanol (30%, 50%,
70%, 80%, 95% y 100%) y se procesaron para incluirlas en la mezcla de resina
de Glauerts, tal como se ha descrito previamente [106]. A continuacion, se
obtuvieron secciones ultrafinas de 70 nm utilizando un ultramicrotomo Ultracut
UCT (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y se recogieron en una rejilla
recubierta de pioloformo. Al dia siguiente, los especimenes fueron tefiidos con
una solucion de reemplazo de acetato de uranilo (Electron Microscopy Sciences

Hatfield, PA, USA) y analizados mediante un microscopio electrénico de
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transmision JEM-1010 (JEOL, Tokio, Japdn) equipado con una camara digital

Megaview-Ill y un Soft-Imaging-System (SIS, Minster, Alemania) [106,200].

Esta evaluacion ultraestructural permite determinar la eliminacion efectiva de la
mielina y los restos celulares, asi como la correcta conservacion de los

principales componentes de la MEC.
Andlisis histoldgico cuantitativo

Ademas, en el caso de la cuantificacion histolégica, en este estudio no solo se
analizé el compartimento endoneural, sino que ademas se analiz6 el
compartimento perifascicular (que incluye el epineuro y el perineuro).
Concretamente, en este estudio se analiz6 cada region seleccionando el area
total tefiida por el umbral de color en HSB (tono, saturacion, brillo) con el software
ImageJ. El célculo de la intensidad de la parte externa se realiz6 comparando la
media de la intensidad HSB de todos los pixeles coloreados de las regiones de
interés en cada grupo descelularizado, normalizando con el grupo control nativo
en los dos métodos histologicos utilizados. Ademas, el compartimento
endoneural, esencial para promover la regeneracion del nervio, fue sometido a
analisis histoldgicos cuantitativos para determinar el porcentaje de area ocupada
por el colageno restante o los proteoglicanos de la MEC (tincion PS y AB

respectivamente)[74,95].
2.3 Andlisis bioquimicos de la matriz extracelular resultante

El ADN total se extrajo y purific6 de las muestras de tejido utilizando el kit
QlAamp ADN Mini como ha sido descrito en apartados previos. Para la
cuantificacion de los sGAG, se utlizo el ensayo Blyscan Sulfated
Glycosaminoglycan (Biocolor, Reino Unido) segun el protocolo del fabricante y
luego se analizo la reaccion colorimétrica, en su pico maximo a 656 nm, con un
espectrofotometro (ASYS UVM340) y el software DigiRead. Los valores de ADN
y SGAGs se normalizaron con el peso seco de las muestras de tejido antes de la

extraccion (n=5 cada técnica).
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2.4  Caracterizacion biomecéanicay transparencia

Para evaluar el impacto de los diferentes protocolos de descelularizacion
utilizados en las propiedades fisicas de los ANDs obtenidos, los nervios

periféricos fueron sometidos a un ensayo de transparencia y otro de traccion.

La transparencia se determino utilizando imagenes macroscopicas de los nervios
nativos y de los ANDs. Brevemente, los nervios se colocaron sobre un fondo
blanco y negro (n=5) y las imagenes se analizaron posteriormente con el
software ImageJ. Se midi6 la intensidad en cinco puntos diferentes de cada
nervio para el area blanca y negra como se ha descrito previamente [98,201]. Se
calcularon los valores medios, y la diferencia entre el area blanca y negra del
nervio se expresd como porcentaje de la diferencia maxima entre el fondo blanco
y negro. Asi, los porcentajes bajos corresponden a nervios menos transparentes,
mientras que los porcentajes altos indican niveles altos de transparencia del

nervio, donde el fondo negro es observable a través de la muestra.

Por otro lado, las propiedades biomecanicas de los diferentes ANDs generados
se evaluaron siguiendo la metodologia descrita previamente en el apartado 1.5
de la presente Tesis Doctoral.

2.5 Evaluacién de la biocompatibilidad ex vivo (interaccién célula-

biomaterial)

Con el fin de determinar la biocompatibilidad de los ANDs generados, se evalué
la interaccion de las rADSC con estas matrices acelulares, tal y como se
describié previamente [170]. Para ello, se siguieron los pasos descritos en el

apartado 1.6 de materiales y métodos de la presente Tesis Doctoral.
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3. Estudios preclinicos de los nuevos aloinjertos
descelularizados en el modelo de lesién de nervio

ciatico de ratas:

3.1 Procedimientos quirargicos y grupos de estudio experimentales

En primer lugar, se anestesio profundamente a los animales mediante una
inyecciéon intraperitoneal de acepromazina (Calmo-Neosan® 0,001 mg/g),
ketamina (Imalgene 1000® 0,15 mg/g) y atropina (0,05 pg/g). A continuacion, en
24 animales se cosecho cuidadosamente un segmento de 1 cm del nervio ciatico
izquierdo, dejando el nervio ciatico derecho como control no operado [42,95]. Los
animales fueron asignados aleatoriamente (n=6 por grupo) para ser reparados
con los ANDs caracterizados previamente (SD, P1y P2) y el grupo de autoinjerto
(AUTO), en el que el defecto del nervio critico fue reconectado con el nervio
extirpado pero girado 180°. Ademas, se mantuvo un grupo control no operado

(CTR) (n=3) durante todo el experimento.

3.2 Evaluacién in vivo de los sustitutos nerviosos descelularizados para la
reparacion del nervio periférico

3.2.1 Evaluacion clinico-funcional

Los animales de todos los grupos experimentales fueron sometidos a una

evaluacion clinica, sensitiva y de recuperacién motora.

Clinicamente, se registré la presencia o ausencia de amputaciones (falta de
dedos) en las patas operadas y se expreso en porcentaje. Ademas, los animales
fueron sometidos a un analisis de recuperacion de la funcién sensitiva y motora
después de 15 semanas, siguiendo protocolos previamente descritos y

recomendados en la literatura [33,95,96,202,203].

Con el objetivo de evaluar la recuperacion de la funcién sensorial se realiz6 la
prueba del presién (Pinch test). Esta prueba consiste en aplicar un leve estimulo
mecanico (presion o pinchazo) en la piel de la extremidad posterior izquierda, en
la zona comprendida entre los dedos del pie hasta la articulacién de la rodilla,
hasta que se observa una respuesta refleja (reaccion de retirada). La respuesta

se calific6 de 0 a 3: 0 = sin respuesta de refleja, 1 = respuesta al estimulo por
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encima del tobillo, 2 = respuesta a la estimulacion distal al tobillo en la regién del

talon/plantar, y 3 = respuesta a la estimulacion en la region metatarsal [33,95].

Por otro lado, para evaluar la recuperacion funcional motora: se aplicé la prueba
del indice funcional ciatico (SFI). Para ello se evalué la huella de la marcha, tal
como se ha descrito anteriormente [204]. Brevemente, las regiones plantares de
ambos pies se tifieron con tinta azul, y los animales se introdujeron en un
dispositivo de Plexiglas® (1 m de longitud, 10 cm de ancho y 15 cm de altura)
cubierto con papel [33,42,95], donde se registraron las huellas. En estas huellas,
se midieron los siguientes parametros: (1) la longitud de la huella (PL), siendo la
distancia desde el talén hasta el tercer dedo; (2) la separacion de los dedos (TS),
gue es la distancia desde el primer al cuarto dedo; y (3) la separacién de los
dedos intermedios (ITS), que es la distancia desde el segundo al cuarto dedo.
Estos datos se utilizaron para calcular el SFI siguiendo la siguiente férmula SFI
=-38,3 x PL +109,5x TS + 13,3 x ITS - 8,8. Hay que tener en cuenta que en
cinco animales no fue posible determinar el SFI (grupo AUTO (1), grupo SD (2),

grupos P1y P2 (1 cada uno)) debido a la existencia de amputaciones.

Para la prueba de extension de los dedos del pie (Toe Spread Test), como
indicador de la recuperacion motora, se levantaron a los animales por la cola y
se evalud la reaccién de abduccién y extension de los dedos del pie. Los
resultados se calificaron de 0 a 3: 0 = sin movimiento de los dedos, 1 = algin
signo de movimiento de los dedos, 2 = abduccion de los dedos y 3 = abduccidn

de los dedos con extension [33,42].

3.2.2 Analisis hematoldgicos y serologicos
Para estos analisis, se recolecté 1,5 ml de sangre de cada animal en tubos
Eppendorf® heparinizados como se ha descrito previamente [95,205,206].
Brevemente, el analisis de recuento hematoldgico se realizé con un analizador
automatico Sysmex KX-21 N (EE.UU.). Para los analisis seroldgicos, el suero se
obtuvo por centrifugacion a 3.500 rpm durante 15 minutos y, a continuacion, se
realizaron determinaciones serolégicas cuantitativas con un equipo Cobas c311
y kits bioguimicos siguiendo las recomendaciones del fabricante (Laboratorios
Roche). Los parametros hematoldgicos y seroldgicos analizados fueron el

recuento de glébulos rojos (RBC), la hemoglobina (HGB), el volumen corpuscular
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medio (MCV), el recuento de glébulos blancos (WBC), los linfocitos (LYM), el
recuento de células mixtas (MXD), los neutrofilos (NEUT) y el volumen medio de
plaguetas (MPV). Los parametros bioquimicos evaluados fueron la alanina
transaminasa (ALT), la aspartato aminotransferasa (AST), la bilirrubina total
(BILT), la creatinina (CRE), la urea (UREA), el colesterol de lipoproteinas de baja
densidad (LDLC), el colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDLC),
triglicéridos (TRIGL), amilasa (AMYL), creatina quinasa (CK), hierro (IRON) y
glucosa (GLUC). Ademas, cuando fue posible, los valores registrados se
compararon con el rango estdndar hematoldgico descrito en el estudio de

Kampfmann et al. [207].
3.3. Estudios post-mortem

Una vez realizadas las evaluaciones clinicas y funcionales, los animales fueron
anestesiados profundamente y se obtuvieron ambos nervios ciaticos (operados
y sanos). A continuacion, una vez confirmado el sacrificio, se obtuvieron ambas
patas desarticulando las articulaciones de la rodilla y el tobillo. Las muestras
recolectadas se fijaron en solucion de formol al 4% durante 48 horas a
temperatura ambiente, excepto la porcién adyacente distal (0,5 cm) del injerto
nervioso implantado, que se aisl6 y fij6 durante 24 horas en glutaraldehido al
2,5% para realizar analisis de MET y morfométricos. Todas las muestras se

procesaron en consecuencia para los analisis posteriores.

3.3.1 Evaluacion morfométrica muscular

Después de 24 horas de fijacion en formol al 10%, las secciones de las piernas
completas obtenidas fueron sometidas al célculo del peso humedo. A
continuacion, se diseccionaron cuidadosamente los musculos gastrocnemius y
tibialis anterior de ambas extremidades, la sana y la operada, dejandolos en
formol al 10% otras 24 horas. A continuacion, se midio el peso hiumedo de cada
musculo de forma independiente. El porcentaje de pérdida de peso se calculd en
cada animal como ([(musculo del lado de la lesién/lado contralateral) * 100] -

100) [42,95,208].
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3.3.2 Anadlisis histolégico y estructural

Tras la fijacion de los nervios ciaticos, se aisld la porcidon correspondiente al
injerto implantado y se cort6 transversalmente en tres partes (proximal, medial y
distal). El procesamiento y la obtencién de las secciones histologicas de los
nervios operados y control se realizaron como ha descrito previamente en la
seccion 1.3 de material y métodos de la presente Tesis Doctoral. La morfologia
general se evalu6 mediante la tincion de HE, y el grado de remielinizacion asi
como la organizacién del colageno, se evaluaron mediante MCOLL [42,95,201].
Ademas, la regeneracion de la NP fue confirmada por inmunohistoquimica
indirecta para S-100, el marcador celular de Schwann y NFL que marca los
axones maduros regenerados. Los detalles técnicos de los procedimientos

inmunohistoquimicos y los anticuerpos utilizados se resumen en la Tabla 3.

3.3.3 Anadlisis histomorfométrico y ultraestructural

En este caso las muestras utilizadas fueron las adyacentes distales del injerto,
para comprobar el grado de regeneracion final que ha conseguido cruzar el
injerto. Estas muestras se fijaron en glutaraldehido al 2,5%, se post-fijaron en
0Os0g4, y se incluyeron en la mezcla de resina de Glauerts como se ha descrito
previamente en la seccién 2.1 de materiales y métodos de la Presente Tesis
doctoral.

Para el analisis cuantitativo de la morfometria se obtuvieron secciones
transversales de 2,5 um de grosor y se tifieron con una tincién de azul de
toluidina al 1% con el objetivo de realizar un examen microscopico de alta
resolucién y una estereologia (andlisis cuantitativo de las fibras nerviosas),
utilizando el microscopio DM4000B, equipado con una camara digital DFC320
(Leica Microsystems) y el procesamiento de imagenes mediante Image-J. Se
analizaron tres muestras tefiidas al azar de cada grupo, se midi6é el area
transversal total de todo el nervio a nivel de microscopia Optica y se
seleccionaron 15-25 campos de muestreo a 100X utilizando el protocolo de
muestreo aleatorio sistematico y el criterio de exclusion descritos previamente
[106,209]. La densidad media de fibras se calcul6 dividiendo el niamero total de
fibras nerviosas (N) dentro del campo de muestreo por su area (N/mm2). El

namero total de fibras (N) se estimo finalmente multiplicando la densidad media
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de fibras por el &rea total de la seccion transversal del nervio. Ademas, se midié
el area de la fibra y del axon y el didmetro de se calculo el diametro la fibra (D) y
del axon. Estos datos se utilizaron para calcular el grosor de la mielina [(D-d)/2],

y la relacién diametro del axén/fibra, la g-ratio (D/d).

La evaluacion ultraestructural de la regeneracion del nervio se realizo
seleccionando tres muestras al azar de cada grupo y obteniendo imagenes
representativas como se ha descrito previamente en la seccion 2.1 de materiales

y métodos de la Presente Tesis doctoral.
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VI RESULTADOS
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1 Generacion de aloinjertos nerviosos descelularizados

funcionalizados con genipin

1.1 Caracterizacion histolégicay estructural

En cuanto a la caracterizacion histolégica de los AND generados, los analisis de
HE revelaron que la estructura histologica general de las NP estaba
relativamente bien conservada tras la descelularizacion y posterior
entrecruzamiento con GP (Fig. 4.A). Los nervios nativos (utilizados como control)
mostraron su organizacion estromal caracteristica con compartimentos
epineurales, perineurales y endoneurales bien organizados. Tras los procesos
de descelularizacion SD y RS, se observaron algunos cambios estructurales. En
el caso de los grupos SD, la tincibn HE mostr6 una clara alteracion del
compartimento endoneural, especialmente con el uso de GP, pero las capas de
tejido conectivo perifascicular estaban menos afectadas (Fig. 4.A). El analisis de
los grupos de RS reveld una mejor conservacion del compartimento endoneural
con una capa perineural bien definida y el tejido conectivo epineural circundante.
No se observaron diferencias con el uso de GP, excepto el color de fondo azul
debido a la accion del 0,25% de GP. En relacion con la conservacion de los
nucleos, la tincién con HE y especialmente con DAPI no revelo la presencia de
ndcleos bien conservados, pero se encontraron algunos restos de ADN

especialmente en el grupo SD (Fig. 4.B).

La mielina y la red de colageno circundante se evaluaron mediante el
método histoquimico MCOLL. Esta técnica confirmdé una mielinizacién
caracteristica y abundante, ademas del contenido de colageno bien delineado
en los nervios sanos (Fig. 4.C). No se observo ninguna reaccion histoquimica
positiva para la mielina en los grupos SD, pero este método revelé una fina red
de colageno endoneural. Curiosamente, se percibio cierta positividad para la
mielina en los grupos RS. La mielina se observo inmersa en una MEC
endoneural de colageno bien conservada en RS-CTR. La reaccion de la mielina
fue ligeramente mas evidente en los grupos RS-GP, donde la ECM de colageno

estaba menos organizada (Fig. 4.C).
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Figura 4: Microscopia de luz y fluorescente de los nativos y de los AND. A) Secciones
tefiidas con Hematoxilina Eosina o HE. (N6tese que se indican los compartimentos epineural
(EP), perineural, (PE) y endoneural (EN). B) Imagenes de microscopia fluorescente de nervios
tefiidos con DAPI que reconoce las interacciones A-T del ADN. C) Secciones tefiidas con el
método histoquimico MCOLL que tifie la mielina en azul claro y las fibras de coldgeno en rojo.
Barra de escala = 100um.

Los analisis ultraestructurales por MEB mostraron la estructura densa y
altamente compacta del compartimento endoneural en los nervios nativos. Esta
técnica demostré que el método de SD era capaz de eliminar los restos de
mielina de los NPs dejando unos tubos endoneurales irregulares y poco
estructurados (Fig. 5). Ademas, el uso de GP, especialmente al 0,25%, mejord
la estructura y la homogeneidad de los tubos endoneurales restantes (Fig. 5). En
el caso de los AND generados con el método de RS, el MEB confirmo la
conservacion de los tubos endoneurales rellenos de restos irregulares de
mielina. La definicion de estas estructuras mejoré con el uso de GP sin que
hubiera diferencias entre las concentraciones de GP utilizadas. Por otra parte, la
evaluacion por MEB no permitio determinar si los axones, las células u otro
componente celular persistian tras

la descelularizacion y el posterior

entrecruzamiento con GP (Fig. 5).
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DC- CTR GP 0.10% GP 0.25%

Figura 5: Microscopia electrénica de barrido de los nativos y de los AND. Obsérvese la
organizacion tridimensional de la MEC remanente en los AND, que en el caso de los grupos SD
fue posible identificar los tubos endoneurales), especialmente después del entrecruzamiento
guimico con GP. En el caso de los grupos RS, esta técnica confirmd la presencia de restos de
mielina en el compartimento endoneural). Barra de escala = 10 pm.

Para determinar si algunos remanentes de proteinas celulares persistian
después de la descelularizacidbn se realiz6 inmunohistoquimica para las
proteinas S-100, NFL y vimentina (Fig. 6). La reaccion positiva para estas
proteinas se encontrd con la distribucion tipica en los nervios nativos. Cuando
se evaluaron estas proteinas en los AND y en los AND entrecruzados con GP,
no se observaron reacciones inmunohistoquimicas para las CS (S-100 y
vimentina), los axones (NFL) y los fibroblastos (vimentina), excepto en el grupo
RS-CTR, donde se observé una reaccion débil e irregularmente distribuida para
S-100 (Fig. 6).
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Figura 6: Evaluacion inmunohistoquimica de los restos de proteinas celulares y
citoesqueléticas en los AND. Estos analisis confirmaron la eficiente eliminacion de los
componentes celulares evaluados (S-100, neurofilamento (NFL) y vimentina (VIM)) tras la
descelularizacion de las NP. Obsérvese que en el grupo RS persiste una ligera reaccion positiva
a la S-100 (indicada con flechas negras). El patron inmunohistoquimico tipico para cada
marcador se pudo observar en los nervios nativos utilizados como control (NAT). Barra de escala
=200 pm.

Para evaluar la conservacion de los componentes de la MEC, se realizaron
ensayos histoquimicos e inmunohistoquimicos. La tincién AB (Fig. 7.A) mostré
la presencia de proteoglicanos acidos a nivel intrafascicular en los nervios
nativos. Estas moléculas de MEC no fibrilares se eliminaron eficazmente de
todas las capas histologicas con el método de SD, sin que hubiera diferencias
histoquimicas tras el entrecruzamiento con GP. En relacién con los grupos de
RS, la tincibn AB mostré una preservacion parcial de estas moléculas, estando
especialmente bien definidas en el perineuro (Fig. 7.A). Curiosamente, en los
grupos RS-GP se observo una disminucion de la distribucién de la reaccion
histoquimica AB (Fig. 7.A). Estos hallazgos fueron corroborados por el analisis

cuantitativo del area ocupada por la reaccién histoquimica AB a nivel endoneural
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(Fig. 8). En este contexto, todos los AND mostraron valores de fraccion de area
para AB significativamente menores en comparacion con la condicion nativa (p
<0,05). Ademas, no se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos SD-
CTR y RS-CTR (p = 0,13). Curiosamente, los valores de la fraccion de area de
AB de SD-GP 0,10% fueron significativamente mayores (p < 0,05) que los de los
grupos SD-CTR y SD-GP 0,25% (Fig. 8).

Por el contrario, el uso de ambas concentraciones de GP dentro de los RS-AND
dio lugar a una disminucion significativa de los valores de la fraccién de area AB
en comparacion con el grupo RS-CTR (p < 0,05; Fig. 8).

SD RS
NAT DC-CTR GP 0.10%  GP 0.25% DC-CTR GP 0.10% GP 0.25%

Figura 7: Anédlisis histoquimico e inmunohistoquimico de las moléculas de la MEC que
permanecen en los AND. A) Se muestra la reaccién histoquimica positiva de los proteoglicanos
acidos (azul claro) por el método histoquimico del azul Alcian. B) Identificacion histoquimica de
los colagenos fibrilares en rojo mediante el método histoquimico Picrosirius. C) Identificacién
inmunohistoquimica de la glicoproteina laminina que reveld la membrana basal de Fslas fibras
PN o los tubos endoneurales (reaccion positiva de color marrdn), que estaban bien conservados
en los grupos RS. Barra de escala = 100 pm.
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Cuando se analiz6 la red tridimensional de colageno mediante tincién con PS,
se observo una conservacion relativamente buena de estas fibras tras ambos
procedimientos de descelularizacion (Fig. 7.B). En los grupos SD, la MEC de
coldgeno epi y perineural (perifascicular) perdié organizacion estructural y
compactacion, mientras que se conservO moderadamente bien a nivel
endoneural. La evaluacion de los grupos RS-CTR y RS-GP mostré6 una
disminucién de la reaccion histoquimica de PS en todos los compartimentos
histologicos (Fig. 7.B). A pesar de esta disminucion, la tincion mediante PS reveld
la conservacion de tubos endoneurales de colageno bien definidos en los grupos
RS-CTR y especialmente RS-GP (Fig. 7.B). Estos resultados fueron aclarados
por los valores de la fraccion de area de PS (Fig. 8). Sorprendentemente, no se
observaron diferencias estadisticas entre los nervios nativos y el grupo SD-CTR.
Por otra parte, los grupos SD-GP, RS-CTR y RS-GP presentaron valores de
fraccion de area de PS significativamente menores que la condicidén nativa (p <
0,05; Fig. 8). La disminucion de los valores de la fraccion de area de PS obtenida
con el uso de ambas concentraciones de GP en comparacién con SD-CTR fue
significativa (p < 0,05), pero no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos RS-CTR y RS-GP (p > 0,05; Fig. 8)

Fraccion de area tenida
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8960+5642136+6332692+6?21998+5892380+6651643+3071591+342
AB a,cd
22.28+6832087+7201918+9951757+720 908+657 994+643 885+447
PS b a,c a,c a,b a a
NAT DC-CTR GP-0.10% GP-0.25% DC-CTR GP-0.10% GP-0.25%
sD RS

Figura 8: Analisis histoquimicos cuantitativos de las tinciones con azul Alcian (AB) y
Picrosirius (PS) en el nervio nativo y los AND. Representacion grafica y numérica de los
valores medios de la fraccion de area * valores de desviacion estandar (barras de error)
correspondientes a cada reaccidn histoquimica positiva/area histolégica en cada condicién
experimental y nervios nativos utilizados como control (NAT). Las diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05) se determinaron con la prueba de Mann-Whitney y se representaron de
la siguiente manera: a= diferencias estadisticamente significativas frente al grupo NAT. b=
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diferencias estadisticamente significativas entre los grupos SD- CTR frente a RS-CTR. c=
diferencias estadisticamente significativas frente a su correspondiente grupo DC-CTR. d=
diferencias estadisticamente significativas entre la concentracion de GP 0,10% frente a GP
0,25% utilizada en cada condicion descelularizada (SD o RS).

Por dltimo, el analisis inmunohistoquimico de la laminina confirmo la
conservacion de esta glicoproteina de la ldmina basal que delimita los tubos
endoneurales en los grupos de RS, sin que el tratamiento con GP tuviera ningun
impacto sobre estas reacciones. Curiosamente, no se observaron reacciones

inmunohistoquimicas para la laminina en los grupos SD-CTR y SD-GP (Fig. 7).
1.2 Determinacién del contenido de ADN remanente

La extraccion de ADN de todos los grupos descelularizados se resume en la Fig.
9. La cuantificacion del ADN extraido mostré una pérdida significativa en todos
los grupos descelularizados en comparacion con el grupo nativo. Comparando
ambos métodos descelularizados, el ADN extraido en el grupo RS-CTR fue
significativamente menor que en el grupo SD-CTR (p < 0,05, Fig. 9). En este
estudio, hemos intentado corroborar la extraccion de ADN también en los AND
entrecruzados con GP sin éxito. Aparentemente, el uso de GP (0,10% y 0,25%)
afecto al proceso de digestién enzimatica y, por tanto, a la purificacién del ADN,
dando lugar a datos poco fiables (datos no mostrados).

ADN extraido
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Figura 9: Representacién gréaficay numérica del contenido de ADN en los nativos y en los
AND. EI ADN extraido se representa como valores medios + desviacion estandar y las diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) se determinaron con la prueba de Mann-Whitney de la
siguiente manera: a= diferencias estadisticamente significativas frente al grupo NAT. b=

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos SD-CTR frente a RS-CTR.

84



1.3. Caracterizacion biomecéanica

Para analizar las propiedades biomecéanicas de los nervios nativos, ANDs y GP-

ANDs se realizé un ensayo de traccion y los resultados se resumen en la Tabla

4y la Figura

10.

Tabla 4: Andlisis biomecanico de los AND nativos, descelularizados y entrecruzados. Los resultados
correspondientes a cada parametro biomecanico se muestran como valores medios * desviacién estandar.

Tensién en la

Tensién en la

Grupos Extensién Médulo de Young
fractura fractura
(MPa) (%) (mm) (MPa)
NAT 3.33+£0.79 56.97 + 4.68 5.99 £ 0.36 13.40 £ 3.21
SD-CTR 4,36 +£0.82 55.08 £ 15.89 8.17 £ 2.06 16.70 £ 5.23
SD-GP 0.10% 6.16 £ 0.96 83.16 £1.13 8.98 £ 0.46 15.61 £+ 2.25
SD-GP 0,25% 6.46 £ 1.31 78.64 £ 14.86 851+1.76 18.73 £ 3.70
RS-CTR 2.47 £0.35 51.02 £5.82 5.61+£0.90 9.81+2.44
RS-GP 0.10% 3.76 £ 0.70 58.55 £ 8.35 7.31+1.24 16.63+1.44
RS-GP 0,25% 4.22 £0.20 64.24 £12.61 7.75+1.76 16.02 + 3.69
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Figura 10: Representacion gréafica de los resultados de los ensayos de traccion de los
nervios nativos y de los ANDs. Notese que el DC-CTR indicé los valores de los ANDs no
entrecruzados por SD o RS. Estos andlisis demostraron claramente el impacto de la
descelularizacion del tejido nervioso (procedimientos SD y RS) y el posterior entrecruzamiento
con GP en las propiedades biomecénicas generales de las AND, destacando el aumento de la
mayoria de estos valores con el uso de GP. Las diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) se determinaron con la prueba de Mann-Whithey como sigue: a= diferencias
estadisticamente significativas frente al grupo NAT. b= diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos SD-CTR frente a RS-CTR. c= diferencias estadisticamente significativas frente
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a su correspondiente grupo DC-CTR. d= diferencias estadisticamente significativas entre la
concentraciéon de GP 0,10% frente a GP 0,25% utilizada en cada condicion de descelularizacion
(SD 0 RS).

El andlisis de los valores de tension a la fractura (Fig. 10.A) no mostré diferencias
significativas (p > 0,05) entre los grupos SD-CTR y RS-CTR y el grupo nativo,
pero las diferencias entre los grupos SD-CTR y RS-CTR fueron estadisticamente
significativas (p < 0,05). Ademas, los ANDs entrecruzados con GP (0,10 y 0,25%)
mostraron valores de tension a la rotura significativamente mayores (p < 0,05)
gue su correspondiente grupo de control descelularizado, que en el caso de
ambos grupos SD-GP las diferencias fueron significativas en comparacién con
el grupo NAT (p < 0,05).

Ademas, se observaron valores significativamente mas altos de ambos GP
grupos SD-GP (p < 0,05) en la tensién a la rotura cuando se compararon con el
grupo nativo (Fig. 10.B). Los valores de extension fueron significativamente
menores en el grupo RS-CTR que en el grupo SD-CTR, y el SD-GP 0,10%
presentd diferencias significativas con el grupo nativo (Fig. 10.C). Finalmente,
ambos grupos RS-GP fueron significativamente mayores que su grupo control

descelularizado en los valores del médulo de Young (p < 0,05; Fig. 10.D).

No se obtuvieron diferencias significativas (p > 0,05) con el uso de
concentraciones de 0,10% o 0,25% de GP dentro de cada técnica de

descelularizacién a nivel biomecanico en ninguna prueba.

1.4 Evaluacién de la biocompatibilidad ex vivo (interaccion célula-
biomaterial)

El impacto de los métodos de descelularizacion y del entrecruzamienro con GP
en las interacciones rADSC-biomaterial, o la biocompatibilidad ex vivo, se

determind a las 48 horas con ensayos de L/D, WST- 1y de ADN liberado.

El ensayo L/D morfofuncional demostro la presencia de células viables adheridas
a la superficie de todos los ANDs generados (Fig. 11.A). Ademas, se observaron
claramente células muertas (fluorescencia roja) en el grupo de control negativo
2D, tal como se esperaba (Fig. 11.A). En los grupos SD, las células viables se

encontraron en menor cantidad que en los grupos RS. Ademas, las células
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tendian a ser mas alargadas, por tanto comparables al grupo de control positivo
2D, en el grupo RS-CTR que en las otras condiciones experimentales. Cabe
destacar que el entrecruzamiento con GP (0,10% y 0,25%), independientemente
del procedimiento de descelularizacién utilizado, afectd6 minimamente a la
adhesién de las células viables a la superficie de los ANDs. En el caso del grupo
SD, no se observaron diferencias claras entre el grupo SD-CTR y el grupo SD-
GP. Sin embargo, cuando la concentracion de GP se incremento del 0,10 al
0,25% en los grupos de RS, las células tendieron a perder su morfologia
fusiforme y se observaron extensiones citoplasméticas més cortas (Fig. 11.A).
Ademas, se observaron pocas células muertas dentro de todos los AND
generados. Es probable que las células muertas, incapaces de adherirse a los

biomateriales, fueran eliminadas durante el proceso de tincion.

Con el ensayo WST-1 (datos resumidos en la Tabla 5) fue posible observar un
alto nivel de actividad metabdlica celular dentro de los grupos SD y RS-CTR
siendo estos valores comparables al grupo de control técnico 2D positivo (Fig
11). Ademas, el WST-1 revel6 una reduccién significativa (p < 0,05) de la
absorbancia con el uso de GP en comparacion con sus controles (SD-CTR o RS-
CTR respectivamente) (Fig 11). Cuando se compararon los valores de WST-1
entre ambas concentraciones de GP utilizadas dentro de los AND, las diferencias
sélo fueron significativas entre los grupos SD- GP 0,10% vs. SD-GP 0,25% (p =
0,12).

Tabla 5: Resultados ex vivo de los analisis cuantitativos de biocompatibilidad WST-1 y
ADN liberado. Los resultados obtenidos con estos analisis biogquimicos se muestran como
valores medios * desviacién estandar. Ademas, los resultados de WST-1 y del ADN liberado se
normalizaron con sus controles 2D positivos 0 negativos, respectivamente, que representaban el
100%.

WST-1 ADN liberado
(Abs 450 nm) (%) (ng/ul) (%)
Media + SD Normalizado Media + SD Normalizado
SD-CTR 0,32+0,12 87,35 133,94 £ 5,09 15,66
SD-GP 0,10 %, 0,13 +0,03 34,70 120,91 £ 2,87 14,14
SD-GP 0,25% 0,18 + 0,03 48,62 137,28 £5,83 16,06
RS-CTR 0,48 + 0,13 129,43 137,16 + 7,88 16,04
RS-GP 0,10% 0,20 + 0,02 54,81 127,41 £ 1,92 14,90
RS-GP 0,25% 0,15+ 0,06 41,36 131,61 +£9,12 15,39
2D + CTR 0,37 £ 0,07 100,00 127,14 £ 2,26 18,33
2D -CTR 0,00 + 0,26 0,00 885,03 +7,11 100,00

87



La cuantificacion del ADN (datos resumidos en la Tabla 5) demostr6é valores
significativamente menores en las condiciones experimentales en comparacion
con el grupo control negativo 2D (p < 0,05), donde se liber6 el 100% del ADN
(Fig. 11C). Ademas, los valores de ADN fueron significativamente mayores en el
grupo control positivo 2D en comparacion con todos los AND generados (Fig.
11C). Cuando se analizaron los valores de ADN en los grupos de SD, sélo el
grupo SD-GP 0,10% mostré valores significativamente menores que los grupos
SD-CTR y SD-GP 0,25% respectivamente (p < 0,05). Resultados similares se
observaron en los grupos de RS, donde las diferencias sélo fueron significativas
entre RS-CTR y RS-GP 0,10% (p < 0,05) (Fig. 11C).

DC- CTR GP 0.10% GP 0.25%

2D + CTR 2D-CTR  ACELL-SD ACELL-RS

C

=
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Figura 11: Perfil de interaccién célula-biomaterial ex vivo. Se muestra el comportamiento de
las rAMSC cultivadas dentro de los AND para A) Andlisis de vivo y muerto. Barra de escala =
200 um; B) WST-1; C) Cuantificacion del ADN liberado. Nervios descelularizados en funcion del
método de descelularizacion Sondell (SD) o Roosens (RS) y de la concentracién de GP utilizada.
Ademas, los procedimientos no entrecruzados se indicaron como control descelularizado (DC-
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CTR). Los controles negativos y positivos 2D se indicaron como 2D -CTR y 2D +CTR
respectivamente. Para A se utilizaron los AND no sembrados con células de ambos métodos de
descelularizacion (ACELL SD y RS) con el fin de confirmar que no quedaban células después
del proceso de descelularizacion. Para B y C se graficaron los valores medios con sus
respectivas barras de error correspondientes a las desviaciones estandar. Las diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) se determinaron con la prueba de Mann-Whitney como
sigue: #= diferencias estadisticamente significativas frente a 2D - CTR. a= diferencias
estadisticamente significativas frente a 2D + CTR. b= diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos SD-CTR frente a RS-CTR. c= diferencias estadisticamente significativas frente
a su correspondiente grupo DC-CTR. d= diferencias estadisticamente significativas entre la
concentracion de GP 0,10% frente a GP 0,25% utilizada en cada condicion de descelularizacion
(SD o RS).
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2. Optimizacibn de un nuevo método de

descelularizacion para nervio periférico

2.1 Disefioy generacion de nuevos meétodos de descelularizacion neural

En este trabajo se desarrollaron, caracterizaron y compararon tres nuevos
protocolos de descelularizacion (P1, P2 y P3) con el método clasico de
descelularizacion de Sondell (SD) [195] y se utilizaron nervios nativos (NAT) como
grupo de control. Los diferentes métodos de descelularizacion se han descrito
previamente en el apartado 2.1 de materiales y métodos de la presente Tesis

Doctoral.
2.2 Caracterizacion histoldgicay estructural

En cuanto a la caracterizacion histolégica de los injertos acelulares generados,
el andlisis mediante HE puso de manifiesto que la estructura histolégica general
de los nervios periféricos estaba relativamente bien conservada tras la
descelularizacion en todos los grupos, siendo el grupo P1 el méas similar al grupo
NAT (Fig. 12A). Los nervios periféricos nativos (utilizados como grupo control)
presentaban su tipica organizacién estromal con capas epineurales, perineurales
y endoneurales bien organizadas. Después de todos los procesos de
descelularizacion, se detectaron algunos cambios estructurales. En el caso del
grupo de SD, la tincién mediante HE puso de manifiesto una clara alteracion del
compartimento epineural y endoneural, mientras que en los otros grupos las
capas de tejido conectivo perifascicular estaban menos afectadas (Fig. 12A). En
relacion con la conservacién de los ndcleos, la tincion mediante HE y
especialmente con DAPI no reveld la presencia de nulcleos bien conservados,

pero se detectd una débil sefial de ADN en el grupo de SD (Fig. 12B).

Con el fin de determinar si algunos restos de proteinas celulares persistian tras
los procedimientos de descelularizacion, se realizé una inmunohistoquimica para
las proteinas S-100, NFL y vimentina (utilizados como marcadores de las CS, los
axones y los fibroblastos, respectivamente) (Fig.12.C-E). Los nervios nativos
presentaron el tipico patrén de sefal positiva de estas proteinas. Cuando se

evaluaron estas proteinas en los AND, se observaron reacciones
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inmunohistoquimicas débiles para S-100 y negativas para VIM, por el contrario,
se observaron sefiales positivas de NFL en todos los grupos siendo mas débiles
en los grupos SD y P1 (Fig. 12 C-E).

NAT SD P1 P2 P3

A. HE

B. DAPI

C. S-100

D. NFL

E.VIM

Figura 12: Evaluacién histolégica e inmunohistolégica de los componentes celulares que

permanecieron en los diferentes grupos de AND. A) La morfologia general de los grupos de
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estudio se evalué mediante el método histoquimico de hematoxilina-eosina. B) Imagenes de
microscopia fluorescente de nervios tefiidos con el agente fluorocromo intercalante 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) para detectar restos de ADN. C) Inmunodeteccion del marcador de
CS S-100. D) Evaluacion inmunohistoquimica de la proteina citoesquelética neurofilamento
(NFL). E) Inmunodeteccion de la vimentina (VIM) como proteina citoesquelética de los

fibroblastos.

Para evaluar el impacto de los diferentes protocolos de descelularizacion en la
matriz extracelular, se realizaron analisis histoquimicos con AB, PS y MCOLL,
inmunohistoquimicos (laminina (LAM)) y ultraestructurales (MEB y MET) (Fig.
13). La tincién con AB (Fig. 13.A) mostro la disminucién de sGAGs a nivel
intrafascicular en todos los grupos en comparacion con los nervios nativos. Estas
moléculas no fibrilares fueron eliminadas eficazmente, especialmente en el
grupo de SD, de todas las capas histologicas con los diferentes protocolos,
excepto el P1, que present6 una mayor conservacion de sGAGs, concretamente
en el compartimento endoneural, que los otros grupos de descelularizacion (Fig.
13.A). Estos hallazgos fueron corroborados por los analisis cuantitativos de la
intensidad del &rea externa tefiida y el area ocupada por la reaccion histoquimica
AB a nivel endoneural (Fig. 14.A-B). En este sentido, todos los ANDss revelaron
una buena preservacion de los sGAGs de la capa perineural y del tejido
conectivo epineural circundante (Figura 14.A), conservando todos los grupos
mas del 94% de la sefial NAT en estos compartimentos. Sin embargo, todos los
ANDs presentaron valores significativamente menores de intensidad de AB del
area externa tefiida (p < 0,05) que el grupo NAT, excepto P1 (p > 0,05). De
hecho, P1 fue el grupo descelularizado que mostré una mejor conservacion de
SGAGs en el compartimento externo, siendo significativamente superior a los
otros grupos de descelularizacion SD, P2 y P3 (p < 0,05), pero no se encontraron
diferencias significativas entre estos tres grupos (p > 0,05). Por otra parte, la
evaluacion de la fraccién de area endoneural tefiida con AB (Figura 14.B) mostré
una disminucion significativa de los valores (p < 0,05) después de la
descelularizacion sélo en los grupos de SD y P3 cuando se compararon con el
grupo NAT. Ademas, el grupo de SD present6 la mayor pérdida de sGAGs a nivel
endoneural diferenciandose significativamente de P1 y P3 (p < 0,05) pero no de
P2 (p > 0,05).
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La tincibn PS mostr6 una conservacion relativamente buena de la red
tridimensional de colageno después de todos los métodos de descelularizacion
estudiados (Fig. 13.B). En los grupos de SD y P2, el compartimento perifascicular
presentd una intensidad mas débil de la sefial positiva de PS y se observé una
pérdida de la organizacion estructural y compactacion del colageno, mientras
que el grupo P3 mostrO una compactacion estructural y el aumento de la
intensidad de la tincidn en las areas mencionadas. Por el contrario, el grupo P1
presentd un patron estructural de la MEC més similar al del grupo NAT. Por
altimo, todos los grupos mostraron una conservacion moderadamente buena a
nivel endoneural. Estos hallazgos fueron corroborados por el analisis cuantitativo
mostrando una disminucion de la reaccion histoquimica de PS en todos los
compartimentos histolégicos de los diferentes grupos descelularizados excepto
P3 (Fig. 14.A). Concretamente, la evaluacion de los compartimentos externos de
la MEC presentd una disminucién significativa de los valores de intensidad de
PS (p < 0,05) después de la descelularizacion, excepto el P3, que curiosamente
presento el mayor valor de intensidad. Ademas, el area ocupada por la reaccion
histoquimica de PS a nivel endoneural (Fig. 14.B) mostr6 valores
significativamente menores (p < 0,05) de SD y P1 cuando se compararon con
NAT.

En referencia a la glicoproteina de la lamina basal LAM, su analisis
inmunohistoquimico confirmd la conservacion de esta molécula de marcando los
tubos endoneurales en todos los grupos de descelularizacién, a excepcion del

grupo de SD, que no presento reaccion inmunohistoquimica (Fig. 13.C).

A nivel endoneural la mielina y la red de colageno circundante se evalu6
mediante un método histoquimico simultaneo de mielina y colageno (MCOLL).
Este procedimiento mostrd la organizacion caracteristica de la mielina y el
contenido de colageno bien delineado en los nervios sanos (Fig.13.D). Se
observo una débil reaccion histoquimica de la mielina en los grupos de SDy P1
inmersos en una delgada red de colageno. A diferencia de estos grupos, P2y
P3 presentaron una red de colageno endoneural mas gruesa, especialmente en

P3, sin reaccion positiva de mielina en su interior.
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Figura 13: Evaluacién histoldgica, inmunohistolégica y ultraestructural de la MEC del
nervio periférico tras los diferentes procedimientos de descelularizacion. A) Evaluacion de
los proteoglicanos acidos mediante el método histoquimico del azul alcian (AB). B) Identificacion
histoquimica de los colagenos fibrilares mediante la tincion de Picrosirius (PS). C) Inmunotincion
de la proteina de la lamina basal lamimin (LAM). D) La mielina y la red de colageno circundante
endoneural se evaluaron con el método histoquimico mielina-colageno (MCOLL) para la
identificacién de la mielina (azul claro) y las fibras de colageno (rojo). E) Imagenes SEM y F)
TEM de secciones transversales de regiones centrales de las ANDss generadas. Barra de
escala: A-D = 100 pm; E = 10 pm y F=2 pm.

El analisis ultraestructural mediante MEB mostro la eficiente eliminacion de la
mielina dentro de los tubos endoneurales tras la descelularizacién en todos los
grupos (Fig. 13.E). Este método mostré que SD y P1 presentaban una estructura
endoneural ligeramente desorganizada (Fig. 13.E) y P2 y P3 presentaban una
red endoneural de mayor espesor. Este aumento del espesor endoneural no sélo
produjo una mejor organizacién y mayor homogeneidad en el compartimento

endoneural en P2, sino también el colapso de los tubos endoneurales en P3.

Por otro lado, la MET revel6 la presencia de restos de mielina y residuos de
membrana y citoplasma en los grupos de SD y especialmente P1, pero no en P2
y P3. Ademas, en lo que se refiere a la conservacion de la red de colageno
endoneural, P1 y P2 presentaron una buena preservacion de la misma tras la
descelularizacion similar a la del grupo NAT, pero no asi SD y P3 donde la
estructura de colageno fue destruida (Fig. 13.F).

2.3 Andlisis bioquimicos de la matriz extracelular resultante

Se utilizaron ensayos de kits bioquimicos para extraer y medir la cantidad total
de ADN y sGAG en todos los grupos experimentales y en los controles. La
cantidad de ADN y sGAG extraidos de los diferentes grupos experimentales se
resume en la Figura 14.C-D. La cuantificacion del ADN extraido presenté una
pérdida significativa de ADN en todos los protocolos de descelularizacion
probados en comparacién con el grupo NAT. Comparando los diferentes
métodos de descelularizacion, el método clasico de SD presentdo un valor
significativamente mayor de ADN extraido (p < 0,05) que los otros grupos, y los
métodos enzimaticos P1 y P2 mostraron valores significativamente menores de
ADN que P3 (p < 0,05), pero no se encontraron diferencias significativas entre
ambos (p > 0,05). Ademas, los sGAG totales de SD, P2 y P3 fueron
significativamente menores (p < 0,05) que los del grupo NAT y P1. De hecho, SD
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fue el método que elimind los sGAG de forma mas eficiente cuando se comparo
con P2 y P3 (p < 0,05), pero no se encontraron diferencias significativas entre
P2y P3 (p > 0,05).
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Figura 14: Analisis cuantitativos histoquimicos y de biomoléculas de los ANDs. A) Evaluacién
histoquimica cuantitativa de la intensidad del area externa (epineuro y perineuro) y B) fraccion del area
endoneural tefida de azul alcian (AB) y Picrosirius (PS) en los grupos de nervio nativo y descelularizado.
C) Cuantificacion del ADN extraido. D) Cuantificacién del total de sGAGs extraidos.. La representacion
grafica y numérica se expres6 como valores medios * valores de desviacion estandar (barras de error). Las
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) se determinaron con la prueba de Mann-Whitney y se
indicaron como sigue: a = frente al grupo NAT. b = frente al grupo SD. c =frenteaP1.d =frenteaP2ye =
frente a P3.

2.4  Caracterizacion biomecéanicay transparencia

Para determinar el impacto en la MEC por los diferentes métodos ensayados, se
sometieron a pruebas de transparencia y de traccion (Fig. 15 y Tabla 6). La
eliminacion de las diferentes biomoléculas en la MEC del nervio se evalud
mediante la prueba de transparencia, evaluando macroscopicamente la cantidad
de luz que pasaba a través de la muestra (Fig. 15.A-B). De hecho, P1 mantuvo
la transparencia similar al grupo NAT (11,42 + 1,28% vs 9,47 £ 2,24%; p > 0,05)

y ambos grupos presentaron una transparencia significativamente menor que el
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resto de los grupos descelularizados (SD, P2 y P3; p < 0,05). El valor méas alto
de transparencia lo presentd el grupo SD (20,39 + 2,59%) y fue
significativamente superior (p < 0,05) a los otros grupos descelularizados P2
(13,40 £ 1,48%) y P3 (14,62 + 1,00%).

En referencia al ensayo de traccion, P2 (3,01 + 0,49 MPa) y P3 (2,65 + 0,64 MPa)
presentaron valores significativamente menores de tension a la rotura que el
grupo de SD (4,36 + 0,46 MPa; p < 0,05), lo que aumento ligeramente su rigidez
respecto al grupo NAT (3,39 + 0,70 MPa; p > 0,05) pero sin diferencias
estadisticamente significativas. Cabe destacar que los valores de la deformacion
en el momento de la fractura fueron similares en todos los grupos, excepto en el
P2 (39,76 % 3,68%), que mostrd una disminucion significativa (p < 0,05) cuando
se compard con los grupos NAT (55,38 + 10,64%) y P3 (52,16 = 5,92%). En el
caso del modulo de Young no se encontraron diferencias significativas entre los

grupos probados.
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Figura 15: Evaluacion de la transparencia y las propiedades de traccion de los ANDs
generados. A) Imagenes macroscopicas de los diferentes grupos de estudio. B) Evaluacion
cuantitativa de la transparencia de los nervios nativos y descelularizados. C) Tensién a la
fractura, D) deformacion a la fractura y E) médulo de Young se obtuvieron resultados
biomecénicos tras el ensayo de traccion de los ANDs y los nervios nativos. Las diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) se determinaron con la prueba de Mann-Whitney y se
indican como sigue: a = frente al grupo NAT. b = frente al grupo SD. ¢ = frente a P1. d = frente a
P2y e = frente a P3.
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Tabla 6: Analisis biomecanico de los nervios nativos y descelularizados. Los resultados
correspondientes a cada parametro biomecanico se muestran como valores medios + desviacién

estandar.
Transparencia Tensién ala Deformacion en la Mdédulo de Young
fractura fractura
(%) (MPa) (%) (MPa)

NAT 9,47 £2,24 3,39+0,70 55,38 + 10,64 13,50 + 3,67
Sondell 20,39 £ 2,59 4,36 + 0,46 55,08 £ 15,25 16,70 £5,23
P1 11,42 +1,28 4,01 +0,81 51,75 £ 17,62 14,62 £ 4,76
P2 13,40 £1,48 3,01 +£0,49 39,76 £ 3,68 12,09 £ 2,52
P3 14,62 £ 1,00 2,65 +0,64 52,16 £ 5,92 13,06 £ 1,87

2.5 Evaluacién de la biocompatibilidad ex vivo (interaccién célula-

biomaterial)

Para evaluar la biocompatibilidad ex-vivo de los ANDs generados, se sembraron
rADSC en el compartimento endoneuronal del nervio. A continuacién, se
determind la citocompatibilidad a las 48 horas con las pruebas de viabilidad
celular L/D y WST-1.

El ensayo L/D morfofuncional confirmé la presencia de una cantidad similar de
rADSC viables adheridas (fluorescencia verde) a la superficie de todos los ANDs
producidos (Fig. 16.A), excepto el grupo de SD que mostré una menor cantidad
de células. Ademas, se detectaron claramente células muertas (fluorescencia
roja) en el grupo de control negativo 2D (Fig. 16.A). Curiosamente, sélo se
observaron unas pocas células muertas dentro de todos los ANDs generados.
Este hecho podria explicarse debido a que las células muertas perdieron las
proteinas de unién que les permitian permanecer adheridas a la superficie del
biomaterial y fueron eliminadas en los pasos de lavado durante el procedimiento
de tincion. Ademas, las células presentadas en el P1 y P2 tendian a ser
morfol6égicamente mas similares al grupo de control positivo 2D que los grupos
de SD y P3, donde las células tendian a perder su morfologia fusiforme y

presentaban extensiones citoplasmaticas mas cortas.

El ensayo WST-1 (Fig. 16.B) mostré un alto nivel de actividad metabdlica celular
en todos los grupos descelularizados, aunque fue significativamente inferior al

de control positivo 2D (p < 0,05) y los valores normalizados oscilaron entre un
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23,76% (grupo de SD) y un 15,68% (grupo P2, Fig. 16.B). Ademas, cuando se
compararon los valores de WST-1 entre los distintos protocolos utilizados, solo

se encontraron diferencias significativas entre los grupos de SDy P2 (p < 0,05).

A.

CTR + CTR -
B. WST-1
1.5-
SD
P1
E 1.0 == P2
2 == P3
<<
2 Gk mm 2D CTR+
< -1
mm 2D CTR-
e -
0.0 . T
Abs 450 nm 0.19£0.03 0.15+0.05 0.13+£0.02 0.15+0.03 0.80+0.46 0.00 +0.06
EX a4 ab# af #
Normalized % 23.76 % 18.78 % 15.68 % 18.57 % 100.00 % 0.00 %
sD P1 P2 P3 2D +CTR 2D-CTR

Figura 16: Evaluacion de la citocompatibilidad ex vivo. Se muestra el comportamiento de las
rAMSC cultivadas en la parte endoneuronal de los ANDs para A) el andlisis Live&Dead (L/D) y
(B) el ensayo metabolico WST-1cell. Para A) el ensayo L/D se incluyeron ANDs sin células de
cada método de descelularizacion utilizado como controles técnicos para confirmar que estos
andlisis se realizaron con biomateriales libres de células y que no quedaban células después del
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proceso de descelularizacion. Barra de escala = 200 um. Para B) se graficaron los valores medios
con sus respectivas barras de error que corresponden a las desviaciones estandar. Las
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) se determinaron con la prueba de Mann-
Whitney como sigue: # = frente a 2D - CTR; a = frente a 2D + CTR; b = frente al grupo SD; c =
frente al grupo P1; d = frente al grupo P2; e = frente al grupo P3.
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3. Estudios preclinicos de los nuevos aloinjertos
descelularizados en el modelo de lesién de nervio

ciatico de ratas:

3.1 Evaluacionin vivo de los sustitutos nerviosos descelularizados para

la reparacion del nervio periférico

Basandose en los resultados ex vivo obtenidos, se eligieron los ANDs P1, P2y
SD (como control descelularizado) para su evaluacion in vivo. Como grupo de
control regenerativo se utiliz6 el método de referencia actual, el autoinjerto
(AUTO).

3.1.1. Evaluacion clinico-funcional

Las evaluaciones clinicas y funcionales a las 15 semanas se resumieron en la
Tabla 7. Evaluando la evaluacion clinica de los diferentes grupos, todos los
animales operados sufrieron autotomia, siendo SD el grupo que presento el
mayor porcentaje de animales que sufrieron amputaciones (66,67%) y AUTO el
menor (16,67%). A pesar de ello, no se encontraron diferencias significativas en
los animales amputados entre los grupos de estudio (p > 0,05). Por el contrario,
al evaluar el porcentaje de dedos amputados, sélo los grupos de SD (30,00%) y
P1 (20,00%) presentaron valores significativamente superiores a CTR (0,00%)

aunque no se hallaron diferencias significativas.

En referencia a la evaluacién de la recuperacién sensorial, todos los grupos
descelularizados presentaron un valor de regeneracion sensorial considerable
en la prueba de pellizco, donde s6lo SD presentd valores significativamente
inferiores (2,00 + 0,89; p < 0,05) respecto al grupo AUTO (3,00 = 0,00), no
encontrandose otras diferencias significativas (p > 0,05). El perfil de recuperacién
de la funcién motora determinado por las pruebas de extensién de los dedos del
pie y SFI confirmaron que todos los grupos de animales operados no alcanzaron
los valores normales detectados en el grupo CTR (p < 0,05). En este contexto,
los valores medios de la extension de los dedos de los pies fueron comparables
entre los grupos operados (p < 0,05), siendo el grupo AUTO el que presenté los
valores mas altos (1,33 £ 0,52), seguido de P2 (1,17 £ 0,75), P1 (1,00 £ 0,63) y

finalmente SD (0,83 + 0,75). Ademas, se detectaron resultados similares en el
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SFI entre los grupos operados, pero en este caso, P2 mostr6 el valor de
recuperacion mas favorable (-71,02 + 10,32) y P1 el menor grado de
recuperacion motora (-84,00 £ 7,48). Hay que tener en cuenta que la autotomia
excluy6 a algunos animales de la evaluacién del SFI en cada grupo (los detalles
se describen en la seccion de materiales y métodos).

Tabla 7: Autonomia y evaluacion funcional tras 15 semanas de reparacion del nervio
ciatico mediante técnicas de ANDs y autoinjerto nervioso. Las diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) se determinaron con la prueba de Mann- Whitney de la siguiente manera:
a = frente a AUTO; b = frente al grupo SD; ¢ = frente al grupo P1; d = frente al grupo P2.

. Prueba de
Presencia Dedos Prueba de ST
Grupo » : SFI
Amp % Amp % presion articular
CTR 0,00 0,00 3,00 + 0,00 3,00 + 0,00 -13,11 + 8,46
a
AUTO 16,67 10,00 3,00 + 0,00 1,33+0,522  -80,30+10,30
SONDELL 66,67 30,00 ° 2,00+0,89 " 083+075a  -7562+336"
P1 50,00 20,00 ° 2,17 £ 0,98 1,00£0,632  -8400+7,48°
P2 33,33 16,67 2,50 +1,22 1,17+0,752  -71,02+10,32°

3.1.2 Evaluacién hematolégicay seroldgica

Los analisis hematoldgicos cuantitativos revelaron algunos cambios en el perfil
hematolégico 15 semanas después de la cirugia (Tabla 8). Los valores de los
parametros relacionados con los glébulos rojos (RBC, HGB y MCV) y los
leucocitos (WBC, LYM, MXD y NEUT) fueron muy comparables entre los grupos
operados (AUTO, SD, P1y P2) y los animales sanos (grupo CTR). No obstante,
se detectaron algunas diferencias estadisticas entre las condiciones del estudio.
Evaluando el recuento de MCV, AUTO y SD mostraron una disminucion
significativa de estos valores respecto a CTR (p < 0,05). Ademas, AUTO y P2
presentaron valores significativamente menores de recuento de MXD y NEUT
gue el grupo CTR (p < 0,05). Curiosamente, en el caso del volumen plaquetario
medio (VPM) el grupo CTR presento un valor (10,13 £ 0,84) que esta fuera del
rango fisiologico estandar para ratas hembras descrito por Kampfmann et al. [207]
(6,7-7,8) y mostré valores significativamente mas altos (p < 0,05) que todos los
grupos operados excepto P1. De hecho, P1 mostr6 valores mas altos (p < 0,05)
de VPM que AUTO y P2. Al evaluar las enzimas hepaticas, en particular SD, los

resultados mostraron un ligero aumento de ALTL y ASTL, mientras que todos los
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demas grupos operados presentaron un ligero descenso cuando se compararon
con el grupo CTR, aunque solo se encontraron diferencias significativas en ALTL
y en ASTL (p < 0,05; tabla 8). Ademas, la otra enzima hepatica como BILT y los
valores relacionados con el rifibn como CRE y UREA no mostraron ninguna
diferencia significativa entre los grupos de estudio (p > 0,05). Por otra parte, al
evaluar el perfil lipidico de los distintos grupos, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos operados y el grupo CTR. Sin embargo, cuando
analizamos los resultados obtenidos para HDLC y TRYGL el grupo que mostré
valores mas bajos fue el SD existiendo diferencias significativas en la
comparacion frente a P2 y AUTO respectivamente (p < 0,05; tabla 8). En cuanto
a la enzima relacionada con el pancreas AMYL, el grupo AUTO presenté valores
significativamente mas altos que el grupo SD y P1 (p < 0,05), pero no con
respecto al grupo CTR.

Al evaluar el pardmetro relacionado con la alteracibn muscular, la creatina
quinasa (CK), se detectaron diferencias significativas en los grupos AUTO y P2
respectoa CTRy SD (p < 0,05), lo que sugiere, efectivamente, unas alteraciones
musculares en dichos grupos. Por ultimo, P2 mostr6é una interesante reduccion
significativa (p < 0,05) de los valores sanguineos de GLUC cuando fue

comparado con AUTO.
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Tabla 8: Resultados hematoldgicos y bioquimicos tras 15 semanas de reparacion de nervios

periféricos con ANDs y técnica de autoinjerto.

Aplicacion Parametros Unidades

Eritrocitos

Leucocitos

Plaguetas
Higado

Rifian

Perfil lipidico

Pancreas
Otros
parametros
circulantes

REC
HGB
MCY
WBC
L¥M

MXD

MEUT

MPY

ALTL
ASTL
BILT3
CRE
UREAL
LDLC
HDLC

TRIGL
AMYL

CK

IRCN

GLUC

10%6 mL?
£/dL
fL
103 mL?
%%
1043 mL?
%
102 mL?

%
10%2 mL?
L

10°2 UL

1002 UjL
mg,dL
mg/dl
mg/d|
mg/d|
mg/dl

1042 mg/d
10%2 UjL

10%2 UL

1042 mg/dl

1042 mg/d

CTR

7,600,48*
14274074
57,1040,69*
6,60+1,47
90,73+4.79
6,07+1,53
14,7045.72
2,0043,46

5,23%1,72
3,33+2,08
10,13+0,34*

1,16:0,72
2,72+1,77
1,91+0,62
0,5540,11
31,3344,12
9,52+1,31

41,19+22 61
1,970,823

16,6741,59

5,25%2,75

3,6640,47

1,2620,31

AUTO

7,680,682
14,3310,71
55,1740,95
9,85+3,06*
82,00:8,47
7,97+2,38

15,6548,75
16,5+10,75

2,3540,86
2,33+1,51*
£,28+0,21*

0,49:0,12
1,2340,28
2,81+0,82
0,459+0,08
32,2244 62
8,6615,3
58,91+20,43
1,7740,52

19,13+1,96

1,7540,71

4,010,32

3,0240,47

sD

7,4340,39°
13,4040,57
55,07+1,00
7,35:4,80
51,83:10,49
5,68+2,50
16,007 58
12,5+16,9

4,83+3,09
2,00+1,55*
7,6841,33

1,41+1,36
3,09+1,95
1,340,59
0,5540,11
33,33+3.28
9,20+4,33

50,09+11,13
1,1940,25

15,09+2,2

4,10¢2,13

3,57+0,51

1,9040,12

Pl

7,9340,67*
14,15+138
55,95+2,20
7,9543,32
83,7045,42
6,6243,1
13,3045.72
11,6749,33

3,00#3,54
1,6741,21*
7,87%1,34*

0,4940,17
1,3640,2
1,95+1,14
0,45+0,06
32,1846,28
7,93%3,14
58,91+10,63

1,3440,33
16,0242,12

3,08+1,93

3,62+0,45

1,6740,28

P2

7,39+0,33*
1483408
56,52+2,42
7,771,065
82,62+6,01
6,80+1,04
15,624536
12,334 76

1,7740,89
1,33#0,52*
£,3540,20°

0,41+0,09
1,1540,19
1,77+0,84
0,4440,07
32,0747,73
10,21+2,54
67,6+8,52
1,57+0,64

17,241,008

1,7040,32

3,72+0,67

1,6040,39

Diferencias
significativas
{p= 0,05}

5DwsP2
CTR vz AUTO, 5D

CTRvs AUTO, P2
CTR w= AUTO, P2;
5Dws P2
CTR vs AUTO, 50,
P2; P1ws AUTO, P2
5Dws P2
SDvs AUTO, P2

5Dws P2

AUTOws 5D
AUTOws 50, P1

CTR vs AUTO, P2;
5D vs AUTO,P2

AUTOws P2

* Nota: Los valores de cada parametro se muestran como valores medios + desviacion estandar,
y p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. El simbolo " indica los valores que
difieren del rango normal de las ratas Wistar hembras segun la bibliografia disponible [207].

3.2. Estudios post-mortem

3.2.1 Resultados morfométricos musculares

Los analisis macroscopicos y morfométricos de la pata completa y de los

principales musculos inervados por el nervio ciatico, como el gastrocnemius y el

tibialis anterior, mostraron una notable pérdida de peso en el lado de la lesién en

comparacioén con el lado contralateral de los grupos descelularizados cuando se

compararon con el grupo de referencia AUTO (Fig. 17 y Tabla 9). No obstante,

se observaron ligeras diferencias entre los grupos descelularizados (Fig. 17 y

Tabla 9). De hecho, se produjo un aumento significativo de la pérdida de peso

de la pata completa y del musculo gastrocnemius en todos los grupos

descelularizados cuando se compararon con AUTO (p < 0,05).

En referencia al masculo tibialis anterior, s6lo P1 en peso y SD en volumen no

existieron diferencias significativas con el grupo AUTO (p > 0,05; tabla 9).
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Asimismo, al igual que en el caso del gastrocnemius, la Unica diferencia
significativa entre los métodos descelularizados en la pérdida de volumen del
musculo tibial fue entre SD y P1 (p < 0,05; tabla 9).

Tabla 9: Resumen de los resultados del peso de toda la pierna y de los misculos gastrochemius
y tibialis anterior después de 15 semanas de reparacion del nervio ciatico mediante las técnicas
de ANDs y de autoinjerto nervioso. Las diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) se
determinaron con la prueba de Mann-Whitney de la siguiente manera: a = frente a AUTO; b =
frente al grupo ANDs; ¢ = entre los grupos P1 frente a P2.

Morfometria del peso muscular

Pata completa Gastrocnemius Tibialis anterior

@ @ @)
AUTO Lado contralateral 5,87 £ 0,06 2,24 + 0,05 0,67 £ 0,05
Lado lesionado 4,50 +0,16 1,51 +0,08 0,44 + 0,04
% pérdida 23,31 +2,44 32,63 + 5,00 34,82 + 10,18
SONDELL Lado contralateral 6,02 + 0,30 2,48 +0,03 2 0,74 £ 0,06
Lado lesionado 3,87 £0,37 1,15+ 0,21 @ 0,36 +£ 0,08
% pérdida 35,64 + 6,89 ° 53,75+ 8,68 " 50,90 + 11,78 °
P1 Lado contralateral 5,90 +0,33° 230+0,12" 0,76 + 0,03 *°
Lado lesionado 3,21+0,26 " 0,82 +0,21>" 0,37+0,13
% pérdida 4544 +597° 63,83 + 10,66 52,01 + 16,31
a,b,c b b,c
P2 Lado contralateral 5,14 + 0,27 2,01 £0,36 0,59 + 0,07
Lado lesionado 3,13+0,53 " 0,94 +0,22° 0,27 + 0,05 "
% pérdida 39,04 + 10,57 ° 52,15 + 13,13 ° 55,04 + 3,94 "
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Figura 17: Representacién macroscépica y gréafica de los cambios musculares tras 15
semanas de reparacion del nervio cidtico mediante técnicas de ANDs y autoinjerto. El
porcentaje de pérdida se resume en la parte superior de cada grupo de columnas.
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3.2.2 Resultados histolégicos y estructurales de la regeneracién nerviosa

Los andlisis histolégicos de la parte central del injerto implantado revelaron que
se desarrollé un proceso activo de regeneracion nerviosa en todos los grupos
experimentales operados (Fig. 18). La morfologia estructural de los nervios
regenerados evaluada mediante la tincibn de HE revelé que el proceso de
regeneracion se produjo principalmente a nivel intrafascicular en el grupo AUTO
(Fig. 18.A). Sin embargo, los grupos ANDs presentaron cierto grado de
dispersion del proceso de regeneracién de los NPs, presentando un nimero
variable de fasciculos regenerados, que vario en cada grupo, y que crecieron a
nivel epineuronal. Para realizar el analisisy la distribucidn de las fibras de mielina
y de colageno se llevé a cabo mediante tincion MCOLL (Fig. 18.B). La tincion
MCOLL reveld la remielinizacion en todos los grupos, siendo mas abundante en
los grupos AUTO y P2, presentando ambos una red de colageno endoneural mas
gruesa que la del grupo CTR. Ademas, el grupo P1 mostr6é un patron de mielina
regenerada menos intenso y organizado que los otros grupos. Finalmente, el
grupo de SD present6 una menor cantidad de fibras mielinizadas dispersas por

la infiltracion del nuevo tejido endoneural de colageno generado.

La inmunodeteccion del marcador S-100 (Fig. 18.C) reveld la distribucién de las
CS en los diferentes grupos de estudio. En este contexto, el grupo AUTO
presento la distribucién mas consistente de CS a nivel endoneural que los otros
grupos operados, pero sin alcanzar el nivel de organizacion del grupo CTR. Sin
embargo, todos los grupos de ANDs mostraron la presencia del marcador S-100,
siendo el grupo P2 el que presenté el patron de distribucién mas similar al grupo
AUTO, seguido por el P1 y finalmente por el grupo de SD que mostré cambio en

la organizacion de las CS.

Por dultimo, la deteccion de axones maduros se realizd mediante la
inmunodeteccion del marcador NFL. Asi, estos analisis confirmaron un proceso
de regeneracion activo en la parte central del injerto en todos los grupos
operados, a pesar de que no alcanzaron la organizacién estructural del grupo
CTR después de 15 semanas. No obstante, la sefial NFL del grupo AUTO fue la
mas homogénea entre todos los grupos operados, pero no comparable con la

del grupo CTR, que mostro un patron de tamafio mas definido y superior de la
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red de fibras nerviosas. Finalmente, todos los grupos ANDs presentaron una
seflal mas compartimentada en forma de conos de regeneracion, siendo P2 el

grupo que presento la sefial mas intensa y los axones mas desarrollados.
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A. HE

B.MCOLL

C.S-100

E. GAP-43

D. NFL

Figura 18: Evaluacién histolégica de la regeneracion del nervio periférico en la regién
central del injerto tras 15 semanas después de la cirugia. A) Morfologia general de los nervios
operados y de control evaluada por el método histoquimico de la hematoxilina-eosina (HE). B)
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La evaluacion del contenido y la distribucion de las fibras de mielina y colageno se realizd
mediante el método histoquimico de mielina-coladgeno (MCOLL). C) Identificacién de las células
de Shwann mediante la inmunotincién del marcador S-100. D) Inmunodeteccién del marcador
GAP-43 para evaluar las nuevas fibras nerviosas generadas. E) Las fibras nerviosas maduras
generadas se mostraron mediante tincién inmunohistoquimica de neurofilamentos (NFL). Barra
de escala =50 nm.

3.2.3 Resultados histomorfométricos y ultraestructurales de la
regeneracion nerviosa

Se realiz6 un analisis histomorfométrico y ultraestructural de la parte distal de los
nervios ciaticos operados tras un periodo de curacion de 15 semanas (Fig. 19) y
los parametros estereoldgicos se resumen en la Tabla 10. Las imagenes
histoldgicas (Fig. 19.A) mostraron la presencia de fibras nerviosas regeneradas
en todos los grupos operados. Cuando se evalUan las imagenes con azul de
toluidina, se observa que se presenta una mayor cantidad de fibras, pero de
menor diametro en todos los grupos cuando se comparan con el CTR (Fig.
19.A.1). Asi, entre los grupos operados, los métodos AUTO y P2 presentaron
mayor numero de fibras que P1 y SD. Ademas, el grupo SD mostré la menor
cantidad de fibras y respuesta celular inflamatoria entre ellos. Estas
observaciones fueron corroboradas con el analisis MET (Fig. 19.A.2), que
también mostré un grosor de mielina superior en AUTO y P2 que en P1 y SD,
pero no comparable con el grupo CTR. Ademas, las imagenes de mayor
aumento permitieron observar la red de colageno endoneural bien organizada en
todos los grupos y un mayor numero de fibras no mielinizadas en AUTO asi como

en el grupo CTR.

En relacidn con la evaluacion histologica cuantitativa de la regeneracion nerviosa
(Figura 19.B y Tabla 10), los diferentes grupos operados mostraron una densidad
y un numero total de fibras nerviosas superiores que presentaban un diametro
menor y vainas de mielina mas finas. Asi, AUTO (20,26 + 2,57 fibras-10%/mm?) y
P2 (22,31 + 2,45 fibras-10%’mm?) presentaron una densidad de fibras
significativamente mayor (p < 0,05) que CTR (12,99 * 2,53 fibras/mm?) en
contraste con SD (10,27 + 3,12 fibras-103/mm?) y P1 (17,45 * 2,30 fibras
-10%/mm?), en los que no hubo diferencias significativas (p > 0,05). Ademas, el
grupo AUTO mostr6 el mayor nimero total de fibras (16,64 + 2,83 fibras -10%) y
fue el Unico grupo que fue significativamente superior (p < 0,05) al grupo CTR.

Ademas, el grupo de SD presentd valores significativamente inferiores en
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densidad y numero total de fibras (p < 0,05) que los otros grupos operados. Por

otro lado, se encontraron valores significativamente menores (p < 0,05) en el

diametro de los axones y de las fibras y en el grosor de la mielina entre CTR y

todos los grupos de animales operados. Ademas, AUTO (0,58 + 0,05 pm)

presentd un grosor de mielina significativamente mayor que P1 (0,47 = 0,04 um)

y P2 (0,47 £ 0,03 pum) pero curiosamente no lo hizo con el grupo de SD (0,49 +

0,18 um). Por ultimo, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en la

relacion g entre las distintas condiciones experimentales.

Tabla 10: Parametros histomorfométricos medidos en la parte distal del injerto a las 15 semanas
después de la reparacion nerviosa.

CTR
AUTO
SD
P1
P2

Densidad Diametro Diametro Espesor
N° Total de ] o .
(N° axones . de axon de fibra de mielina G-ratio
fibras (-10%)
-10%/mm?) (Lm) (Lm) (um)
1299+253 8,71+0,74 533+0,84 839+082 153+0,09 0,63+0,04
20,26 +2,57 16,64+283 233+0,36 350+035 058+0,05 0,65+0,04
1027 +3,12 269+161 217+048 3,15+083 0,49+0,18 0,68+0,02
1745+230 839+1,18 248+066 342+065 047+004 0,71+0,05
2231+2,45 1092+488 211+021 306+x020 047+0,03 0,67+0,02
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Figura 19: Evaluacion cuantitativa y ultraestructural de la regeneracion nerviosa en la
regién distal del injerto. A.1) Evaluacién de la morfologia general mediante tinciéon con azul de
toulidina (TB). A.2) Imagenes TEM representativas de una seccion transversal. Barra de escala:
A.1) =20 um; A.2) = 10 nm imagenes de bajo aumento y 1 nm imagenes de alto aumento. B) Se
realizé una histomorfometria cuantitativa de los ANDs. B.1) Densidad de fibras; B.2) NUmero total
de fibras; B.3) Diametro del axén; B.4) Diametro de la fibra; B.5) Espesor de la mielina; B.6)
Relacion G (diametro del axon/diametro de la fibra).
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La IT ha evolucionado exponencialmente en los ultimos afios, fabricando
sustitutos cada vez mas biomiméticos con fines de investigacion y especialmente
terapéuticos. A pesar de los avances técnicos en los diferentes procesos de
biofabricacion por IT, la generacion de tejidos y érganos complejos, tales como
los nervios periféricos, no ha sido posible debido a su complejidad estructural y

molecular, por lo que siguen siendo un desafio en este campo.

En este contexto, la generacion de sustitutos nerviosos descelularizados ha
surgido como una alternativa prometedora en la IT neural. Gracias a este tipo de
estrategias se obtienen sustitutos con una MEC especifica del tejido a reparar,
no inmunogénicas. Ademas, esto permite obtener una matriz 3D que mantiene
(en condiciones ideales) las propiedades estructurales, bioquimicas y biolégicas
del tejido nativo. Todo esto contribuye a que estos biomateriales proporcionen
un microambiente Optimo para la regeneracion neural. Sin embargo, todo
proceso de descelularizacion conlleva una alteracion de la estructura y/o
composiciéon de la MEC, pudiendo llegar a comprometer las propiedades

estructurales, biomecénicas y/o biolégica de los mismas [47].

Por todo ello, en la presente Tesis Doctoral se han abordado dos principales
estrategias para la generacién de nuevos sustitutos de nervio periférico mediante
IT que mantengan las propiedades biolégicas nativas del nervio y puedan servir
de fuente alternativa a la reparacion quirtrgica de nervios periféricos. En primer
lugar, se evaluaron los efectos que tiene el entrecruzamiento con el agente
guimico natural genipin en sustitutos de nervio descelularizados con un método
previamente desarrollado en nuestro grupo de investigacion (RS) [98]. Este
estudio ha tenido por objetivo mejorar las propiedades biomecanicas y
estructurales de los sustitutos generados, e incluso con posibles propiedades
antiinflamatorias tras el injerto [166]. En segundo lugar, se desarrollaron tres
nuevos métodos de descelularizacion con el fin de mejorar los resultados de los
estudios previos, ya que el método de RS no se logro eliminar, de forma eficiente,
el contenido de mielina [98]. Estos métodos fueron caracterizados a nivel ex vivo,

y se evalud la eficiencia terapéutica in vivo.

Es importante poner de relieve la importancia que representa el problema de las

lesiones de nervio periférico en nuestra sociedad actual. La incidencia estimada
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de las lesiones traumaticas de NP es de mas de 300.000 casos al afio en Europa
[210] y mas de un millén al afio en todo el mundo [43]. La gran extension de los NP
los hace vulnerables a una amplia gama de lesiones traumaticas [12]. Las
lesiones traumaticas mas comunes son las compresiones, tracciones,
laceraciones, transecciones (incompletas o completas), o la avulsion de las
raices nerviosas [43,67]. Ademas, la diseccidn quirdrgica de canceres primarios o
metastasicos también puede afectar gravemente a la estructura y la funcion de

los NP, creando defectos complejos que deben ser reparados [211].

Como ya ha sido descrito en la presente Tesis Doctoral, la reparacion directa del
nervio periférico es el tratamiento preferido en los defectos nerviosos cortos, y el
autoinjerto nervioso es la técnica gold standard para la reconstruccion de
lesiones graves [12]. Sin embargo, esta técnica es eficaz en aproximadamente el
50% de los casos y existen varios inconvenientes, bien conocidos, que limitan su

uso.

El tratamiento de las lesiones de los nervios periféricos sigue siendo una cuestion
parcialmente resuelta en la cirugia reconstructiva y los sustitutos artificiales,
especialmente los ANDs, aparecen como una de las alternativas mas
prometedoras en este campo [95,96]. En este contexto, el objetivo de este estudio
fue generar nuevos ANDs biocompatibles con propiedades biomecanicas y
estructurales mejoradas. Para ello, se generaron ANDs utilizando métodos de
descelularizacion previamente descritos en la literatura cientifica SD y RS, los
cuales fueron posteriormente tratados con GP como agente quimico
entrecruzante. Este trabajo es uno de los primeros en los que se ha utilizado el
GP como agente quimico para mejorar las propiedades biomecénicas de los
nervios descelularizados y, por lo tanto, se llevd a cabo una completa
caracterizacion ex vivo de sus propiedades histoldgicas, ultraestructurales,

biomecanicas y bioldgicas.

El éxito de las técnicas de descelularizacion, en comparacion con los procesos
convencionales de biofabricacion de IT, radica en la posibilidad de generar
matrices acelulares no inmunogénicas, biocompatibles y pro-regenerativas de
tejidos especificos [91]. Sin embargo, esta bien documentado que los métodos

de descelularizacion tienen un impacto irreversible en la composicion molecular
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e incluso en la estructura de la MEC restante [47,96,98]. En el caso de los ANDs,
el método de SD es uno de los mas utilizados para este fin, se considera un
meétodo clasico y de referencia en la literatura [96]. Esta técnica basada en
detergentes combina el uso de desoxicolato de sodio (SDC) al 4% y Tritén X-100
al 3%, lo que da como resultado una lisis celular y una preservacion de la MEC
relativamente eficientes, presentando ademas una alta biocompatibilidad in vivo
y una Optima regeneracion del tejido nervioso [95,96]. Mas recientemente, nuestro
grupo de investigacioén introdujo el método de RS, utilizado originalmente en la
descelularizacion de tejido cardiaco [196], para generar ANDs. Esta técnica
combina el 1% de Tritdn X-100 con un tratamiento enzimatico (ADNasa, ARNasa
y tripsina), lo que da como resultado una descelularizacidén y una preservacion

de la MEC mas eficientes que el procedimiento convencional de SD [98].

En este caso, la determinacion del contenido de ADN, la histologia y los analisis
mediante microscopia electronica de barrido confirmaron las diferencias entre
los métodos SD y RS. En efecto, la técnica de RS dio lugar a un menor contenido
de ADN, y por tanto una descelularizacion mas eficiente. Ademas, el método de
RS mostré una mejor preservacion de la estructura de la MEC, estando estos
nuevos hallazgos en concordancia con estudios anteriores [95,98]. En el presente
trabajo, el tratamiento quimico de los ANDs SD y RS con GP no presento
cambios histolégicos o ultraestructurales notables obteniendo en ambos casos
un patrén histolégico 3D bien conservado. Ademas, los analisis DAPI e
inmunohistoquimicos (S-100, VIM y NFL) confirmaron con precision la eficiente
eliminacién del ADN y de los restos celulares. Curiosamente, la histologia reveld
una reaccion azulada (debida al uso de GP) en el compartimento endoneural de
los grupos RS-GP, especialmente en RS-GP 0,25%, pero esta reaccion no se
produjo en ningun grupo SD-GP. Estos resultados estan probablemente
relacionados con una mejor preservacion de la MEC en los grupos RS vy, en
particular, con la presencia de restos de mielina que se confirmaron mediante el
método histoquimico MCOLL y los analisis mediante MEB. Estos restos de
mielina probablemente induciran el reclutamiento de macréfagos para eliminar
estos restos iniciando un proceso complejo (que podria llevar semanas) que
podria retrasar la regeneracion del tejido nervioso [50,53]. Probablemente, la

presencia de restos de mielina podria ser una explicacion de por qué el uso de
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RS-ANDs en la reparacion de nervios fue comparable, pero no superior, a la
técnica de autoinjerto [95]. Otros estudios deberan determinar las implicaciones
de la presencia de restos de mielina dentro de los nuevos RS ANDs

entrecruzados con GP en la reparacion de nervios.

En cuanto a los analisis histoquimicos y cuantitativos de la MEC, la tincion AB
demostré una reduccidn significativa, pero beneficiosa, de los proteoglicanos con
los métodos SD y RS. Aunque confirma una alteracion de la MEC restante, en el
caso de los ANDs es importante eliminar estas moléculas no fibrilares,
generalmente mediante el uso de condroitinasa ABC [96]. Es generalmente
conocido que los proteoglicanos ricos en GAGs del tipo condroitin sulfato pueden
obstaculizar las sefiales de la MEC, esenciales para la funcion celular, como la
glicoproteina laminina, lo que puede provocar una disminucion, retraso o incluso
una inhibicion de la regeneracion del tejido nervioso [40,96,212]. Ademas, el uso
de GP redujo la reaccién histoquimica de los proteoglicanos. Probablemente, el
GP fue capaz de interactuar quimicamente con los proteoglicanos presentes en
la MEC reduciendo los sitios de unién para el colorante cationico AB. El analisis
histoquimico y cuantitativo de la red de colageno, realizado con tincion
histoquimica de PS, también demostr6 una reduccion significativa y una
organizacion tridimensional de estas fibras de ECM en los ANDs en comparaciéon
con la condicion nativa. La reduccion fue mas evidente con el uso del
procedimiento RS y el entrecruzamiento con GP no dio lugar a cambios
histoquimicos y ultraestructurales dignos de mencién. Como se ha mencionado
anteriormente, la laminina juega un papel clave durante la regeneracion del
nervio periférico, esta glicoproteina de la membrana basal apoya la migracion de
las CS, la proliferacién y el proceso de crecimiento axonal [33,213]. Por lo tanto,
se recomiendan métodos de descelularizacion que preserven adecuadamente
estas glicoproteinas [40]. En este estudio, el andlisis inmunohistoquimico de la
laminina demostro que el procedimiento de RS dio lugar a una preservacion y
organizacion tridimensional de esta glicoproteina en el compartimento
endoneural considerablemente mejor que el procedimiento de SD, no viéndose

afectado por el tratamiento posterior con GP.

Desde el punto de vista estructural y/o molecular, nuestros nuevos ANDs
tratados con GP, especialmente los generados con el método RS, podrian
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proporcionar sefiales fisicas y moleculares para el microambiente regenerativo
del nervio, ademéas de facilitar su manipulaciéon e implantacion durante la
reconstruccion del nervio [40,47,96,212]. En este estudio, el ensayo de traccion
confirma que los nervios nativos son 6rganos biomecéanicamente delicados y sus
propiedades biomecéanicas se vieron moderadamente afectadas por ambos
procedimientos de descelularizacion, especialmente los generados con el

meétodo SD, que eran mas rigidos como se demostré previamente [98].

Para compensar el detrimento biomecanico causado por el proceso de
descelularizaciéon, los ANDs de SD y RS fueron entrecruzados con GP. Este
compuesto es un glucosido iridoide natural aislado del fruto de Gardenia
Jasminoides [214] y a menudo utilizado para mejorar las propiedades
biomecanicas de los biomateriales en TE [30,156], incluyendo los conductos guia
para la reparacion de nervios [166].

En este sentido, el uso de GP en los ANDs resulté en una mejora significativa de
la resistencia biomecdanica a la fractura manteniendo un rango adecuado de
propiedades viscoelasticas (Médulo de Young) y de deformacién (tension a la
fractura y extension). Estos resultados de los RS ANDs entrecruzados con GP
fueron considerablemente mas favorables y comparables a los de los nervios
nativos, donde no se obtuvieron diferencias significativas entre ambas
concentraciones de GP utilizadas. Ademas, nuestros resultados sugieren una
relacion entre el grado de preservacion de la MEC y las propiedades
biomecanicas de los ANDs generados. De hecho, en el caso de SD, el aumento
de la rigidez podria atribuirse al uso de del detergente SDC, que disminuyd
considerablemente el contenido de proteoglicanos y, por tanto, la tasa de
hidrataciéon de los mismos, pero preservé una red de colageno abundante. En
este contexto, el GP podria reaccionar espontdneamente con los grupos aminos
primarios de las fibras de colageno restantes a través del mecanismo de
entrecruzamiento de imidas, como se sugirié anteriormente [215,216]. Ademas, la
caracterizacion a la traccion de nuestros ANDs registré valores biomecanicos
considerablemente mejores que otros sustitutos nerviosos generados mediante
IT por nuestro grupo de investigacion [33]. Desde el punto de vista biomecanico,
nuestros resultados sustentan la idea de que nuestros novedosos ANDs de RS
entrecruzados con GP tienen un rango de propiedades biomecanicas muy
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similares a las de los nervios nativos, lo que los hace adecuados para su
potencial uso en la reparacion nerviosa. No obstante, y a pesar de los resultados
positivos, es necesario optimizar nuevos protocolos que logren eficazmente

eliminar el componente celular y mielinico caracteristico del tejido nervioso.

En la actualidad, los avances técnicos en IT permiten disefiar y generar sustitutos
3D muy complejos para la reparacion y sustitucion de tejidos. Sin embargo, la
mayoria de ellos se basan en el uso de biomateriales sintéticos que son menos
biocompatibles y carecen de propiedades pro-regenerativas [217]. En este
contexto, los ANDs estan compuestos por una MEC natural con moléculas pro-
regenerativas bien conocidas, como el colageno y la laminina, que no se vieron
afectadas estructuralmente por el tratamiento con GP. En general, el uso de
agentes citotoxicos durante el proceso de descelularizacion podria tener un
impacto en la biocompatibilidad de los ANDs [40,47]. En este estudio comparativo,
los analisis de la interaccion célula-biomaterial confirmaron que un alto nimero
de rADMSCs viables y metabdlicamente activas fueron capaces de adherirse,
crecer y adquirir una morfologia alargada dentro de nuestros ANDs. Se
obtuvieron resultados aun mejores cuando los ANDs se generaron con el método
RS, estando estos resultados en concordancia con los hallazgos histolégicos y
hematolégicos previos de un reciente estudio in vivo [95]. El tratamiento con GP,
disminuyé ligeramente la viabilidad celular y la funcionalidad de las rADMSCs
cultivadas dentro de estas matrices, particularmente cuando se utilizé el 0,25%
de GP. A pesar del impacto del GP en la funcionalidad celular, los resultados
generales fueron considerablemente aceptables y mejores cuando los RS-ANDs
fueron entrecruzados con 0,10% de GP. Estos andlisis sefialan que el método
de descelularizacibn es un factor determinante en las propiedades de
biocompatibilidad de los ANDs generados, que puede verse afectado ademas
por el agente de reticulacion utilizado. La reduccion de las propiedades
biol6gicas de los ANDs entrecruzadospuede estar relacionada con los cambios
moleculares inducidos por el GP en la MEC remanente (reduccion de los sitios
de interaccion célula-MEC) o con cierto grado de citotoxicidad. En este sentido,
podrian ser necesarios mas estudios para determinar si esto se debe a un efecto
citotoxico del GP o si las células necesitan un periodo de adaptacién mas largo

para poder crecer dentro del nuevo microambiente 3D, como se ha observado
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tras la modificacion de las propiedades estructurales de otros biomateriales [36].
No obstante, el uso potencial de estos nuevos ANDs entrecruzados con GP en la
reparacion de nervios esta respaldado por estudios anteriores en los que los
biomateriales entrecruzados con GP se utilizaron con éxito in vivo, presentando
un grado aceptable de biocompatibilidad y regeneracién de los tejidos tratados
[151,157,165,218].

Basandonos en los resultados generales obtenidos en este estudio, planteamos
la hip6tesis de que nuestros ANDs entrecruzados con GP podrian representar
una alternativa prometedora en la reparacion de nervios. Estos nuevos
sustitutos, al igual que los ANDs convencionales, podrian generarse a partir de
una amplia gama de nervios donantes. Ademas, el uso de GP podria mejorar
la bioestabilidad de estos ANDs generados, como se demostré previamente en
otros tejidos descelularizados [159,219,220] y mantenerse almacenados en
condiciones estériles hasta su uso, solventando dos desventajas presentadas
por los autoinjertos, la disponibilidad de material y las necesidades anatomicas

del injerto [42].

En comparacion con los aloinjertos nerviosos, que tienen un alto riesgo de
rechazo o respuesta inmunolégica, nuestros ANDs son considerablemente
menos inmunogénicos debido a su eficaz grado de descelularizacion. Ademas,
el tratamiento posterior con GP, podria proporcionar propiedades
antiinflamatorias a nuestros injertos, como han demostrado previamente otros
autores [165,166]. Ademas, los ANDs entrecruzados tienen mejores propiedades
biomecanicas en comparacion con las convencionales, lo que las hace mas
faciles de manipular y suturar. Una vez implantados, su mayor resistencia y su
adecuada flexibilidad podrian ayudar a reducir el dafio biomecénico a los tejidos
en regeneracion y circundantes, a menudo causado por los dispositivos
biomédicos rigidos [12,221], Ademas, sus propiedades viscoelasticas podrian
disminuir el riesgo de tension, rotura o compresion postquirdrgica que se ha

observado con el uso de conductos nerviosos [198,222].

Estos nuevos ANDs, especialmente los generados con el protocolo de RS y
tratados con GP, estdn compuestos por una ECM natural especifica del tejido

con una red de colageno bien conservada y tubos endoneurales compuestos por
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laminina y colageno que apoyan su futuro uso en la reparacién y regeneracion de
nervios. Ademas, las mejoras obtenidas con el GP podrian contribuir a mejorar
la estabilidad fisica, estructural y/o biolégica de los ANDs una vez almacenados.
No obstante, todavia es necesario determinar las condiciones Optimas de
almacenamiento a largo plazo de estos productos terapéuticos.

A pesar de los resultados positivos conseguidos con el protocolo de RS, su
evaluacion de regeneracion in vivo no logro superar la eficacia del autoinjerto,
pudiendo deberse a la ineficiente eliminacion de mielina por este método [95]. Por
ello, en nuestro grupo de investigacién creimos en la necesidad de optimizar
otros protocolos de descelularizacion que pudieran solventar este problema
preservando la MEC y sus biomoléculas esenciales para la regeneracion como

es el caso de la laminina.

En este sentido, en el segundo estudio se presenta una caracterizacion
histoldgica, ultraestructural, bioquimica, biomecanica y de biocompatibilidad de
los AND con tres nuevos métodos de descelularizacion se compararon con el
meétodo clasico de SD [96], como se hizo en el estudio anterior. Estos métodos
tienen por objetivo mejorar los resultados obtenidos por el método desarrollado

previamente (RS).

Es por ello, que en este trabajo intentamos optimizar el proceso de
descelularizacién del nervio utilizando diferentes concentraciones del detergente
no ioénico Tritdn X-100 y de los detergentes idnicos SDS y SDC, con el fin de
destruir y eliminar el material celular y los glicosaminoglicanos de condroitin
sulfato, que interfieren negativamente en el proceso de regeneracion axonal
[109], causando el minimo impacto en la MEC. Dichos detergentes se utilizaron
en combinacion con una mezcla enzimatica (ARNasa y ADNasa) o una solucién
de acido peracético (PAA) al 3%, en el caso del método P3, para intentar eliminar

los restos de &cido nucleico que pudieran producir una respuesta inmune.

En primer lugar, como se hizo anteriormente, el objetivo principal de la
descelularizacién de tejidos es generar matrices naturales que no sélo no
presenten material nuclear, sino que tampoco contengan restos citoplasmaticos.

Por lo tanto, la eficacia de los diferentes métodos de descelularizacion se
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confirm6 mediante varios ensayos histoquimicos (HE, DAPI, MCOLL),
inmunohistoquimicos (S-100, NFL y VIM), ultraestructurales (MEB y MET) y de
cuantificacion del ADN. Los resultados del contenido de componentes celulares
en todas estas evaluaciones fueron en general satisfactorios en los métodos
novedosos (P1, P2y P3) y en el clasico (SD), excepto en el caso de la proteina
citoesquelética NFL, que se conservo parcialmente después de todos los
procedimientos de descelularizacion, lo cual se explica por su alta resistencia a
la degradacion por detergentes [223]. Sin embargo, SD fue el Unico grupo que
presentd sefiales positivas visibles de restos de ADN en la tincion con DAPI y
este hecho estuvo en concordancia con el valor significativamente mayor
obtenido en la extraccion y cuantificacion de ADN en comparacion con los otros
grupos descelularizados. Ademas, observando los resultados de la extraccion de
ADN, el intento de sustituir el uso de nucleasas por otros reactivos mas baratos
como el PAA en P3, que podria proporcionar una ventaja sustancial en la
posterior produccion a escala industrial, no logré la eficacia de las enzimas
cuando se compar6é con el método analogo P2, pero tampoco cuando se
comparé con el método de descelularizacion més suave P1. Esta disminucion
significativa del contenido de ADN, utilizando incluso un protocolo menos
agresivo con menor concentracion de detergentes, puso de manifiesto la
importancia en el uso de la enzima en los procedimientos de descelularizacion
como se ha descrito anteriormente [97,120]. Otro aspecto a tener en cuenta es la
eficiente eliminaciéon de mielina en todos los grupos experimentales observada
en el método MCOLL y confirmada por las imagenes ultraestructurales de MEB,
que fue uno de los principales aspectos de mejora respecto al anterior método
de descelularizacion de Roosens et al. [98] y que podria tener un efecto inhibidor

en la regeneracion axonal [95,170].

En segundo lugar, se evalu6 el impacto de los procedimientos de
descelularizacion en la conservacion de la MEC y las biomoléculas con
importante relevancia en la regeneracion. La evaluacion de los sGAGs mostro
una disminucion significativa en la histologia cuantitativa en las capas
endoneurales y peri-epineurales y también en el ensayo bioquimico Blyscan
después de los procedimientos de descelularizacion en P2, P3 y especialmente

en SD, pero no en el P1. Este hecho, podria explicarse debido a la mayor
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concentracion de SDC utilizada en los grupos mencionados en comparacion con
el P1, tal y como se hipotetizé previamente [98]. Esta eliminacion de
proteoglicanos como el condroitin sulfato esta bien referenciada como
beneficiosa para el crecimiento axonal y la regeneracion nerviosa, asi como la
preservacion de la otra proteina no fibrilar laminina [40,96,212] que presento una
mejor conservacion en los tres nuevos protocolos probados que el grupo SD. En
referencia a la estructura colagena de la MEC resultante tras la
descelularizacion, la evaluacién histoquimica del PS mostré una considerable
buena conservacion de la red fibrilar 3D en las diferentes capas histologicas en
todos los grupos descelularizados, excepto en P3 en el que la estructura
colagena sufri6 un fendmeno de condensacién que se correspondié con una
tincibn mas intensa en las capas externas. Este fendmeno de condensacion en
P3 fue también evidente en el engrosamiento de los tubos endoneurales en las
imagenes de MEB, por lo que hipotetizamos que podria ser producido por la
desnaturalizacion acida de la estructura de colageno por el paso de PAA al 3%.
Ademas, las imagenes ultraestructurales de MET mostraron la destruccion del
coldgeno endoneural en los grupos P3 y SD, mientras que P1y P2 presentaron

una mejor conservacion.

En tercer lugar, la eliminacién de ciertos componentes de la MEC por los
diferentes procedimientos de descelularizacién podria estar asociada a cambios
en las propiedades fisicas de los ANDs generados. El ensayo de transparencia
revelé macroscépicamente que el grupo SD fue el que mas componentes perdio
en comparacion con los otros grupos descelularizados y presentd los valores
mas altos (aunque no de manera significativa) de rigidez en el ensayo de traccién
(tension a la rotura y modulo de Young). Este hecho, al igual que en estudio
anterior, podria explicarse por la eliminacién de los proteoglicanos altamente
hidratados como los sGAGs. Asi pues, es importante destacar que los ANDs
obtenidos con nuestros novedosos métodos no se diferenciaron de los nervios

nativos en los resultados biomecanicos obtenidos.

Como se ha descrito previamente, el uso de agentes citotOxicos como
detergentes durante la descelularizacién podria tener un efecto negativo en la
biocompatibilidad de los sustitutos generados. En este trabajo, los ensayos de
citocompatibilidad determinaron que los diferentes ANDs producidos son
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capaces de promover la adhesion, el crecimiento de numerosas rADMSCs

viables y metabdlicamente activas que presentan una morfologia estrellada.

En resumen, en este segundo estudio realizamos una extensa caracterizacion in
vitro de tres protocolos novedosos que posteriormente se utilizaron para reparar
una lesién nerviosa o de 10 mm de nervio ciético de rata y comparados con el
método de descelularizacién clasico de SD. Todos los ANDs generados
presentaron una eficiente eliminacion de material celular y mielina, una lamina
basal de laminina bien conservada y una red de colageno (excepto P3) sin
alteracion significativa de los parametros biomecénicos y buenas propiedades
de biocompatibilidad. Debido a esto, protocolo P3 fue descartado para el estudio

de regeneracion in vivo.

Por tanto, el Gltimo estudio presentado en esta Tesis Doctoral se corresponde
con la evaluacién in vivo de la eficacia de regeneracion nerviosa de los nuevos
AND generados mediante los métodos Pl y P2 mediante analisis clinico-
funcional, hematoldgico, morfométrico muscular, histologico, histomorfométrico
y ultraestructural. Ademas, en este estudio se compararon los resultados de las
diferentes pruebas con el método clasico SD y con el autoinjerto (AUTO) como

técnica actual de referencia.

Las evaluaciones clinicas y funcionales son una piedra angular en el control de
calidad de la regeneracion de los nervios periféricos [12,202]. En general, el nervio
ciatico de la rata, como modelo de regeneracion, se asocia al deterioro funcional
gue suele desarrollar un grado variable de autotomia, desde la simple pérdida
de la ufia hasta la mutilacion extensa de todo el pie [224]. En este trabajo, el
porcentaje de animales que presentaron una 0 mMAas amputaciones fue
consistente con el porcentaje total de dedos amputados en todos los grupos,
siendo el AUTO y el P2 los grupos que presentaron menor grado de autotomia
siguiendo por el P1 y el SD. Segun la literatura, la autotomia podria estar
relacionada con un mayor desarrollo de parestesias y pérdida sensorial [224-226].
En consecuencia, en nuestro estudio no solo el grado de autonomia observado
en los grupos operados parece estar inversamente correlacionado (pero no
significativamente) con la recuperacién sensorial obtenida por la prueba del

pellizco, sino también con un mejor resultado de la extension motora de los
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dedos. Sin embargo, en el caso del test SFI de recuperacion motora esta
tendencia no es tan clara, mostrando una recuperacion parcial en todos los
animales operados y obteniendo los mejores resultados en P2 siguiendo al grupo
AUTO, pero no siendo comparable con el grupo control sano como se esperaba.
Estos resultados del SFI de recuperacibn motora de P2 fueron ligeramente
superiores a los de otros métodos de descelularizacion, como nuestro estudio
anterior con el método Roosens [95] y Liu et al. [227]. Sin embargo, algunos
animales fueron excluidos de la prueba SFI debido a que su autotomia no
permitia realizar esta prueba. Este hecho es uno de los principales
inconvenientes relacionados con el modelo de lesién ciatica que puede interferir
en la interpretacion de los resultados de los ensayos de recuperacion funcional
[96,202,224]. En definitiva, nuestros resultados sugieren que la presencia de la
autotomia podria estar relacionada con una menor recuperacion sensitiva y

motora y, por tanto con la regeneracion del tejido nervioso.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en la generacidén de sustitutos de
bioingenieria por ingenieria tisular, es el objetivo de producir la minima respuesta
inmunitaria del huésped tras la implantacion quirargica, que podria interferir en
la velocidad y eficiencia de la regeneracién y recuperacion funcional [12,38]. En
este caso, el aloinjerto descelularizado podria producir una respuesta inmunitaria
del huésped por una eliminacién incompleta del material celular o por la
presencia de restos quimicos residuales, como residuos enzimaticos,
detergentes o acidos utilizados en la descelularizaciéon o en el procedimiento de
esterilizacion posterior [40,47]. Por lo tanto, en este estudio se realizé un analisis
hematoldégico como método preciso y cuantitativo contrastado para evaluar la
respuesta inmunitaria del huésped en el trasplante de 6rganos como los injertos
de nervios periféricos [207]. La evaluacién analitica de los resultados de las
células sanguineas como los eritrocitos (RBC, HGB y MCV) presenté un
aumento leve pero no significativo en todos los grupos de ANDs en la mayoria
de los parametros como se ha descrito previamente [95], a excepcion del HGB
que disminuyod significativamente en SD y AUTO respecto al grupo CTR que
podria estar asociado a la respuesta fisiolégica del huésped a las intervenciones
quirdrgicas. En el caso de los parametros leucocitarios (WBC, LYM, MXD, y

NEUT), las Unicas diferencias significativas entre los grupos CTR y los operados

126



fueron una disminucién del MXD y un aumento del porcentaje de NEUT en los
grupos AUTO y P2 gque observando el resultado clinico-funcional, histologico e
histomorfométrico podria estar asociado a la remodelacion tisular activa en el

propio proceso de regeneracion.

Ademas, se evaluo el perfil bioquimico de los diferentes grupos de estudio para
tratar de identificar afecciones o disfunciones organicas o sistémicas tras el
implante de los ANDs utilizados. En este estudio no hubo diferencias
significativas entre los resultados de los grupos operados y del CTR en los
parametros asociados al higado, rifion, lipidos y pancreas, lo que sugiere que los

ANDs utilizados son biocompatibles y seguros para ser implantados.

Por ultimo, la enzima creatina quinasa (CK) se utiliza habitualmente como
indicador de disfunciéon o dafio muscular, pero la reduccién de la CK en los
plasmas por debajo de los valores normales podria estar asociada a la reduccion
de la masa muscular [228]. Por lo tanto, la disminucion significativa de los valores
de CK de AUTO y P2 respecto al grupo CTR podria estar asociada a la reduccion
de masa muscular antes mencionada, mientras que los de SD y P1 no podrian
diferir del grupo CTR debido a un posible aumento de la enzima producida por el
musculo dafiado que no se regenera y que compensa los niveles de enzima
generados por la atrofia en estos grupos. No obstante, existen pocos datos
publicados al respecto y es preciso realizar mas investigaciones relacionadas
con las variaciones en los valores de CK en sangre y su relacién con el proceso

de regeneracion neural periférica.

La evaluacion de la recuperacion de la funcion muscular es una de las principales
valoraciones del progreso de la regeneracion nerviosa. La falta o la incompleta
inervacion fisiolégica en el masculo provoca pérdida de peso y funcionalidad,
también llamada atrofia [96]. En consecuencia, un aumento del peso y la tension
del masculo muestra la adecuada reinervacién del injerto, que es capaz de
transmitir estimulos eléctricos al musculo objetivo [229]. En nuestro estudio, todos
los grupos operados sufrieron una evidente pérdida de peso general en el lado
de la lesion que puede analizarse en detalle tras la evaluacion de los principales
musculos inervados por el nervio ciatico en cada grupo, el gastrocnemio y el tibial

anterior. La menor atrofia en todas las mediciones realizadas se mostr6 en el
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grupo AUTO, como era de esperar, siendo significativamente diferente a todos
los grupos ANDs. Sin embargo, no se encontraron otras diferencias significativas
entre los grupos descelularizados, obteniéndose resultados comparables entre

ellos.

La histologia se considera uno de los controles de calidad mas utiles y precisos
en la regeneracion del tejido nervioso tras la reparacion del nervio periférico,
incluida la evaluacién de la regeneracion axonal a lo largo de los sustitutos
descelularizados [12,58]. En este estudio, las evaluaciones histoldgicas
confirmaron evidentemente un proceso de regeneracion del tejido nervioso
consistente y activo en la parte central de todos los nervios operados después
de 15 semanas. En todos los grupos del estudio, se observaron diferentes grados
de remielinizacién mediante el método histolégico MCOLL, que confirma la
interaccion funcional Schwann- axon [53], y esa informacion fue corroborada con
la deteccion de inmunotincion de CS (S-100) y de axones maduros regenerados
(NFL). En cuanto al patrén histolégico, el proceso de regeneracion nerviosa se
desarroll6 de forma méas compartimentada en los grupos AND, siendo mas
evidente la generacion de conos de regeneracion separados en los grupos SD y
P1 mientras que el grupo AUTO presentd una organizacion mas homogénea. De
hecho, el coldgeno endoneurial tefiido en el método MCOLL sugirié la presencia
de tejido fibrético en el grupo SD que podria afectar al crecimiento axonal como
se ha descrito previamente [95]. Ademas, el grupo P2 fue el que presentd un
patrén de regeneracion mas similar al del grupo AUTO, evaluando la distribucion
de la sefal positiva de mielina, NFL y S-100, pero no comparable con los nervios

sanos, donde el tamafio de los axones y las vainas de mielina eran superiores.

El analisis histomorfométrico se ha convertido en uno de los controles de calidad
clave para determinar de forma objetiva y cuantitativa la eficacia de la
regeneracion nerviosa de las diferentes estrategias utilizadas en la reparacion
de los nervios periféricos [58,230]. En este estudio se evalud la cuantificacion de
los parametros nerviosos mas utilizados en la parte distal para valorar como
transcurria el proceso de regeneracion de los diferentes injertos utilizados. De
hecho, todos los grupos operados presentaron los fendémenos de
microfasciculacion convencionales con una mayor densidad y numero de fibras
nerviosas pero con menor diametro y vainas de mielina mas finas que los nervios
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sanos, como se desarrolla cominmente después de una lesion nerviosa
periférica [53,96,230,231]. Los nuevos métodos descelularizados generados (P1y
P2) presentaron resultados significativamente superiores en densidad y numero
total de fibras al grupo SD clasico, pero sélo P2 presento resultados similares al
grupo AUTO. Sin embargo, el nuevo axon y la fibra generada no adquirieron el
diametro previo a la lesidbn como se esperaba. [230,231]. Estas observaciones
estaban en correlacién con las imagenes MET de la parte distal del injerto.
Ademas, las imagenes de azul de toluidina del grupo SD mostraron una
infiltracion inflamatoria en la parte endoneural, nuestra hipétesis es que este
efecto podria ser producido por los residuos citoplasmaticos y de mielina
observados en las imagenes de MET en la caracterizacion in vitro previa o por

restos quimicos debido a la alta concentracion de los detergentes utilizados.

En resumen, en funcién de la caracterizacién previa ex vivo, se seleccionaron
P1y P2 para evaluar su eficacia regenerativa y compararla con las técnicas de
SD y autoinjerto en una lesion ciatica critica de rata de 10 mm después de 15
semanas. Todos los grupos operados presentaron una recuperacion motora y
sensitiva parcial, como era de esperar debido al tiempo de andlisis, que estuvo
en correlacion con los resultados histologicos, histomorfométricos vy
ultraestructurales de la regeneracion nerviosa. Finalmente, los resultados
globales confirman que el protocolo P2 fue el mas eficiente, con un perfil

comparable, pero no superior al autoinjerto nervioso.

Por otro lado, los métodos de descelularizacién descritos en la presente Tesis
Doctoral podrian ser optimizados para su uso en otras aplicaciones de la IT,
como es la piel. Histolégicamente, la piel contiene una MEC muy abundante, lo
que la convierte en un o6rgano idéneo para ser sometido a protocolos de
descelularizacién tisular. Las matrices dérmicas generadas mediante
descelularizacién podrian ser de gran utilidad en la reparacién de defectos de
piel, como sustrato estructural para la generacion de nuevos sustitutos de piel

artificial, o incluso para su posterior solubilizacién e impresion 3D.

En conclusion, los resultados obtenidos con los diferentes ANDs presentaron un
buen grado de regeneracion funcional y tisular, aunque no superando el actual

estandar de referencia, la técnica del autoinjerto. Por lo tanto, todavia son
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necesarios mas estudios para identificar y aportar las propiedades estructurales
y biomoleculares criticas que aporta el autoinjerto nervioso y que potencian la
regeneracion del tejido y la inervacion muscular de forma mas eficaz en un
periodo de tiempo reducido. En este sentido, para mejorar los resultados
obtenidos e intentar alcanzar los resultados del autoinjerto, las investigaciones
futuras deben de intentar potenciar los sustitutos descelularizados mediante la
funcionalizacion de estas matrices naturales no inmunogénicas con ceélulas

madre mesenquimales o biomoléculas pro-regenerativas [96,232-234].

130



IX CONCLUSIONES
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1. VERSION EN ESPANOL

De los resultados obtenidos en la investigacion realizada en la presente Tesis

Doctoral, se pueden obtener las siguientes conclusiones:

1. Eldesarrollo de la presente tesis doctoral permitié elaborar, mediante nuevos
métodos de descelularizacion tisular y crosslinking quimico con genipin,
nuevos aloinjertos de nervio periférico descelularizado para su uso en
protocolos de ingenieria tisular.

2. La utilizacion de genipin, un agente quimico natural, demostro ser un método
eficaz para mejorar significativamente las propiedades biomecanicas de los
sustitutos neurales descelularizados generados por los métodos de Sondell
y Roosens. Ademas, el tratamiento con genipin de las matrices generadas
no resulto en una alternacion de la organizacion tisular 3D del nervio. Sin
embargo, el tratamiento con genipin mostré un impacto moderado en las
propiedades de adhesion y funcién celular ex vivo. La eficacia terapéutica de
los sustitutos neurales descelularizados y tratados con genipin debera ser
determinada in vivo en estudios futuros.

3. El andlisis ex vivo de los nuevos protocolos de descelularizacion neural
demostraron un alto grado de eficacia en la eliminacién del componente
celular y contenido de mielina. El andlisis biomecanico, mostré diferencias
leves tras la descelularizacion neural, las cuales no fueron significativas. En
lo que respecta a la preservacion de los componentes de la matriz
extracelular, el andlisis histoquimico y bioquimico demostraron una
adecuada preservacion de la matriz colagena y una correcta eliminacion de
los proteoglicanos en los métodos, especialmente en con el método P2.
Finalmente, el analisis biol6gico confirmé un alto grado de adhesién y funcion
celular ex vivo, demostrando la biocompatibilidad de las matrices generadas
sugiriendo la utilizacion in vivo de los sustitutos neurales generados con los
protocolos 1y 2.

4. El andlisis in vivo de la eficacia terapéutica de los sustitutos neurales
descelularizados, generados por los protocolos 1y 2, demostraron la utilidad
de los mismos en la reparacion microquirdrgica de lesiones, de 10-mm de
longitud, en el nervio ciatico de roedores. Estos resultados muestran la
integracion de los sustitutos implantados, los cuales fueron estables y
mantuvieron la continuidad neural durante las 15 semanas de estudio. El
analisis de los aspectos clinicos y funcionales confirmaron claros signos de
recuperacion de las funciones motoras y sensitiva. No obstante, la valoracion
de la masa muscular de las extremidades operadas confirmé un proceso de
recuperacion parcial. A nivel histolégico, no se observé ningun signo de
inflamacion o rechazo a nivel del tejido implantado. Las pruebas
histoquimicas e inmunohistoquimicas confirmaron un activo proceso de
regeneracion del tejido nervioso, el cual se caracterizo por la presencia de
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abundantes células de Schwann, axones neoformados y un proceso de
mielinizacion activo. Estos resultados fueron especialmente favorables tras
el uso de los sustitutos neurales descelularizados generados por el protocolo
2, los cuales fueron comparables, pero no superiores al autoinjerto nervioso.
Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral apoyan el uso
de estos aloinjertos en la reparacion de lesiones estructurales de nervios
periféricos e incluso la adaptacion de estos métodos de descelularizacion a
otros tejidos u 6rganos como la piel. Sin embargo, aun seria necesario
profundizar en el estudio de nuevas estrategias de ingenieria tisular capaces
de mejorar la eficacia de los aloinjertos descelularizados, para intentar
superar el autoinjerto como técnica de referencia.
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2. ENGLISH VERSION

The following conclusions can be drawn from the results obtained in the research

carried out in this Doctoral Thesis:

1. The development of the present Doctoral Thesis allowed the elaboration, by
means of new methods of tissue decellularization and chemical crosslinking
with genipin, of new decellularized peripheral nerve allografts for use in
tissue engineering protocols.

2. The use of genipin, a natural chemical agent, proved to be an effective
method to significantly improve the biomechanical properties of
decellularized neural substitutes generated by the methods of Sondell and
Roosens. Furthermore, genipin treatment of the generated matrices did not
result in an alteration of the 3D tissue organization of the nerve. However,
genipin treatment showed a moderate impact on cell adhesion properties
and cell function ex vivo. The therapeutic efficacy of decellularized and
genipin-treated neural substitutes should be determined in vivo in future
studies.

3. Exvivo analysis of the new neural decellularization protocols demonstrated
a high degree of efficacy in the removal of cellular component and myelin
content. Biomechanical analysis showed slight differences after neural
decellularization, which were not significant. Regarding the preservation of
the extracellular matrix components, histochemical and biochemical
analysis showed adequate preservation of the collagen matrix and correct
removal of proteoglycans in the methods, especially in the P2 method.
Finally, biological analysis confirmed a high degree of cell adhesion and
function ex vivo, demonstrating the biocompatibility of the generated
matrices suggesting the in vivo use of the neural substitutes generated with
protocols 1 and 2.

4. In vivo analysis of the therapeutic efficacy of decellularized neural
substitutes generated by protocols 1 and 2 demonstrated their usefulness
in the microsurgical repair of 10-mm long lesions in the sciatic nerve of
rodents. These results show the integration of the implanted substitutes,
which were stable and maintained neural continuity during the 15 weeks of
the study. Analysis of the clinical and functional aspects confirmed clear
signs of recovery of motor and sensory functions. However, the assessment
of the muscle mass of the operated limbs confirmed a partial recovery
process. At the histological level, no signs of inflammation or rejection were
observed at the level of the implanted tissue. Histochemical and
immunohistochemical tests confirmed an active regeneration process of the
nerve tissue, which was characterized by the presence of abundant
Schwann cells, newly formed axons and an active myelination process.
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These results were especially favorable after the use of decellularized
neural substitutes generated by protocol 2, which were comparable, but not
superior to the nerve autograft. Therefore, the results obtained in this
Doctoral Thesis support the use of these allografts in the repair of structural
lesions of peripheral nerves and even the adaptation of these
decellularization methods to other tissues or organs such as skin. However,
it would still be necessary to further study new tissue engineering strategies
capable of improving the efficacy of decellularized allografts, in order to try
to overcome the autograft as the reference technique.
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