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499 PROCEDEU PENTRU OBTINEREA DE STRUCTURI
TUBULARE FIBROASE MULTILUMEN
PENTRU REGENERAREA NERVILOR PERIFERICI

(57) Rezumat:

Inventia se refera la suporturi tubulare tip canal de
ghidare sau invelis fibros pentru regenerarea nervilor
periferici si la un procedeu de obtinere a acestora.
Suporturile tubulare conform inventiei sunt constituite
dintr-un Tinvelis de gelatind si canale interioare
longitudinale fabricate din gelatind cu concentratiea
cuprinsa intre 50...70%, gelatina fiind extrasa din peste
de apa rece, cu posibilitatea de adaugare a unor
particule de nanodiamant cu concentratie de 0,5% si
1%. Procedeul de fabricare conform inventjei are trei
etape:

1) fabricarea tuburilor fibroase si a nvelisului
fibros prin electrofilare cu controlul temperaturii si a
umiditatii, utilizadnd solutii de gelatind de peste cu
concentratii de proteina cuprinse intre 50...70%, cu sau
fara particule de nanodiamant, utilizdnd colectori
cilindrici metalici cu diametre convenabile si aplicand o
migcare paraleld a acului de injectare a solutiei/dis-
persiei pe toata lungimea colectorului,

2) stabilizarea structurilor fibroase pentru a
preveni dizolvarea in mediul fiziologic, prin reticularea
proteinei din structurile fibroase tubulare direct pe

colector, urmata de reticularea mesei dupa rularea
acesteia pe tuburile dispuse intraluminal, si

3) dimensionarea si asamblarea structurilor,
astfel incat sa se poata fabrica substituenti nervosi cu
arhitectura dorita, similaréd cu cea obtinuta din analiza
imagistica a nervului lezat, pentru realizarea substitu-
entilor tip tub de ghidare multicanal:

a) tuburile cu diametre potrivite se insereaza
intr-un tub manta realizat din gelatina de peste, mai
lung cu 5 mm decét canalele interioare si cu lungime
mai mica cu 1 mm la ambele capete fatd de lungimea
defectului nervos, iar

b) in cazul invelisului umplut intraluminal cu
canale, tuburile cu lungime mai micad cu 1 mm la
ambele capete decét defectul nervos sunt aranjate
impreund, iar apoi manuchiul se acopera cu 0 mesa
fibroasé de gelatind de peste, mai lungd cu 5 mm la
ambele capete.
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Figuri: 9
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Procedeu pentru obtinerea de structuri tubulare fibroase multilunen pentru

regenerarea nervilor periferici

Inventatori: Elena Oliret, Izabela-Cristina Stancu, Horia lovu, Sorina Dinescu, Marieta

Costache

DESCRIERE

Incidenta crescuta a leziunilor de la nivelul sistemului nervos periferic precum si efectul
acestora asupra calititii vietii au dus dezvoltarea produselor de tip conduct care si ajute procesul
de regenerare a nervilor [1]. In prezent. standardul de aur este inca reprezentat de autogrefe a
clror utilizare inregistreazd cea mai mare ratd de succes (30%), urmate de alo- si xeno-grete
[2]. Cu toate acestea, dezavantajele precum disponibilitatea redusd, morbiditatea zonel
donatoare, necesitatea unor interventii chirurgicale suplimentare sau necesitatea administrarii
de imunosupresoare n cazul alo-/xeno-gretelor, reprezintd de asemenea motive serioase penitu

dezvoltarea de produse artificiale biocompatibile cu dunensiuni ajustabile.

Prima generatie de astfel de dispozitive este reprezentatd de tuburi neresorbabile de
silicon 3] care in cele din urmad necesitau o a doua interventie pentru inlaturare [4]. De atunct,
numeroase alte materiale atdt naturale (colagen de up |, faminind, fibroind, acid hialuronic,
chitosan, alginat, polihidroxibutirati erc.) cat si sintetice (polilactida. acid poliglicolic,
policaprolactond, alcool polivinilic) sau compozite (in general polimerii naturali sunt cei
ranforsati ¢u nanoparticule de sticld, carbon sau nanoparticule cu proprietdti magnetice ofi

electrice) au fost formulate ca tuburi pentru regenerarea nervilor periferici.

Peniru a obtine structuri tubulare, principalele tehnici de fabricare sunt: turnarea in
matritd, acoperirea unul suport prin imersare inir-o solutie, rularea unor filme sau membrane.
impletive sau fesere si electrofilare. Desigur, procesul de fabricare poate implica si o combinatie,
in general a doua astfe] de tehnici. In ultimii ani, pentru fabricarea de tuburi se foloseste si

printarea tri-dimensionald (3D [S][6].

In functie de matenalele si tehnicile de fabricare alese, produsele tubulare sunt
caracterizate de anumite proprietati, Pentru un succes cat mai apropiat de cel al standarduln de

aur, un astfel de conduct trebuie sd indeplineasca cel putin urmitoarele caracteristici: trebuie s |y

fie biocompatibil, sa asigure captarea capatului proximal si distal al nervulut fezat, 53 asigure
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difuzia oxigenului si a nutrientilor in zona de regenerare, sd asigure stabilitatea mecanici. Ideal,
produsul {rebuie si fie bioresorbabil, @ permitd inglobarea si eliberarea controlatd a unor
biomolecule si sa prezinte elemente de ghidare celulard [7]. Exista deja o senie de astfel produse
aprobate de citre Food and Drug Administration (FDA). toate fiind biodegradabile iar cele mas

multe fiind fabricate din colagen de tip 1 san avand acest biomatenal in compozitia lor.

Importanta si actuahitatea domeniului de cercetare la nivel mondial este demonstrata st
prin numarul din ce In ce mai mare in fiecare an al publicatiilor stiintifice prin care se incearca
rezolvarea dezavantajelor pe care incd le poseda dispozitivele curente, imbunidtilivea
proprietitilor pentru stimularea unei regenerari nervoase superioare. pentru obtinerea unui
produs cu o eficientd maxima si un raport calitate pref convenabil. astfel incdt sa devind larg
accesibil pentru aplicatit clinice. De aceea, inventiile care vizeazd regenerarea nervilor
periferici abordeaza tie arhitecturi tubulare deosebite, fie compozifit optime sau ambele aspecte.

In continuare sunt prezentate astfel de inventii.

Brevetul US9585666B2 descrie un procedeu de fabricare de conduct nervos prin rularea
unet membrane de policaprolactond obtinutd prin turnare intr-0 matrila previzuid cu eiemente
longitudinale care asigurd formarea unor canale pe suprafata acesteia. Pe supralata orientatd
catre lumenul tubului sunt depuse fibre orientate longitudinal (prin electrofilare) $i membrana
se ruleazd astfel incér in interior sd tormeze o spitald prevazutd cu canalele existente pe
membrana. Inventia exemplificd procedeul si printr-o compozitie policaprolactond-colagen.
Inventia EP2344208B1 descrie obtinerea de conduct cu o arhitecturd stratificatd prin
suprapunerea mai multor filme de policaprolactond-acid polilactic si rularea lor pand cand
capetele se intalnesc si sunt lipite prin incalzire. Un alt brevet care toloseste ca tehnici de
obtinere a structurii tubulare rularea este US20020018799A1. Inventia se referd la obtinerea de
tuburti pentru regenerarea nervilor prin rularea unet membrane BioGide® si lipirea sau suturarea
marginilor ce se intersecteazd. De asemenea, sunt descrise metode de preparare a unor geluri
de colagen I si colagen 1V, pentru umplerea tubului sau pentru acoperirea membranelor fnainie
de rulare. Brevetu] US20190262590A1 descrie obtinerea unui conduct din poliuretant cu
blocuri alternante biodegradabile s hidrofile, prin imersarea unei tije de otel moxidabil Tn
solutiile de polimeri. Conductul este hofilizat si astfel prezintd o arhitecturd poroasa. Inventia
RO1280063B1 prezintd un procedeu de conditionare si reticulare a colagenului de tip | pentru
obtinerea de conduct nervos prin turnarea intre doi cilindri concenirici cu diametru diferit.
Brevetul US19405963B2 descrie tabricarea de conduct nervos biomimetic din gelatind porcina

metacrilata, prin printare 3D. Inventia presupune scanarea tesutului si transterul modelalu 3D

A
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obtinut catre imprimantz. In acest fel poate i printat un conduct nervos biomimetic incarcat cu
biomolecule diferite pentru regenerarea unui defect complex (ce confine o bifurcatie).
US20190070338A1 descrie obtinerea unui hidrogel pe bazd de gelatind bovind metacrilata si
tropoelastind metacrilatd sub forma cilindrica, Lofilizat pentru regenerearea nervilor.
US9017714B2 prezinta o metodd de fabricare a unor structur: tubulare pentru regenerarea
nervilor periterici in defecte mai mari de 40 mn. cu proprietift mecanice. anfi-indoire.
biodegradabilitate si interactiuni celulare imbundtatite, utilizind ruburi fibroase pe bazi de
poliesteri alifatici biodegradabili, impregnate la exterior cu o solutie de colagen cu viscozitate
reduss iar apoi cu solutii cu viscozitate crescutd (pana la 50 de straturi). carora bi se aplici

tratament de reticulate sau liofilizare.

Au fost dezvollate o serie de produse comerciale de tip canal de ghidare nervoasi sau invelis
pentru protejarea nervului lezat (trecute in revistd de exemplu in [8]). De exemplu. produsele
dezvoltate de Integra (Integra® Peripheral Nerve Portfolio, |9] sau Synovis Micro Companies
Alliance, Inc. De exemplu, NeuwraGen Nerve Guide esie singurul conduct din colagen bovin de
tip [ disponibil cu diametru de 1.3mm. considerat de producator ideal pentru nervii de la nivelul
degetelor. De exemplu, la nivelul mainii si articulatiel maini sunt prezenti nervi cu diametre
intre aproximativ 1 mm si 3 mm [10]. Un alt exemplu este produsul NEUROTURE, fabricat

din PGA si recomandat pentru defecte intre § nun s1 30 mm [11].

In acest context se poate observa cd majoritatea solutitlor dezvoltate pentru asistarea
regenerarut nervilor periterici propun metode de fabricare a unor siructuri tubulare cu diverse
arhitecturt, folosind biomateriale aprobate de FDA. pe bazd de polimeri sintetici precum
poliesteri alifatici biodegradabili sau polimeri naturali precum colagenul si se reterd la produse
de asistare a regenerarii pe baza de tuburi pentru ghidare cu un singur lumen. sau invelisuri
polimerice care infagoard defectul nervos generand un micromediu ce permile regenerarea.
Brevetele descrise mat sus au avantajul de a dezvolta produse simple, care ghideaza regencrarea
la nivelul defectului nervos, dar au dezavantajul cd permit dispersarea axonilor, uneori
conducand la un efect nedorit de neuroni motori cu proiectie dubla. pe ramuri nervoase diferite.
Pentru a solutiona aceasta problema, este necesard o noud abordare - cea a conductelor nervoase

multicanal,

Literatura de specialitate {8] st brevetele EP2380601 51 US20110276066A1 enumerd
caracteristicile unui conduct nervos artificial: biocompatibilitate. flexibilitate, biodegradare

ajustabila pentru defectul tratat, suficienta rezistenid mecanici pentru a fnipiedica compresia si

colapsarea structurii, metoda de fabricare a biomaterialului usoard si reproductibila. Inventia se
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referd la fabricarea unui nou tip conduct din colagen, multicanal, utilizdnd un procedeu
secvential de turnare in forma si uscare in aer. Pentru prima datd an fost obtinute in mod
reproductibil structuri tubulare de tip conduct nervos cu canale multiple sub-milimetrice.
Inventia evidentiaza proprietdtile mecanice supericare ale conductului multicanal din colagen
fagd de cel monocanal fabricat cu tehnologie aseméndtoare pentru produsul comercial
NeuraGen®. In plus, foarte important pentru inducerea unei regenerari mai eficiente a nervilot
periferict, prezenta mai multor canale cu orientare longitudinala asigurd o ghidare mai buni
imptedicand dispersarea axonilor in procesul de reinervare. Structurile cu 4 san 7 canale au fost
indicate ca favorizdnd regenerarea. Structurile multicanal prezintd potentialul de reducere
dispersdrii axonilor in interiorul conductului, fard a reduce cantitativ rezultatul regenerdrii.
Procedeul de obtinere de conduct cu multilumen este descris st Tn brevetul US6214021B1.
Aceastd inventie presupune folosirea unei matrite cilindrice din otel inoxidabil, Tn care se
fixeaza fire de otel ioxidabil cu diametre Infre 60 51 SO0 um, ce pot fi aravnjate astfel fncat sa
s¢ obting arhitecturi diterite. Solutia polimerici pe baza de poliestert biodegradabili (pobiactida
(PLA), poliglicolida (PGA) $1 copolimerii lor (PLGA)), esie turnatd in matrita prevazuta cu fire
de otel inoxidabil. Prin lumen a fost circulata o solutie de laminind de concentratie 10 mg/ml

timp de 4 ore, ulterior fiind populat cu celule Schwan intr-o maniera similara.

in plus, electrofilarea s-a dezvoltat ca tehnologic ce poate permite obtinerea de analogi
de tesut ce mimeaza natura fibrilard a mairicei extracelulare 112,13] Substraturile electrofilate
asigura o suprafatd mai mare de contact cu micromedivl tisular, inclusiv cu celulele {131,
Aceastd tehnologie a devenit atractiva peniru regenerare nervoasi, asa cum se aratd in literatura
de specialitate [14,15]. Tehnica de electrofilare este utilizatd in brevetul US9572909B2 pentru
a obtine structurt cilindrice formate din micro- sau macrofibre (in functie de diametru)
cilindrului). Acesti cilindri sunt structuri pline cu fibre orientare longitudinal, ce servesc drept
elemente de ghidare pentru celule, fiind previzuti cu o teacd obtinutd tie prin electrofilare cu
fibre neorientate, sau prin ¢lectropulverizare fie prin imersare intr-un material biocompatibil
avind rolul de a imbunatati rezistenta la compresiune st de a impiedica celulele inflamatorii 33
patrunda in zona de regenerare. Brevetul US9938373B2 descrie metode de electrofilare 2
poli(glicerciului sebacat) combinat cu alti polimeri precum alcoelul polivinilic, gelatina si
PLGA st obtinerea de structuri fibroase 3D peniru diverse aplicatii din domeniul inginerici

tisulare. Brevetul US9707000B2 combina tehnica rulani si tehnica electrofiiarii pentru a obtine

structuri tubulare cu suprafata internd fibroasd. Aceasid inventie porneste de Ia fabricarea unei
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cu o retea de nanofibre cu sau {ard orientare longitudinali. Nanofibrele sunt si ele acoperite cu
biomolecule din matricea extracelulard, precum laminind st heparind. Membrana multistrat este
apoi rulata, iar capetele sunt lipite. Se poate observa ca aceste structuri electrofilate sunt cu un

singur fumen.

in acest context, prezenta inventie se referd la un nou ti p de grefe nervoase fibroase
pentru regenerarea nervilor periferici si fabricarea acestora. Mai exact, inventia se refera
la fabricarea a doud tipuri de substituenti nervosi fibrosi din gelatind: (1) conducte
nervoase de tip tub sau (2) invelisuri nervoase de tip retea fibroasd rulati, ambele
prezentind intraluminal multiple canale de ghidare a regenerdrii. Atdt tubul cat si
fnvelisul rulabil precum si canalele interne sunt fabricate prin electrofilare, utilizind un
proces in 3 etape. Dispozitivele fabricate conform inventiei sunt fabricate din biomateriale
biocompatibile, biodegradabiie si sunt caracterizate de o morfologie nanofibroasa. Canalele
interioare pot 11 fabricate din gelatind sau din gelatind cu elemente nanostructurate precum
nanoparticule de diamant ce stimuleaza activitatea celulelor nervoase avand potentialul de a
induce/incuraja procesul de regenerare nervoasa. De asemenca. procedeul permite obtinerea de
tuburi i invelisurl fibroase de diferite lungimi si diametre, ce pot 11 asamblate personalizat,

aspect neprezentat pana acum in alte brevete.

Procedeul de fabricare presupune 3 ctape. Prima etapd este reprezentata de tabricarea
tuburilor fibroase si invelisului fibros prin clectrofilare, cu countrotul temperaturii st urniditatii.
Se prepara solutie apoasd de gelating sau dispersic de nanoparticule de diamant intr-o solutie
apoasa de gelatina de peste, cu viscozitate medie de aproximativ 0.5 Pa in intervalul de viteze
de forfecare 10" - 10 s si concentratii de proteini 50-70%. Pentru obtinerea de tuburi
nanofibroase au fost utilizati colectori rotativi de diferite diametre (intre 1 st 2 mm pentru
tuburile interioare si intre 2 st 10 mm pentru tubul exterior), iar pentru pentru invelisul fibros
se pot folosi colectort rotativi cu diametre convenabile (de exemplu 2 cm sae 9 cm). S-a realizat
electrofilarea utilizdnd o viteza de rotaie a colectorului in jural axei de 70 rpra pentru g asigura
depunerea tibrelor unitform pe intreaga suprafatd. Pentru a obfine o distributie ¢at mat omogens
a fibrelor pe colector. acul prin care trece solutia/dispersia a avut o miscare paraleld pe toatd
fungimea colectorului. cu o vitezd de 5 mm/s. Parametrii de electrotilare sunt: tensiunea aplicata
20-22 kV, temperatura 25°C, umiditatea relativa 40%, 1ar debitul de injectare ntre 4 51 7 pl/min.
Analiza microstructurald a confirmat obtinerea de substraturi cu fibre omogene, Fara defecte
(Figura 1j,k.]). A doua etapa este o ctapa de stabilizare a structurilor fibroase obtinute pentru

a impiedica dizolvarea gelatinei in medii apoase precum fluidele fizielogice. Astfel de procese
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sunt descrise in literatura de specialitate si se realizeaza cu reticulanti precum aldehida glutarica,
transglutaminaza. carbodiimide etc. Stabilizarea se realizeazd prinir-un proces de teticulare a

gelatinei in atraosferd saturata in vapori de solutie apoasa de aldehida glutarica de concentratie
50% (% masa/volum). timp de 7 zile (Figura 2). Structurile fibroase sunt reticulate direct pe
colector (Figura 2a) evitand astfel defectele structurale ce ar fi apdrut in procesul de detasare
de pe colector, precum si schimbarea dimensiunmilor prin contractare la reticulare, tolesind
metoda descrisd in [15]. Pe scurt, colectorii incdrcati cu substratul fibros obunut prin
electrofilare sunt fixati pe cate un suport, In pozitie verticala, st introdusi intr-un recipient ce
se inchide ermetic si care contine solutie de reticulare astfel incat probele nu intrd in contact cu
solutia (Figura 2b). Dupa ce probele au stat 7 zile in atmosfera saturatd de vapori de aldehida
glutaricad (Figura 2¢), urmeazi o etapé de spalare T apa bidistilata filtrata {cu filire de 0.22pum).
etapd In care tuburile se hidrateazd complet $1 se pot detasa de pe colector usor (Figura 2d).
Etapa de spalare dureazi 4 zile, cu improspitarea apei de 3 ot pe z1 in primele 24 de ore, ar
ulterior apa se schimba o singura datd pe zi. Dupa detasarea probelor de pe colectori, acestea
de dimensioneaza dupd interes (Figura 3a). Se obtin astfel structuri tubulare cu morfologie
fibroasd si diferite dimensiuni (Figura 3b s1 Figura 3¢), ce vor fi ulterior asamblate intr-un
manunchi, astfel incat s3 se obtind arhitecturile dorite (Figura 3d si Figura 3e). Substraturile
fibroase pe bazd de gelatind de peste si gelatind de peste imboghtith cu pano-particuie de
diarnant au fost puse in contact cu o culturd primard de neuroni izolati din radacina dorsala a
nervilor spinali. Pentru a confirma prezenta neuronilor in sistemul fridunesional obtinut, s-a
realizat marcajul acestora cu B-111-tubulind, o formi de tubulind specifica neuronilor. Atdt pe
materialul din gelatina (Figura 3f). dar i pe cel imbogétit cu nanoparticule de diamant (Figura
3¢) a fost evidentiatd prezenta corpilor neuronali si prelungirile dendritice ale acestora. S-a
observat o proporfic mai mare in prezenta gelatinet nanostructurale cu nanodiamant (Figura
3g). Analizele microstructurale au indicat structura fibroasa a peretilor tuburilor, cu orientare
lungitudinald cu axul longitudinal al tubului (Figurile 4. 3 1 6). Etapa a treia. In functic de
arhitectura dorita. diametrul si lungimea tuburilor pot {1 controlate, astfel incdt sa se poatd
fabrica substituenti nervosi cu arhitectura similarid cu cea obtinutd din analiza imagistica a
pervuiui lezat (Figura 7). Pentru varianta de substituent tip tub de ghidare multicanal, wburile
cu diametre potrivite se insereaza intr-un tub manta realizat din gelating de peste, mai lung decit
canalele interioare (Figura 5). Analizele de microtomogratfie computerizata confirma structura
multicanal, cu tuburi fibroase distribuite intraluminal intr-un tub manta (Figurile 4. 5). Pentru
invelisul umplut intraluminal cu canale, tuburile cu lungime egala cu a defectului nervos sunt

aranjate impreuna, iar apoi manunchiul se acopera cu 0 mesa de gelatind de peste fabricatd in

(5
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mod similar, dar folosind un colector metalic cu diametrul mai mare (2 cm sau 9 em). Figurile
4 si 6 sunt relevante in acest sens. In acest mod se obtin substituenti nervosi tibrosi, ncarcati
intraluminal cu canale fibroase ce pot i nanostructurate cu nanoparticule: aceste produse pot fi
personalizate din punct de vedere dimensional pentru defectul nervos vizat. Aceste produse se
hidrateaza rapid (mai putin de 30 nnnute) 1 sunt elastice in stare hidratatd. nestranguléndu-se
la indoire (Figura 8). Acest comportament reprezinid un avantaj importani fatd de tuburile
simple, monocanal, pentru aplicatia clinicd a dispozitivulul, asa cum s-z precizat pentru
dispozitive multicanal din colagen (EP2380601 51 US20110276866A1). Dispozitivele obtinute
sunt fabricate din hiomateriale biocompatibile [15.16], biodegradabile, nanostructurate [ 15.16].
st pot 11 inclrcate cu biomolecule (factort de crestere, peptide de adeziune celulara) care s
stimuleze suplimentar procesul de regencrare. Sterilizarea se poate realiza prin diverse metode
precum incubarea in etanol absolut, expunere la radiatie UV sau oxid de etilena [17].

lnventia este explicatd in detaliu in 7 exemple si 8 figuri, dupd cum urmeaza:

Exemplu 1

In aceastd inventie a fost folosita o solutie de gelatind de pegte de concentratie 50% masa/volum
si nanoparticule de diamant (cu diametrul intre 5 si 10 nm) in concentratie de (.5% masd/volum.
Astfel, cantitatea de nanoparticule de diamant se disperseazad in volumul aferent de api
bidistilatd filtrata prin tratament de ultrasonare timap de 30 de minute. pe baie de gheata. Dupa
cele 30 de minunte se adaugd cantitatea necesard de gelating de peste. sub agitare continud in
baie de apa la 40°C (recipientul este inchis). timp de mimm 4 ore. Dispersia astfel oblinuta se
transferd intr-o seringd cu volumul de 2.5 ml ce se ataseazad la pompa echipamentalui de
electrofilare. Seringa este prevazuta cu tubulatura necesard la care este montat un ac G18.
Colectorul cilindric cu diametrul de 1.6 /2 mm si lungimea de 17 com din otel inoxidabii se
roteste cu viteza de 70 rpm. Tensiune aplicatd este de 22 KV, iar temperatura st umiditatea suni
setate la 25°C respective 40%. Procesul de electrofilare are loc pana cand se atinge volumul de
1 mi solufie electrofilata la un debit de 5 ul/min. Colectorul se demonteaza din echipament si
se introduce Intr-un recipient previzut cu inchidere etansd ce contine 20 ml selutie apoasa de
aldebida glutaricd 50% astfel incéat Hibrele sa nu intre in contact cu solutia. Astfel. timp de 7 zile
are loc reticularea materialului electrotilat in atmostera saturata de vapori de aldehida glutarica.
Acest proces stabilizeazd materialul facandu-1 nedizolvabil in medii apoase. Ulterior. colectorul
cu fibrele reticulate se introduce inir-un alt recipient cu apa bidistilata. tiltrata si se incepe
procesul de spalare timp de 4 zile. In prima zi apa este schimbata de 3 ori. iar apoi apa este

improspatatd in fiecare zi. In aceasta ctapa de spalare, constructul format se hidvateaza,
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gonfleaza si se desprinde usor de pe colector. Dupé ce procesul de spalare este inchetat, tubul
este dimensionat (taiat in tuburi cu hungimile dorite, in cazul de fati 3 cm). Probele astfel
obtinute sunt deshidratate in bai succesive de etanol dupa cum urmeaza: probele sunt imersate
in solutut etanolica de concentratii 20% , 40%, 60%. timp de 30 de minute, apot in solui de
concentrafie  80% si 100% timp de 60 minute. Ultima incubare. in etanol 100% asigurd si
sterilizarea produsului. Ulterior sunt uscate in etuvila 377 timp de 24 de ore si pastrate in vase

Petri Tnchise, in conditit sterile,
Exemplul 2

Procedeul de fabricare este conform celui descris in exemplul 1, cu exceptia concentratiei de
nanoparticule de diamant care in acest exemplu este de 1%. Etapele de stabilizare, spilare,

dimensionare. deshidratare si sterilizare sunt similare celor deserise in exemplul 1.
Exemplul 3

Sunt fabricate tuburi fibroase conform exemplului 1. utilizénd colectori metalici cu diametrul
de aproximativ 300 um. Doud tuburi, cu perete gros de 150 um, sunt obtinute injectand 700 ul,
iar un tub cu peretele de S0um se obtine injectand 350 pl. Pentru un tub manta cu grosimea
peretelul de aproximativ 30 pm, se fabricd un tub din gelatind de peste de concentratie 70%
masd/volum, utilizand un colector cu diametrul 1.6 man $1 injectand 300 pl solufie fu conditiile
de electrotilare din exemplul 1. Tuburile au fost reticulate pe colector conform exemplului 1.
Astfel, 3 tuburi cu lungime de 3 cm, diametre intericare de aproxirnativ 300 pum si perete cu
grosime de 150 pm si de S0 pm sunt introduse in interiorul tubului manta, asttel incat s ramana
in fiecare capat 5 mm exces de tub exterior pentru a permite montarea {prin suturare) pe
bonturile nervului lezat. Acest construct de up tub de ghidare multicanal este prezemtat in

Figura 4a si Figura &.
Exemplul 4

Sunt fabricate tuburi cu mortologie fibroasi conform exemplului 1. Sueplimentar se fabricd o
mesa din gelatina de peste de concentratie 70% maséd/volum. Cantitatea de gelatind de peste
este solubilizata in baie de apa ia 40°C ump de minim 4 ore. Solutia este electrofilata similar
descrierii din exemplu 1. cu exceptia faptului ¢ se foloseste un colector metalic cu diametrul
mat mare. $t anume 2 ¢m si se electrofiieazd un volum total de 1.5 ml. Mesa astel obtinuta se
desprinde de colector, se sectioneazd Jongitudinal, si se toloseste pentru a inveli tuburile

deshidratate obtinute in exemplul 1. Astfel. 5 tuburi cu Jungime de 3 cm st diametru interior de

|

%

~
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2 mm sunt asezate pe mesa fabricatd in acest exemplu si sunt rulate impreund sub formi de
manunchi, astfel incdt sa rimana in fiecare capat 3 mm exces de mesa pentru a permite montarea
invelisului (prin suturare) pe bonturile nervului lezat. Acest construct de tip invelis umplut
intraluminal cu canale, este mai departe reticulat conform procesului de stabilizare descris in

exemplul 1. (Figora 46)
Exemplul §

Procedeul de obfinere a structarilor tip tub de ghidare multicanal similar procedeului descris
in exemplul 4 cu exceptia faptului ca nu este folositd o mesd drept invelis, ¢i un tub manta
fabricat conform procedeunlui din exemplul 1 cu urmatoarele exceptit: (1) a fost folosita o selutie
de gelatind de peste de concentrtic 50% masd/volum; (2) a fost folosit un colector cu diametru
de S mm pentru obtinerea tubului manta. Tubul manta obtinut. este dimensionat astfel incat s
aiba lungimea de 4 cm si este umplut cu 4 tuburi de Jungime 3 cn gt diametru de 2 mm obtinute

conform exemplului 2 (Figura 4b).
Exemplul 6

Procedeul de obtinere a conductului de ghidare tip invelis umplut intraluminal cu canale
similar exemplului 4, cu exceptia faptolui ¢d in wnteriorul invelisului au fost introduse 3 tuburi
de diametre diferite (2 tuburi cu diametrui de 2 mm si an tub cu diametrul de 1.6 mm) obtinute

conform exemplului I (Figura 4c, g).
Exemplul 7

Procedeul de obtinere a conductului de ghidare tip invelis umplut intralominal cu canale
sumilar exempluloi 6. cu exceptia faptului ¢a in interiorul invelisulul au fost introduse 3 tuburt
de diametre diferite (1 tub cu diametrul de 2 mm, un tub cu diametrul de 1.6 mm 51 un b cu

diametrul de 1.4 mm) obtinute conform exemplului 1 (Figura 4d. e).

Avantajele inventiei in raport cu stadiul tehnicii

Aplicarea prezentei inventiei conduce la urmdtoarele avantaje rehnice:

- solutll de ghidare a regenerdrii nervilor periferici

- posibilituiea wunui tratament personalizat pentru regencrarea nervilor periferici, sub jorma
unor tuburi sau invelisuri incdreate cu canale longitudinale proiectate si fabricate pentin a fi
similare cu ramurile nervului pacientului, imitand arhitectura respectivd, dupa o imagisticd

adecvard;
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- uiilizarea acestor produse cu canale fibroase este avantajoasd comparativ cu tuburile simple
monocanal sau invelisurile protectoare simple, intrucdl prin prezenta refelei de fibre se asigurd
o suprafaid mai mare de inferactiune cu celulele, iar daioritd canalelor interne se evitd
strangularea constructului sau dispevsarea axonilor catve ramuri nervoase diferite. ustfel
stimuldndu-sc o mai bund ghidare u regenerarii nervoase,

- prezenta nanoparticulelor de diamant asigura si posibilitatea biofunclionalizarii cu molecule

bioactive precum factori de cresiere ce pot stimula o regenerare nervoasd imbundidiitd.

l
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REVENDICARI
1. Suporturi tubulare tip canal de ghidare sau Invelis fibros, incércate infraluminal cu
canale longitudinale fibroase cu sau firid nanestructurare, caracterizate prin aceea ca sunt
fabricate prin electrofilare, In mai multe etape, invelisul din gelatind de peste de apd rece. cu
concentratie intre 50% st 70%, $1 canale interioare fongitudinale fabricate din gelatind de peste
de api rece, cu concentratie intre 50% si 70% si cu posibilitate de addugare nanoparticule de
diamant (0.5%. 1%,
2. Suporturi tubulare si tip canal de ghidare sau invelis fibros, incireate infraluminal cu
canale longitudinale fibroase si nanostructurate, conform revendicérii 1, caracterizat prin
aceea ca realizeazi o arhitecturd personalizati, pe baza utilizarii de informatii arhitecturale
si dimensionale furnizate prin imagisticd tip tomografie computerizatd a nervului lezat.
3. Suporturi tubulare tip canal de ghidare sau invelis fibros, Incdrcate intraluminal cu
canale longitudinale fibroase c¢u sau fird nanostructurare, conform revendicarvii 1,
caracterizate prin aceea ¢a clementele componente exterware se fabricd prin electrofilare
dimensionand corespunzator atat diametrul cdt st lungimea (prin alegerea colectoruiur cu
dimeunsiuni potrivite). 1ar numérul si dirmensiunile canalelor interne se stabileste in concordanta
cu imagistica specifica nervului de tratat.
4. Procedeu de tabricare a suporturilor tubulare si tip invelis protector multicanal
caracterizate prin aceea ca procedeul implicd 3 etape, constand 1n: (1) tabricarca tuburilor
fibroase st invehisului fibros prin electrotilare ca controlul temperaturii st umiditfi, a unor
solutii de gelatind de peste cu concentratii de proteind 30-70% cu sau fird nanoparticule de
diamant. utilizand colectori rotativi cu diametre convenabile st utilizand o miscare paraleld a
acuht de injectare a sclupevdispersiei pe toatd lungimea colectorulut, (2) stabilizares
structurilor fibroase pentru evitarea dizolvarii in medii apoase prin reticularea proteinei din
structurile fibroase tubulare direct pe colector urmatd de, in cazul sistemului cu invelis
protector, reticularea mesei rulate pe tubunile dispuse intraluminal st (3) dimensionarea si
asamblarea structunlor, astfel incat sa se poati [abrica substituenti nervosi cu arbitectura doriia,
inclusiv similard cu cea obtinutd din analiza imagisticd a pervulul lezat. Pentru varianta de
substituent tip tub de ghidare multicanal, tuburile cu diametre potrivite se msereazi jntr-un
tub manta realizat din gelatini de peste, mai lung cu 5 inm decéat canalele interioare. cu lungime
mai micd cu | mm Ja ambele capete tata de lungimea defectului nervos. In cazul invelisului
umplut intraluminal cu canale, tuburile cu lungime mal micd cu 1 mm la ambele capete
lungimii defectului nervos sunt aranjate impreuna, lar apoi manunchiul se acopera cu o mesa

fibroasd de gelatina de peste, mai lunga cu 5 mm la ambele capete.
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FIGURI
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Figura 1. Imagini reprezentative din timpul etapei de fabricare: a — exemple de solutie
precursoare de gelatind de peste de concentratie 70% si suspensii precursoare cu nanodiamant
in concentratii de 0.5% ¢1 1%: b.c — expemple de colectori cu diametre diferite (b- diametru 2
mm si ¢- diametru 2 cm) montanti in incinta echipamentului de electrospinming; d ~ duza in
care este lixat acul prin care precursorul este expulzat; e — colectorul cu diametrul de 2 mm
acoperit cu fibre; — colectorul cu diametrul de 2 cm acoperit cu fibre; g — exemple de tuburi
cu perete exclusiv din fibre obtinute folosind colectorul de la punctul (¢): h — mesa fibroasa
dupi ce a fost detasatd de colectorul de 2 cm: 1 —expemplu de construct de tip Tnvelis wmplut
intraluminal cu canale obtinut folosind tuburi de la punctul (g) si o parte din mesa fibroasd de

fa punctul (h): exemple de aspect microstructural al fibrelor din structurile electrotilate (analiza
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de microscopie electronica de baleiaj). j — fibre de gelatind: k.1 - fibre din gelatind
nanostructurata cu 1% nanoparticule de diamant (cercul alb indica prezenta unor nanoparticule).

Se poate observa c¢d fibrele sunt omogene. cu diametre de aproximativ 500 nm.

b sianmuing e AR Sl

Sugort

¥

Sotutie aldehidd glutarica

Figura 2. Aspecte preparative reprezentative din timpul ctapei de reticulare. a — exenple de
taburi din fibre electrofilate din gelatina de peste, depuse pe colectort cu diametrul de 1.6 oum.
fixati pe suporti de plastic pentru etapa de reticulare; b —exemple de tuburi din fibre electrofilate
din gelatina de peste. pe colectori fixati pe suporti din plastic. in camera de reticulare. la
inceputul procesului de reticulare — ziua 1: ¢ - exemple de tuburi din fibre electrofilate pe
colectort fixati pe suporti din plastic, in camera de reticulare. in timpul procesului de reticulare
—ziua 7 — se remarca moditicarea culorii, tuburile devin galbui dupa reticulare: d - exemple de
tuburi din fibre electrofilate. reticulate, in timpul spalérii cu apa distilata — se observa ¢i tuburile

nu se dizolva.
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baza de gelatina de peste. hidratate - dimensionarea lungimii dupa interes: b, ¢- exemple de

structur: tubulare fibroase de diametre difertie (1.4 mm - 4 nun) in stare deshidratatid (by si in
stare hidratatd (c): d, e — exemple de construct de tip multicanal obtinute utilizand un invelis
fibros din gelatina de peste. incdrcat cu canale tubulare fibroase din gelatind cu nanoparticule
de diamant in stare hidratatd (d): in stare deshidratatd (e): Culturd primard de neuroni din
ganglioni spinali la contactul cu substrat tibros pe baza de gelatina (f) si gelatina nanostructurata
cu nanoparticule de diamant (g) (Corpii neurenali st prelungirile acestora au fost marcati cu 3-

[-tubuling n rosu. 1ar nucleit au fost marcati cu Hoechst 33342 in albastru).

1
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Figura 4. Exemple de constructe multicanal obtinute prin cele doud metode: a, b- constructe de

tip tub de ghidare multicanal si c.d,e.f.g - construct de tip invelis umplut intraluminal cu canale

Figura S. Exemple de imagini de tomografie micro-computeriazatd ce descriu arhitectura unui
construct de tip tub de ghidare multicanal: a — vedere laterald generald: b — sectiune
longitudinald. Se confirmi dispunerea longitudinala. paralela. a tuburilor dispuse intraluminal
in tubul manta. care este mai lung fatd de tuburile interioare, pentru a putea asigura montarea
pe bonturile nervului lezat.

Figura 6. Exemple de tmagini de tomografie micro-computeriazatd ce descriu arhitectura
constructulw de tip invelis umplut intraluminal cu canale: a — vedere generald din lateral, b —
vedere transversala — se observa intaluminal 3 tuburi: ¢ — sectiune longitudinald ce confirma
dispunerea tuburilor interioare paralel cu axa longitudinala a constructulut.

Loy
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Figura 7. Exemple de imagini de tomogratie micro-computeriazatd ce descriu anatomia unui
nerv sciatic de sobolan (diametru mediu 2 nun): se observa ramurile gervolui. cu diametre
diferite.

Tub multicanal Tub simplu

Constructul
multicanal este
flexibil

-

Tubul se
stranguleazd

Figura 8. Exemple de comparatie a rezistentei la strangulare a unel structuri de tip tub
multicanal hidratat (fabricat conform exemplului 3), fatd de un tub simplu. monocanal, hidratat,
folosit ca martor.
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arcat cu tuburi fibroase - mj FoC

Figura 9. Pt rezumat
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