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1. RESUMEN

Las lesiones producidas a partir de traumatismos craneoen-
cefalicos provocan por lo general una pérdida importante de
masa cerebral, neuronas, glia y vasos sanguineos y consti-
tuyen algunas de las causas mas comunes en la generacion
de procesos de discapacidad o minusvalia neurolégica. Por
el momento este tipo de lesiones carecen de una. estrategia
clinica efectiva para su tratamiento. La medicina regenera-
tiva pretende en estos casos una aproximacion basada en
el transplante celular. Este debe contar con una estructura
soporte de las células que permita su emplazamiento y com-
portamiento funcional. Por ello resulta de la mayor importan-
cia identificar materiales sintéticos, biodegradables y esta-
bles, compatibles con el tejido cerebral, y capaces de
favorecer procesos angiogénicos que garanticen la forma-
cion de vasos sanguineos en su interior para una adecuada
supervivencia celular.

2. OBJETIVOS PLANTEADOS

OBJETIVO 1: Cultivo, expansion y caracterizacion de ce-
lulas endoteliales HUVEC sobre biomateriales

1. Cultivo in vitro de células HUVEC y caracterizacion de
poblaciones celulares mediante técnicas de citometria
de flujo e inmunocitoquimica para determinar subpo-
blaciones celulares

2. Cultivo y expansion de células endoteliales HUVEC
sobre materiales poliméricos lisos y sin canales.

3. Cultivo y expansion de células HUVEC sobre biomate-
riales tridimensionales y con canales en todas direc-
ciones y deterinacdn de la adhesion y supervivencia
celular en el interior de los canales in vitro.

OBJETIVO 2: viabilidad de implante en animales wild
type.

1. Evaluacién in vivo de procesos de rechazo y gliosis en
animales wild type tras implante de biomateriales po-
liméricos

OBJETIVO 3: Aplicacion de biomateriales trimensionales
y con canales en modelo experimental con dafio cerebral

Tras el implante biomateriales poliméricos con estructura
de hidrogel se procedera a la evaluacion de su potencial
para revascularizar areas lesionadas en corteza cerebral
de rata adulta .
Se realizara en dos modelos:
i) Ratas no isquemicas en donde una porcion cortical
lesionada sera sustituida por el biomaterial
i) Ratas isquémicas en donde parte de una porcion
lesionada cortical sera sustituida por el biomaterial.

3. INTRODUCCION Y
ANTECEDENTES

Las lesiones producidas a partir de traumatismos cra-
neoencefalicos provocan por lo general una pérdida im-
portante de masa cerebral, neuronas, glia y vasos sangui-
neos y constituyen algunas de las causas mas comunes
en la generacion de procesos de discapacidad o minus-
valia neurologica. Este fendmeno es debido a la pérdida
de poblaciones neuronales y conexiones locales interneu-
ronales. (Davenport and Dennis, 2000; Vannucci and Perl-
man, 1997). Aunque hasta el momento se han estudiado
numerosas estrategias de reconstruccion basadas en el
uso de células troncales, lo cierto es que no existe nin-
guna clinicamente efectiva. (Davenport and Dennis, 2000;
Sharp, 1997; Vannucci and Perlman, 1997). Para poder
establecer una buena estrategia en términos de regenera-
cion o reconstruccion, habria que resolver dos cuestiones
esenciales, identificar las poblaciones celulares idéneas
que regeneren las areas dahadas y que esas células se
integren en el tejido hospedador. El primer problema po-
dria resolverse con las células troncales del propio cere-
bro. Justo hace una década, se pensaba que el cerebro
no regeneraba. Pero actualmente sabemos que se produ-
cen nuevas neuronas en el cerebro de humanos y ya ha
sido identificada la naturaleza de dichas células troncales.

En la actualidad son dos las estrategias posibles a
sequir, a) cultivar y diferenciar in vitro dichas células tron-
cales y luego trasplantarlas, y b) activarlas in vivo y que
en el propio cerebro se diferencien. En el sistema nervioso
central (SNC) de mamiferos y durante estadios fetales y
adultos, las células troncales neurales, pueden ser obteni-
das a partir de epitelios germinativos, siendo la zona sub-
ventricular (ZSV) una de las zonas principales de neuroge-
nesis en el periodo postnatal y en adulto. (Alvarez-Buylla
and Garcia-Verdugo, 2002).Una vez extraidas, estas célu-
las pueden proliferar in vitro generando agregados celula-
res denominados neuroesferas. Ademas, estas células,
tienen la capacidad de diferenciarse en neuronas y célu-
las gliales mediante uso de medios de cultivo especificos.
De este modo, las células troncales neurales implantadas
en tejido cerebral lesionado podrian reemplazar o sustituir
poblaciones neuronales y conexiones dendriticas a la vez
que liberar factores troficos y sustancias de la matriz que
ayuden a la reconstitucion del parénquima en donde fue-
ron implantadas (Gorski et al., 2002; Park et al., 2002). Sin
embargo en aquellos casos en los que hay una pérdida
severa de tejido se generan auténticas cavidades cisticas,
que imposibilitan la reconstruccion tisular, siendo impres-
cindible una previa organizacion intrinseca que ayude a la
reconstruccion; Es decir se hace necesaria la presencia
de una estructura a modo de andamio o “scaffold” que
permita una minima organizacion de las células transplan-
tadas. (Park et al., 2002). Sabemos que durante la neuro-
génesis, la arborizacion dendritica y el crecimiento axonal
se realiza siguiendo un sistema de soporte-guia proporcio-
nado por la glia radial (Ang et al., 2003; Rakic, 2000), o lo



USO DE BIOMATERIALES CON FINES ANGIOGENICOS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL TRAS DANO CEREBRAL | 5

que es lo mismo material vivo compatible. Se podria sus-
tituir esta funcion glial con el uso de materiales biocompa-
tibles artificiales (biomateriales) porosos, que permitan el
paso a través de su pared de agua y nutrientes. En este
sentido, el uso de biomateriales en el campo de la biome-
dicina es cada vez mas prometedor, planteando nuevas
estrategias que constituyen una alternativa para la gene-
racion de muchos tejidos y estructuras como roétulas o
como moldes para el crecimiento 6seo al promover la ad-
hesion celular y una correcta diferenciacion celular. (Letic-
Gavrilovic et al., 2003; Polimeni et al., 2004).

En la actualidad gran cantidad de trabajos muestran
la posibilidad de usar biomateriales especificos y con dis-
tinta naturaleza quimico-fisica con fines regenerativos en
el sistema nervioso. Sin embargo, la mayor parte de ellos
vienen referidos a sistema nervioso periférico. (Freed et al.,
2001) y hay relativamente pocos que se utilicen en estra-
tegias regenerativas del sistema nervioso central y la ma-
yoria de ellos, se centran en la regeneracion de estructu-
ras cuyas fibras estan geométricamente ordenadas como
la médula espinal o el nervio optico (Teng et al., 2002).

Por otro lado, los polimeros, tanto de origen natural
como sintético, se han utilizado relativamente poco en la
reconstruccion del SNC. En este sentido han sido utiliza-
dos por algunos grupos de investigacion matrices de co-
lageno con agentes neuroactivos, tubos de poli (acriloni-
trilo-cloruro de vinilo), o hidrogeles sintéticos como
estructura soporte, obteniendo resultados esperanzadores
(Ramon-Cueto et al., 1998).

Nuestro grupo ha selecionado una serie de biomate-
riales biocompatibles con estructura de hidrogel que per-
miten una adecuada diferenciacion neural in vitro e in vivo
(ANEXO ). Asi, celulas troncales neurales procedentes de
areas proliferativas del cerebro de rata se diferencian en
neuronas y células gliales sobre estos biomateriales siendo
capaces de colonizarlos (Soria et al 2006, Soria et al 2007)
generando neuronas funcionalmente activas (Martines
Ramos et al 2008). Estos materiales basados en especifi-
cas combinaciones de etil-acrilato e hidroxi-etil acrilato,
tambien han sido usados en nuestro laboratorio como so-
porte de celulas de glia procedente de nervio periférico,
indicando su potencial en estrategias regenerativas. (Soria
et al, 2007). Sin embargo, ademas de un sistema scaffold
que permita una organizacion celular en el parenquima
cerebral se hace necesaria la presencia de nutrientes y
oxigeno para la supervivencia neuronal en el interior del
scaffold, Es decir, es necesario que nuevos vasos sangui-
neos del parenquima cortical colonicen el biomaterial im-
plantado asegurando asi la supervivencia celular del sis-
tema. Trabajos realizados por el grupo de investigacion de
O. Lindvall muestran que tras fenbmenos de isquemia
cerebral, células progenitoras procedentes de SVZ, son
capaces de abandonar el nicho neurogénico y migran
hacia la zona cortical infartada, en un tentativo de regene-
rar aquellas zonas lesionadas. Sin embargo, la falta de
vascularizacion oxigeno y nutrientes de la zona infartada
asi como la ausencia de un soporte celular, genera la

muerte progresiva de aquellas células madre neurales que
migraron desde svz. (Arvidsson et al., 2002).Recientes ex-
perimentos desarrollados en nuestro laboratorio gracias a
un proyecto concedido por la FUNDACION MAPFRE, de-
muestra la viabilidad de construir nuevos biomateriales
con estructuras de hidrogel y con capacidad de ser reab-
sorbidos tras un periodo de tiempo, lo que implica una
mejora sustancial para una adecuada regeneracion del
tejido nervioso.

Este proyecto se configura como una continuacion de
un proyecto anterior concedido por MAPFRE pero inten-
tando dar un paso mas en la dificil tarea de disefiar un
estrategia regenerativa en el Sistema nervioso Central. Por
tanto, el objetivo principal de este proyecto esta enfocado
a la utilizacion de biomateriales que garanticen la entrada
de vasos sanguineos que favorezcan procesos de super-
vivencia celular en el interior del scaffold. De este modo,
el proyecto solicitado se divide en tres fases: En una pri-
mera fase se evaluara in vitro la viabilidad de los biomate-
riales para ser colonizados por células humanas endote-
liales vasculares (HUVEC) En una segunda fase, se
atendera a la evaluacion in vivo del uso de biomateriales
poliméricos en el sistema nervioso central para la revascu-
larizacion de zonas lesionadas del parénquima cerebral,
por ultimo se aplicaran los materiales con mejores resulta-
dos en un modelo de lesion cerebral y se implantaran en
la zona de penumbra que rodea al foco de lesion y que
resulta susceptible de recuperacion.

4. MATERIAL Y METODOS

OBJETIVO 1: Cultivo, expansion y caracterizacion de cé-
lulas endoteliales HUVEC sobre los biomateriales.

Mediante técnicas de cultivo estandar para HUVEC, se
procedera a la expansion de estas sobre biomateriales y
se valorara su adhesion y proliferacion celular mediante
métodos cuantitativos. Los nucleos de todas las células
adheridas seran tefidos con DAPI y cuantificados en 10
areas de 0,004 cm? obtenidas al azar sobre la superficie
de biomateriales con forma de discos lisos de 5mm de
diametro. Las pruebas se realizaran durante 1, 5y 10 dias
de cultivo in vitro. Cuando los materiales sean de estructura
acanalada (canales de 90 micras). Los biomateriales seran
cortados, con el fin de acceder a la vista interior de los
canales, mediante técnicas de histologia y posteriormente
las células seran contadas en el interior de los canales. Se
determinara la capacidad del biomaterial para ser tapizado
por células de endotelio el interior de los canales.

OBJETIVO 2: Viabilidad de implante en animales wild type.

Para determinar la viabilidad de los biomateriales in vivo,
y analizar procesos de rechazo, se procedera al implante
de biomateriales en porciones corticale sy tras 10 dias 15
dias y 1 mes se analizaran los procesos de gliosis me-
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diante inmunocitoquimica para GFAP, analizaremos ade-
mas la presencia de edemas e inflamacion mediante téc-
nicas de histologia.

OBJETIVO 3: Aplicacion de biomateriales trimensionales
y con canales en modelo experimental con dafio cerebral

- Modelos animales:

1. Ratas Wistar y SD wild type

Para la realizacion de los estudios “in vivo”, se em-
plearan ratas Wistar y SD (Charles River )

2. Animales con isquemia cerebral.

Se empleara un modelo de isquemia cerebral me-
diante criolesion selectiva en la corteza cerebral de rata
puesto apunto en nuestro laboratorio. Con el fin de obtener
distintos grados de isquemia, se procedera al implante
tras diversos tiempos después del dano cerebral. La de-
teccion de la zona infartada en los animales intervenidos
se determinara mediante tincion triphenyltetrazoliumchlo-
ride (TTC). Este modelo, esta puesto a punto en nuestro
laboratorio.

- Implante cerebral de biomateriales.

El implante de biomateriales en la corteza cerebral se
realizara mediante cirugia intracraneal en el area de pe-
numbra que rodea al foco de lesion y que estara situado
concretamente en el area somatosensorial a nivel de las
capa 4-5. Para el implante, utilizaremos coordenadas es-
tereotacticas adecuadas para estandarizar el método.

De este modo el implantre se realizara en una zona de
penumbra en la que existen algunos vasos sanguineos
capaces de proliferar y regenerar una zona dafada, el
biomaterial hara de puente entre zonas semisanas.

- Estudio histolégico para determinar el grado de
revascularizacion.

El estudio se realizara mediante técnicas de inmuno-
citoquimica y microscopia electronica y confocal.

El implante de biomateriales en la corteza cerebral
sera analizado mediante inmunocitoquimica e histologia.
Asi, tras fijacion por perfusion, se procedera a la postfija-
cion para la conservacion del tejido cerebral. Tras la di-
seccion del cerebro transplantado, este sera incluido y
cortado en secciones mediante el uso de criostato, vi-
bratomo y microtomo. El estudio histologico se realizara
mediante microscopia optica, fluorescente confocal y elec-
tronica para determinar detalles ultraestructurales. Se rea-
lizaran tinciones inespecificas (Nissl), para obtener una
vision general del implante asi como tinciones por inmuno-

histoquimica. Se utilizaran los marcadores descritos con
anterioridad en la seccion de experimentos in vitro e in
Vivo.

Esta evaluacion sera llevada a cabo en profundidad
mediante el uso de microscopia confocal y electronica.

5. RESULTADOS

5.1. Estabilidad del pH y condiciones de cultivo.

Tras la fabricacion de biomateriales se procedo a la incu-
bacién de estos en medio de cultivo provisto de rojo fenol.
No se observaron cambios de pH debido a la liberacion
de sustancias acidas por parte del biomaterial. Para ello
se utilizaron materiales basados fundamentalmente en
combinaciones de polimeros etil acrilato e hidroxietil acri-
lato, combinaciones de estos polimero en distintas propor-
ciones fueron incubados durante 1, 3, 6 y 10 dias para
comprobar su toxicidad sobre el medio de cultivo (n= 10
para cada caso). En estos caso el Ph no se modifico en
absoluto tras el periodo de cultivo. Por otra parte biomate-
riales basados en acido hialuronico fueron testados para
comprobar su viabilidad en términos de PH, transcurridos
3 dias de cultivo, se observo una ligera variacion en el Ph
producto de una acidificacion del medio. En este caso se
procedié a 5 lavados de 3 minutos en agua destilada y
uno final de 30 minutos en medio de cultivo. Transcurridos
estos lavados pudimos comprobar su equilibrio de forma
que nunca mas se observo irregularidad en la variacion
del pH tras el cultivo. No obstante se procedi¢ al cultivo
de células para determinar el grado de viabilidad y super-
vivencia asi como adhesion celular.

5.2. Cultivo de fibroblastos sobre biomateriales.

Con el fin de determinar la viabilidad celular sobre los men-
cionados biomateriales, se procedio al cultivo de fibroblas-
tos sobre discos de biomateriales basados en combinacio-
nes de etil acrilato e hidroxietil acrilato, y también sobre
discos de biomateriales formados por acido hialurénico.
De este modo fibroblastos de raton fuero cultivados
(50.000 células/cm?) sobre discos de 5mm durante 6 dias
en medio de cultivo que contenia 10% FBS, Gentamicina
(50mg/ml), en medio DMEM (Sigma Aldrich). Las células
se mantuvieron en cultivo a 37°C y con una oxigenacion
de 95%C0O2 y 5% O2. Durante el tiempo de cultivo las
células fueron observandose mediante microscopio inver-
tido. Con el fin de mostrar la viabilidad del cultivo la Figura
1 muestra como las células (fibroblastos) ocuparon la
mayor parte de la superficie expuesta por el material.
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Figura 1. Muestra fibroblastos de ratén cultivados sobre biomaterial
liso basado en acido hialurénico. Las células continuaron en division
durante el tiempo de cultivo y transcurridos 6 dias se llegd a la per-
fecta confluencia concluyendo la viabilidad de los biomateriales.

5.3. Cultivo de células HUVEC sobre biomateriales
poliméricos

Con el fin de determinar la viabilidad de estos biomateriales
basados en acido Hialuronico asi como aguellos basados en
Etil acrilato e hidroxietil acrilato, células HUVEC (Human um-
bilical vein endoythelial cells) (LONZA) fueron cultivadas in
Vitro durante 1, 5y 10 dias de cultivo (n= 10 para cada
caso). Los materiales utilizados fueron de caracter lisos paeor
tambien tridimensionales y con canales. El resultado del cul-
tivo tras 10 dias se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Células HUVEC humanas cultivadas sobre biomaterial liso
poliméricos basados en etil acrilato e hidroxi etil acrilato (A,C). Las
células formaron redes a modos de microvasos sanguineos. Las cé-
lulas mostraron inmunoreactividad para el marcador CD31, tipico de
células endoteliales. Cuando se provaron biomateriales tridimensio-
nales basados en canales (B), las células mostraron ocupar los
huecos mostraron adhesion celular sobre la superficie del material
(flechas blancas en D).

De este modo podriamos concluir que los biomateria-
les disefiados eran aptos para la supervivencia y viablidad
de estas células endoteliales humanas respondiendo asi
al objetivo 1 disefiado en la fase experimental.

5.4. Cultivo de células neurales sobre biomateriales
poliméricos

Con el fin de mejorar la adhesion celular los diferentes
biomateriales empleados (discos lisos de 5 mm de diame-
tro), fueron recubiertos con Fibronectina.

De este modo, los distintos biomateriales se deposita-
ron en placas P96 e incubados con y sin Fibronectina 10
pg/mil (solucion stock 500 pg/ml, Sigma P-0899) a 37°C y
5% de CO2 durante 3 horas para facilitar la adhesion de
este tipo celular. Posteriormente se procedio al lavado de
los biomateriales mediante 3 incubaciones en agua desti-
lada con el fin de retirar restos de fibronectina. Entonces
células neurales disociadas y procedentes de rata adulta
tras la generacion de neuroesferas (Martinez Ramos y cols
2008) fueron cultivados (50.000c/cm?) sobre la superficie
de los biomateriales. Transcurridos 3 dias de cultivo, nume-
rosas células neurales con aspecto fusiforme fueron obser-
vados sobre aquellos biomateriales recubiertos por fibro-
nectina e incluso en el interior de los canales que conforma
el biomaterial (Figura 1) Ademas puudimos descartar la li-
beraciéon de sustancias toxicas por parte del biomaterial al
encontrar células neurales en el fondo de la placa de cul-
tivo y bajo el biomaterial. Como se puede apreciar en la
figura 1, las células neurales fueron tefidas con DAPI, que
marco sus nucleos y facilitd la identificacion de las células
en el interior de los canales del biomaterial tras el cultivo in
vitro. El material tras el cultivo fue observado bajo micros-
copio de fluorescencia Olimpus. La obtenciéon de las ima-
genes permitieron comprobar la naturaleza del biomaterial
polimérico colonizado por las células neurales.

Figura 3. Células neurales cultivadas sobre biomateriales muestran
su internalizacion en el interior de los canales del scaffold. Los nicleos
de las células fueron marcadas con DAPI.
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Como se puede apreciar en la figura 3, las células
neurales fueron tefidas con DAPI, que marco sus nucleos
y facilité la identificacion de las células en el interior de los
canales del biomaterial tras el cultivo in vitro. El material
tras el cultivo fue observado bajo microscopio de fluores-
cencia Olimpus. La obtencion de las imagenes permitieron
comprobar la naturaleza del biomaterial polimérico coloni-
zado por las células neurales. Este tipo de experimentos
constituyeron un paso previo antes de proceder al im-
plante de los biomaterials in vivo. En Figura 4 se puede
observar como estas células fueron ademas inmunoreac-
tivas para el marcador neuronal Tuj1.

Figura 4. Células neurales cultivadas sobre biomateriales muestran
su internalizacion en el interior de los canales del scaffold. Los nu-
cleos de las células fueron marcadas con DAPI el citoplasma se
marco con Tuj1 indicando su naturaleza neuronal.barra de escala:
100um

5.5. Implante de biomateriales en cerebro adulto de
rata.

Los resultados obtenidos responde al objetivo 2 estable-
cido en la fase experimental

Todos los animales fueron mantenidos en un estabu-
lario con acceso a comida y agua ilimitada en una habita-
cién que fue mantenida a una temperatura (19-22°C) y
humedad (40-50%) constante siguiendo un ciclo de 12:12
horas de luz/oscuridad. Se escogieron ratas macho Wistar
(n=20) con un peso comprendido entre 250-300g. Los
animales fueron anestesiados con una solucion anestésica

compuesta de clorhidrato de ketamina (Ketolar., Parke-
Davis S.L.) (75 mg/Kg), diazepam (Valium. 10, Roche
Farma S.A.) (7.5 mg/Kg) y sulfato de atropina (Atropina
Braun, Braun Medical S.A.) (0.15 mg/KQ). La anestesia se
mantuvo con una mezcla de halotano (Fluothane, Zeneca
Farma S.A.)) 0.5 - 0.75% en N20 y O2 (70:30, respectiva-
mente). Se rasurd con maquina eléctrica la zona a interve-
nir, pincelando toda el area con una solucién al 10.0 % de
polividona yodada.

Con el objetivo de estudiar la biocompatibilidad de
estos biomateriales poliméricos se implantaron en en la
corteza cerebral biomateriales rectangulares con una di-
mension de 4x1x1 mm.

Una vez anestesiado el animal, se coloco en un este-
reotaxico inmovilizando asi el craneo. A continuaciéon se
realizd una incision en el cerebro y tomamos como refe-
rencia el bregma, ajustando el estereotaxico como coor-
denada 0,0 .

B0 5 el W aREF 2 5.0

Figura 5. Esquema del craneo de una rata Wistar indicando donde
esta la coordenada de implante.

Con ayuda del Atlas de Patxinos y Watson se movie-
ron las coordenadas para realizar implantes de estos sus-
tratos artificiales con el fin de estudiar la gliosis y procesos
de rechazo. Mediante técnicas quirdrgicas se procedi6 al
implante del biomaterial tras la realizacion de un trepano
o perforacion del craneo. Asi pues, se implantod el bioma-
terial con ayuda de forceps de microcirugia.

Transcurridos 30 dias desde el implante del biomate-
rial tridimensional basado en etil acrilato y hidroxietil acri-
lato con canales procedimos a la tincion con hematoxilina/
eosina para determinar la posicion del biomaterial y anali-
zar la posible colonizacion celular desde el parenguima
cortical.

Como se puede observcar en la Figura 6, numerosa
células colonizaron el biomaterial en su interior regene-
rando el interior de los canales y espacios del biomaterial.



USO DE BIOMATERIALES CON FINES ANGIOGENICOS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL TRAS DANO CEREBRAL | 9

Figura 6. Como se observa en la figura de la izquierda, numerosas células invadieron el interior del biomaterial polimérico basado en etil acrilato
y hidroxietil acrilato con canales implantado (flechas blancas), ademas se observd un adecuado contacto e integracion del biomaterial acanalado
con el parenquima cerebral. En detalle (a la derecha) y mediante el empleo de semifinos tefiidos con azul de tolouidina, se pueden apreciar
detalles celulares que denotan el buen estado que sugiere una adecuada viabilidad celular tras el periodo de implante

Por otra parte se procedio¢ al analisis in vivo (Figura
7) tras el implante de biomateriales basados en acido
hialuronico, los cuales sustituyeron una porcion cortical.
Tras tincion con hematoximlina y eosina e inmunocito-
quimica para el marcador neuronal Tuj1. pudimos ob-
servar un entramado celular con gran presencia de
vasos sanguineos. Mediante inmunocitoquimica pudi-

mos observar la presencia de neuronas en el interior
del entramado celular puramente endotelial. De este
modo se responde al objetivo 2, de forma que los re-
sultados muestran una recuperacion parcial del area
sustituida por un biomaterial. Las células de caracter
endotelial y neural invadieron el material acanalado im-
plantado.

Figura 7. Como se observa en la figura numerosas células (flechas blancas), invadieron el interior del biomaterial de hialurénico implantado.
Ademas se observo un adecuado contacto e integracion del biomaterial acanalado con el parenquima cerebral. En marron parduzco se mues-
tran las células inmunoreactivas para Tuj1.

5.6. Estudio de implante cerebral tras lesion cortical
focal.

Los resultados obtenidos en este apartado responden
al objetivo 3 establecido en la fase experimental.

El tratamiento quirdrgico fue descrito con anterioridad
en el punto 6.5. La diferenta en este caso es que el im-
plante se realizo transcurrida una hora desde un dafo
por criolesion en la corteza cerebral. Una lanceta crio-
congelada en nitrogeno liquido fue introducida mediante
esterotaxia 300um en el interior de la corteza siguiendo

las coordenadas establecidas en 6.5. En estas condicio-
nes se mantuvo durante 1 minuto, para permitir la actua-
cion deun lesién por congelacion tras contacto entre la
lanceta y el parénquima cerebral. Tras este proceso se
procedid a la retirada de la lanceta y el animal (n=10)
permanecio anestesiado durante una hora. Con posterio-
ridad se procedio al implante de biomateriales poliméri-
cos. Del mismo modo otro grupo de animales (n=10)
sufrieron criolesion y pero no se les implantd el biomate-
rial acanalado.
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Transcurridos 30 dias desde el implante analizamos
mediante técnicas de inmunocitoquimica los tipos celulares
contenidos en el interior de los biomateriales. Asi y en pri-
mer lugar y mediante inmunocitoquimica contra el marcador
GFAP revelamos el estado de la lesion transcurridos 30 dias
en animales que sufrieron lesion cortical y no fueron trata-
dos con biomaterial. (n=10) Como se puede observar en
figura 4 una fuerte cicatriz glial rodeo a la cavidad cistica
generada tras la lesion, en el interior se materializo una zona
no inmunoreactiva que indicaba un fuerte proceso de
edema e inflamacion. Futuros experimentos podrian ir en-
caminados a determinar con mas detalle este fendbmeno.

Figura 8. Transcurrido un mes, numerosos astrocitos inmunoreacti-
vos para GFAP (en verde) forman una cicatriz glial en torno a la lesion
generada(flecha blanca), indicando un grave dafio cerebral. En de-
talle (derecha) podemos aobservar como los astrocitos se establecen
en torno a la superficie neural dafada

En aquellos animales que fueron transplantados con
biomateriales Figura 9 encontramos que la regeneracion
neural en el interior de los biomateriales iba acompanada
de la nueva generacion de células gliales que iniciaban su
funcion de scaffold para la regeneracion completa de te-
jido neural. Ademas se vio que iniciaban a rodear a los
vasos sanguineos en lo que supondria la neo-formacion
de la barrera hematoencefalica.

Figura 9. En detalle se observa como los astrocitos (izquierda en
verde) comienzan a adentrarse en el nuevo tejido neural, para ejercer
su papel como células de sosten. La zona mas marcada e inmoreac-
tiva (parenquima cortical) con tacta con el material mplantado(mas
oscuro), los astrocitos se internan ocupando el interior de los canales
del biomateriales A la derecha (en rojo) se observan nuevos vasos
sanguineos inmunoreactivos para CD31 invadiendo la zona del bio-
material implantado en las inmediaciones de los canales que
conforman el biomaterial.

Tras inmunocitoquimica para el marcdor neuronal Tuj1
y el marcador CD31 y mediante microscopia confocal pu-

dimos observar el proceso final por el que los biomateria-
les fueron colonizados por neuronas y por células endote-
liales, tras el implante de biomateriales acanalados
poliméricos en la corteza ceraebral tras criolesion. Asi,
como se muestra en la figura 10, numerosas neuronas
colonizaron el biomaterial junto con numerosas células en-
doteliales procedentes de vasos sanguineos colindantes.
Las células neurales procedieron en cualquier caso de
lugares neurogénicos como la Zona Subventricular, la cual
estaba bajo el biomaterial implantado. En futuros estudios
seria de gran interes observar con detalle si la coloniza-
cion de los biomateriales por parte de las neuronas jove-
nes es posterior a la de Ios vasos sanguineos, y si en
verdad una vez generada una gran red vascular en el in-
terior de los biomateriales ocurre entonces una coloniza-
cion neural.

Figura 10. Biomateriales acanalados basados en polimeros de etilac-
rilato e hidroxietilacrilato fueron implantados en corteza cerebral de
rata adulta ras criolesion. Transcurrido un mes desde la lesion, se
practicé inmunocitoquimica para Tuj1(rojo) y CD31 (verde). Tras ana-
lisis mediante microscopia fluorescente y confocal, se aprecia la
coexistencia de células neurales junto con células endoteliales en el
interior de los canales del biomaterial sugiriendo un proceso de rege-
neracion neural.

6. EXPOSICION INTERNACIONAL
DE RESULTADOS ALCANZADOS.

- Los resultados alcanzados en este proyecto han sido
mostrados en el programa de conferencias cientificas
de la Universidad CEU-Cardenal Herrera 2009-2010.

- XV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de
Histologia e Ingenieria Tisular. Il International Con-
gress of Histology and Tissue Engineering, 8-11 de
Julio 2009. Albacete. Titulo de la conferencia: “Grafted
Chanelled Scaffolds into adult rat Brain allow local an-
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giogenesis and Neural Stem Cell differentiation” by
Soria JM et al. Premiado con honorary mention.

- XIX Congreso de Neurocirugia del Levante. Noviembre
2009, Valencia. Titulo de la conferencia: “Grafted
Chanelled Scaffolds into adult rat Brain allow local an-
giogenesis and Neural Stem Cell differentiation” ” by
Soria JM et al

- Por otro lado los nuevos resultados alcanzados seran
presentados en el proximo VII Congreso Internacional
de Neurociencias (FENS) Federation of European Neu-
roscience Societies que se desarrolllara en Amsterdan
el proximo Julio de 2010. El abstract desarrollado por
nuestro equipo de investigacion y aceptado por el co-
mité cientifico de la FENS avala los resultados obteni-
dos.
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