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Resumen
Objetivos: Evaluar el rendimiento de los biomateriales poliméricos basados en ácido hialurónico y su utilidad
en el Sistema Nervioso Central, sirviendo como soporte, para la supervivencia y diferenciación celular.
Material y Metodos: Con el fin de evaluar la viabilidad de los soportes poliméricos y acanalados, se realizaron
experimetos in vitro e in vivo mediante el implante en corteza cerebral de ratas Wistar. Mediante técnicas in-
munocitoquímicas e histológicas se procedió al análisis de la viabilidad de los soportes.
Resultados: Tras el cultivo pudimos constatar la viabilidad celular sobre los biomateriales, asi como su poten-
cial utilidad para la regeneración in vivo de estructuras vasculares y neurales.
Conclusiones: La posibilidad de regenerar estructuras vasculares y neurales a través del implante de biomate-
riales basados en ácido hialurónico, constituye un avance en la utilización de biomateriales en el Sistema Ner-
vioso Central.
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❙ ORIGINAL

Abstract
Objetives: To evaluate the performance of polymeric biomaterials based on hyaluronic acid and their useful-
ness in the central nervous system as support for cell differentiation and survival.
Material and methods: With the purpose of assessing the viability of polymeric cannulated scaffolds, in vitro
and in vivo experiments were made involving implantation in the Wistar rate brain cortex. Immunocytoche-
mical and histological techniques were used to analyze scaffold viability.
Results: Following culture, cell viability on the biomaterials was confirmed, together with the potential useful-
ness of the latter for the in vivo regeneration of vascular and neural structures.
Conclusions: The possibility of regenerating vascular and neural structures through the implantation of bio-
materials based on hyaluronic acid constitutes an advance in the use of biomaterials in the central nervous
system.
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❙ Introducción
Las lesiones producidas a partir de traumatismos craneo-

encefálicos provocan por lo general una pérdida importan-
te de masa cerebral, neuronas, glía y vasos sanguíneos. Para
poder establecer una buena estrategia en términos de rege-
neración o reconstrucción, se plantean dos problemas a re-
solver, por un lado, encontrar poblaciones celulares, tanto
neuronales como endoteliales adecuadas y que regeneren
las áreas dañadas y el segundo, que esas nuevas células inte-
raccionen de manera adecuada con el entorno del parénqui-
ma cerebral.

El primer problema podría resolverse mediante la utiliza-
ción adecuada de células madre adultas contenidas en deter-
minadas porciones del cerebro adulto.. Las  células madre
vienen definidas como tal cuando cumplen al menos dos ca-
racterísticas, por un lado deben poseer la capacidad de divi-
dirse (autorrenovación) durante un periodo indefinido, a
menudo durante toda la vida del organismo, y por otro que
en determinadas condiciones (ambiente, cultivo) puedan dar
lugar (diferenciación) a diferentes tipos celulares, es decir,
sean capaces de generar células maduras con formas y fun-
ciones especificas, como células cardíacas, células de la piel
o células nerviosas. El segundo problema aparece cuando,
en casos de una severa pérdida de tejido, se generan auténti-
cas cavidades císticas de forma que resulta prácticamente
imposible una reconstrucción tisular sin una previa organi-
zación intrínseca que ayude a la reconstrucción; es decir, se
hace necesaria la presencia de una estructura a modo de an-
damio o membrana que permita una mínima organización
de las células transplantadas. [1]. 

El uso de biomateriales en el campo de la biomedicina es
cada vez mas prometedor, planteando nuevas estrategias
que constituyen una alternativa para la generación de es-
tructuras como rótulas o como moldes para el crecimiento
óseo [2]. 

El objetivo de nuestro trabajo es evaluar el rendimiento
de los biomateriales poliméricos basados en el ácido hialu-
rónico y su utilidad en la regeneración del sistema nervioso
central, sirviendo como soporte, permitiendo la superviven-
cia y diferenciación celular.

❙ Material y Métodos

Caracterización de los biomateriales tridimensionales
basados en ácido hialurónico

Los materiales poliméricos basados en hialurónico fueron
tratados con agua destilada 24 h y posteriormente con me-
dio de cultivo DMEM sin suplementar, para hidratar los
biomateriales a utilizar como substratos artificiales.

Tras hidratación los biomateriales fueron fijados en para-
formaldehido 4% en PB 0,1M  pH 7,5, incluidos en resina
OCT y cortados en secciones con distintos espesores. Se pu-
dieron obtener sin dificultad secciones de 20μm de espesor
mediante criostato (Leica).

Viabilidad de los biomateriales poliméricos basados en
ácido hialurónico in vitro

Con el fin de evaluar la viabilidad y valorar la adhesión
celular, los distintos biomateriales se depositaron en placas
P96 y fueron incubados con medio de cultivo para su hidra-
tación. Posteriormente se procedió al lavado de los bioma-
teriales mediante 3 incubaciones en agua destilada. Enton-
ces fibroblastos humanos fueron cultivados (50.000c/cm2)
sobre la superficie de los biomateriales. En medio DMEM
(Invitrogen) suplementado con Suero humano 10%, duran-
te 3 días en condiciones de 37º C y 5% CO2

Implante de biomateriales en corteza cerebral adulta
Todos los animales fueron mantenidos en un estabulario

con acceso a comida y agua ilimitada en una habitación
que fue mantenida a una temperatura (19-22ºC) y hume-
dad (40-50%) constante siguiendo un ciclo de 12/12 horas
de luz/oscuridad. Se escogieron ratas Wistar con un peso
comprendido entre 250-300g. Los animales fueron aneste-
siados con una solución compuesta de clorhidrato de keta-
mina (Ketolar, Parke-Davis SL) (75 mg/Kg), diazepam (Va-
lium. 10, Roche Farma S.A.) (7.5 mg/Kg) y sulfato de
atropina (Atropina Braun, Braun Medical SA) (0.15
mg/Kg). La anestesia se mantuvo con una mezcla de halota-
no (Fluothane, Zeneca Farma S.A.) 0.5 - 0.75% en N2O y
O2 (70:30, respectivamente). Se rasuró con máquina eléctri-
ca la zona a intervenir, pincelando toda el área con una so-
lución al 10.0 % de polividona yodada.

Con el objetivo de estudiar la biocompatibilidad de estos
biomateriales poliméricos se implantaron en la corteza ce-
rebral biomateriales rectangulares con una dimensión de
4x1x1 mm. 

Una vez anestesiado el animal, se colocó en un estereotá-
xico inmovilizando así el cráneo. A continuación se realizó
una incisión en el cerebro y tomamos como referencia el
bregma, ajustando el estereotáxico como coordenada 0,0.
Con ayuda del Atlas de Patxinos y Watson se movieron las
coordenadas para realizar implantes de estos sustratos arti-
ficiales con el fin de estudiar la gliosis y procesos de recha-
zo. Mediante técnicas quirúrgicas se procedió al implante
del biomaterial tras la realización de un trépano o perfora-
ción del cráneo. Así pues, se implantó el biomaterial con
ayuda de fórceps de microcirugía (Figura 1).
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Estudio histológico tras el implante
Tras un mes del implante, los cerebros a los cuales se les

implantaron biomateriales fueron tratados mediante técni-
cas de histología y de inmunohistoquímica, que determina-
ran junto con un análisis de microscopía electrónica y con-
focal fenómenos como la muerte celular, proliferación y
diferenciación celular.

Así mismo, tras la perfusión, se procedió a la fijación pa-
ra la conservación del tejido cerebral. Tras la disección del
cerebro transplantado, este fue incluido y cortado en sec-
ciones mediante el uso de criostato, vibrátomo y micróto-
mo. Mediante técnicas de inmunocitoquímica, se valoraron
procesos de muerte celular, diferenciación dendrítica, proli-
feración y angiogénesis. 

Tinción histológica
Se realizó una tinción con Hematoxilina-Eosina. La he-

matoxilina es un colorante catiónico mientras que la eosina
es un colorante aniónico perteneciente a los xantenos. Se ti-
ñeron los núcleos en azul, violeta oscuro a negro y de rojo
el citoplasma, colágeno, queratina y eritrocitos. El primer
paso fue hidratar progresivamente el tejido durante 3 minu-
tos en cada alcohol (100º, 96º, 70º, 50º, 30º). A continua-
ción se lavó con H2O destilada y con H2O corriente (grifo).

Durante 7 minutos se bañó con Hematoxilina de Harris
(Sigma, HHS-16) diferenciando con Alcohol Clorhídrico
(HCl). El siguiente paso consistió en lavar con H2O corrien-
te antes de teñir durante 3 minutos con Eosina acuosa (Sig-
ma, 212954). Como paso final se deshidrató el tejido con
alcohol de 96º y de 100º y se montó con Eukitt.

Estudio inmunocitoquímico
Los resultados obtenidos a partir de técnicas histológicas

se contrastaron mediante inmunocitoquímica y fueron eva-
luados mediante el uso de microscopía óptica y fluorescente
confocal. Se procedió a la inmunocitoquímica con los mar-
cadores referenciados en la Tabla 1.

❙ Resultados

1. Caracterización del biomaterial acanalado
tridimensional basado en ácido hialurónico

Tras hidratación, los biomateriales aparecieron completa-
mente transparentes lo cual facilitó el paso de luz para su
posterior observación mediante microscopía óptica. La Fi-
gura 2 muestra el aspecto de los biomateriales poliméricos
antes (opacos a derecha) y después de la hidratación (com-
pletamente transparentes a la izquierda). Tras hidratación
los biomateriales y corte en criostato, se pudo observar la
estructura y consistencia del biomaterial. La figura 3 mues-
tra el aspecto bien definido de las secciones cortadas tras
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Fig. 1. Punto de implante en la corteza cerebral del biomaterial.

Tabla 1. Lista de marcadores utilizados

Proceso Anticuerpo

Biocompatibilidad y reacción de gliosis astrocitaria anti-GFAP (Sigma no  G-3893)
Biocompatibilidad y reacción de microglía antiCD68 (Invitrogen)
Presencia de Neuronas maduras Anti Tuj1(Babco no MMS-435P)
Presencia de neuroblastos PSANCAM (Chemicon no  MAB377B)
Angiogénesis Anti-CD31(Invitrogen)
Proliferación celular Antiki67 (DAKO,  no M7240)

Fig. 2. Aspecto macrocópico de los biomateriales tras el proceso
de hidratación.



inclusión y corte de los biomateriales poliméricos basados
en ácido hialurónico. 

2. Estudio de viabilidad celular, in vitro

2.1 Estabilidad del pH y condiciones de cultivo
Tras la fabricación de biomateriales se procedió a la in-

cubación de estos en medio de cultivo provisto de rojo fe-
nol. No se observaron cambios de pH debido a la libera-
ción de sustancias ácidas por parte del biomaterial. No
obstante se procedió al cultivo de células humanas para
determinar el grado de viabilidad y supervivencia así co-
mo adhesión celular.

2.2 Cultivo de fibroblastos sobre biomateriales poliméricos
basados en ácido hialurónico

Mediante el cultivo cellular de fibroblastos humanos se pu-
do determinar la capacidad de estos biomateriales poliméri-
cos basados en ácido hialurónico para soportar el crecimien-
to y proliferación cellular. Así, tras 24h de cultivo, (Figura 3)

numerosos fibroblastos con aspecto fusiforme fueron obser-
vados sobre aquellos biomateriales recubiertos por fibronec-
tina, sin embargo aquellos biomateriales fotrmados por HA
que no fueron recubiertos con fibronectina no resultaron
viables para el cultivo de fibroblastos (Figura 4).

Pudimos descartar la liberación de sustancias toxicas por
parte del biomaterial al encontrar fibroblastos en el fondo
de de placa y bajo el biomaterial.

3. Implante de biomateriales basados en ácido hialurónico
(HA) en corteza cerebral de rata adulta

Transcurridos dos meses desde el implante de biomate-
rials basados en ácido hialurónicoen en corteza cerebral, se
procedió al estudio histológico mediante tinción con hema-
toxilina eosina (Figura 5). Así, el material quedo integrado
en el parénquima de la corteza cerebral (CC). Tras la tin-
ción, podemos comprobar como tras dos meses desde el im-
plante gran cantidad de células nerviosas colonizaron el
biomaterial. Ademas resulta evidente la presencia de vasos
sanguineos integrados en el biomaterial tras el implante.
Como se puede observar tras dos meses desde el implante
del biomaterial, células nerviosas colonizaron la totalidad
del implante y generaron numerosas proyecciones generan-
do un entramado neural. 

Los biomateriales fueron implantados en corteza cerebral
(Figura 6). Cuando realizamos inmunocitoquímica para el
marcador neuronal Tuj1(verde), para neuronas, observa-
mos como axones y cuerpos celulares se internalizaron en
el biomataerial implantado tras dos meses de permanencia.
Detalles de estos axones y terminaciones nerviosas se mues-
tran en a micrografia de la derecha en donde en azul, se
muetran los nucleos de las células nerviosas y en verde
aquellas neuronas con sus teminaciones nerviosas y dendri-
tas en el interior del biomaterial implantado. 
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Fig. 3. Aspecto y estructura del biomaterial polimérico basado en
ácido hialurónico.

Fig. 4. Cultivo de Fibroblastos humanos sobre biomateriales poli-
méricos basados en ácido hialurónico. Tras el cultivo, se aprecia
la presencia de gran cantidad de fibroblastos con extensiones cito-
plasmáicas.

Fig. 5. Aspecto del biomaterial colonizado por células neurales y va-
sos sanguineos transcurridos 2 meses desde el implante cerebral.

Fig. 6. Aspecto del biomaterial colonizado por células neurales in-
munoreactivas para Tuj1 transcurridos 2 meses desde el implante
cerebral.



En el intento de poder determinar de forma específica la
formación de vasos sanguineos, se procedió a inmunocito-
química pra el marcador de Cd31 (Figura 7).  

❙ Discusión
Sabemos que durante la neurogénesis, la arborización den-

drítica y el crecimiento axonal se realiza siguiendo un sistema
de soporte-guía proporcionado por la glía radial [3][4], o lo
que es lo mismo material vivo compatible. Se podría sustituir
esta función glial con el uso de materiales biocompatibles ar-
tificiales (biomateriales) porosos, que permitan el paso a tra-
vés de su pared de agua y nutrientes. Sin embargo, en proce-
sos de regeneración, no solo es importante un soporte que
garantice una organización celular intrínseca, ayudando co-
mo estructura guía, en este sentido, recientes estudios referi-
dos a procesos de regeneración del sistema nervioso han pues-
to de manifiesto la importancia en el uso de factores
neurotróficos [5] y de matrices celulares [6][7] como compo-
nentes fundamentales en el mantenimiento de un microam-
biente favorable para la supervivencia y diferenciación celular
[7-9]. Como consecuencia, es por tanto necesario considerar
la utilización de estromas o cubiertas celulares con el fin de
mejorar la capacidad de diferenciación de las células progeni-
toras implantadas ayudando a mejorar el rendimiento del sis-
tema, así como también la revascularización. De este modo,
los biomateriales poliméricos se pueden usar como membra-
nas para promover la adhesión celular y una correcta diferen-
ciación celular, así como en el problema que nos atañe en diri-
gir la arborización celular, el crecimiento axonal de las células
sirviendo de  ayuda en la función de matriz extracelular. Se ha
estudiado fundamentalmente en la regeneración del sistema
nervioso periférico (SNP) con gran variedad de materiales
[10-15]. Sin embargo hay pocos estudios que empleen los
biomateriales en el SNC y la mayoría de ellos, se centran en la
regeneración de estructuras cuyas fibras están geométrica-
mente ordenadas como la médula espinal o el nervio óptico.
Por otro lado, los polímeros, tanto de origen natural como
sintético, se han utilizado relativamente poco en la recons-

trucción del SNC. En este sentido han sido utilizados por al-
gunos grupos de investigación matrices de colágeno con agen-
tes neuroactivos, tubos de poli (acrilonitrilo-cloruro de vini-
lo), o hidrogeles sintéticos como estructura soporte,
obteniendo resultados esperanzadores [16-23]. 

En la actualidad, estamos evaluando el rendimiento de
distintos biomateriales para la reconstrucción de la corteza
adulta [12][18][23][. En este estudio analizamos la supervi-
vencia y de diferenciación neural desde un punto de vista
meramente histológico e inmunocitoquímico pero que tras
los resultados en modelos experimetales de isquemia cere-
bral, cinco biomateriales de los estudiados podrían consti-
tuir la base para futuros proyectos encaminados al uso de
biomateriales en terapia de regeneración y reconstrucción.
Sin embargo, parámetros como el carácter electrofisiológi-
co, o el grado de integración neural en el cerebro a través
de la generación de nuevas conexiones intercelulares, resul-
ta fundamental para conocer, evaluar y garantizar el uso
adecuado de biomateriales con fines regenerativos. En este
nuevo proyecto que se solicita, la evaluación in vivo de di-
ferenciación e integración neuronal en términos de nuevas
sinapsis y conexiones entre neuronas implantadas a través
de biomateriales y el parénquima de la corteza cerebral
usando modelos de roedores con pérdida de una porción de
parénquima cortical cerebral y que actualmente se generan
en nuestro laboratorio.

A la luz de los resultados obtenidos y tras comprobar, la
posibilidad de regenerar estructuras vasculares y neurales a
traves del implante conectando zonas de parénquima corti-
cal tras un proceso traumático y atraves de biomateriales
basados en ácido hialurónico, constituye un avance en la
utilización de biomateriales en el sistema nervioso central,
pudiendo constituir la base para futuras estrategias de re-
construcción y regeneración clínicamente efectivas. ❙
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