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INTRODUCCION

1. La corteza cerebral

1.1. Estructura de la corteza cerebral

La corteza cerebral de los mamiferos es una estructura extremadamente compleja en la
que los 6rganos sensoriales diferentes estan representados en algunas zonas o areas conocidas
como areas sensoriales primarias. Desde el sentido del olfato para la visién, cada modo tiene su
propio territorio sensorial cortical, que mantiene una zona relativamente constante en todos los
mamiferos (Valverde, 2002, Bear et al., 2007). Ademas de estas areas sensoriales primarias, la
corteza cerebral tiene multiples areas secundarias somaticas, de asociacién y motoras, en las que
los diferentes sistemas corticales aferentes y de asociacion producen finalmente respuestas
complejas en el aprendizaje, la memoria y el comportamiento (Squire et al., 2012). La organizacion
de esta estructura, desde nuestra perspectiva humana, adquiere su maxima complejidad en el
hombre, es el resultado de un lento proceso evolutivo que pudo haber comenzado hace 150

millones de afos en el supuesta transicion reptil-mamifero (Jerison, 1970).
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Figura 1. Tincién de Giemsa de la corteza cerebral, en la que se
puede distinguir la distribucién en capas. Puede observarse como
las neuronas presentan un tamafio celular mucho mayor que las
células gliales (izquierda). Esquema de la distribucion neuronal
en capas de la corteza, como se observaria tras una tincién de
Golgi (derecha) (Wills et al., 2011).

El neocdrtex es la corteza mas avanzada o evolucionada, en el hombre ocupa la mayor
parte de la corteza cerebral y representa una gran complejidad estructural (Jerison, 1977, Bear et
al., 2007). Desde un punto de vista funcional, el neocértex se asocia con caracteristicas de
integracion mas complejas y, en el caso del hombre también se asocia con mayores funciones

intelectuales (inteligencia, la capacidad para resolver los problemas). Es posible distinguir la



presencia de 6 capas de diferentes tipos de neuronas, que determina una organizacién horizontal
y vertical de fibras (Kiernan and Steel, 2000, Valverde, 2002). Fue precisamente Ramoén y Cajal
quien hizo por primera vez una descripcion completa de la organizacion intrinseca de la corteza
cerebral del hombre y de los vertebrados, que muestra la estructura y conexiones de diferentes
tipos de neuronas, su organizacion dendritica y axonal, y la disposicion del plexo de fibras aferente
y eferente (Figura 1).

El neocértex estd dividido en seis capas basandose en la densidad celular y en la
disposicion:

I. Molecular capa (capa plexiforme): Es el estrato mas superficial que se encuentra
cubierto por piamadre. Es un estrato de asociacion intracortical. Contiene principalmente fibras
nerviosas que derivan de las dendritas apicales de las neuronas piramidales subyacentes y de los
axones de las neuronas piramidales invertidas. También llegan aqui algunos axones provenientes

del tdlamo y de fibras comisurales (Kiernan, 2000).

ll. Capa granular externa: estrato de asociacion intracortical. Las dendritas de estas
neuronas terminan en la capa molecular, mientras que sus axones se dirigen a las capas mas
profundas y algunos pasan a la sustancia blanca. Contiene un gran niumero de pequefas células

piramidales y estrelladas (Kiernan, 2000).

lll. Capa piramidal externa: estrato de asociacion intracortical. Las dendritas de estas
neuronas también terminan en la capa molecular, sus axones se dirigen a las capas mas
profundas, proyectandose luego hacia otras areas corticales, especialmente las del hemisferio del

lado opuesto. Esta capa esta compuesta de células piramidales (Kiernan, 2000).

IV. Capa granular interna: estrato receptor de proyeccion, porque recibe impulsos desde
la region subcortical, especificamente del talamo, las que se distribuyen por este cuarto estrato en
forma de estrias, denominadas Estrias Talamo Corticales (Kiernan, 2000). Esta capa esta

compuesta de células estrelladas dispuestas en un disefio muy compacto (Squire et al., 2012).

V. Capa piramidal interna (capa ganglionar): estrato efector de proyeccion. Aqui existe
una banda de fibras conocida como banda interna de Baillarger. En la corteza motora primaria las
neuronas de Betz dan origen a parte del haz corticoespinal. Esta capa contiene grandes células

piramidales y de tamafo medio (Kiernan, 2000, Bear et al., 2007).

VI. Capa multiforme (capa de células polimérficas): estrato de asociacion
interhemisférico, cuyos axones van a formar parte del cuerpo calloso. Aunque la mayoria de las
células son fusiformes, muchas son células piramidales modificadas cuyo cuerpo celular es

triangular u ovoide. También se encuentran células de Martinotti (Kiernan, 2000).

1.2. Definicién y clasificacién de las células en el Sistema Nervioso Central

La corteza cerebral contiene, aparte de células neurogliales y vasos, células nerviosas o

neuronas y fibras nerviosas organizadas en capas paralelas. (Kiernan, 2000). Cada capa tiene su



INTRODUCCION

propia individualidad, dada por variedades celulares especificas y por sus conexiones, pero ha de
sefalarse que estas capas no operan de forma aislada: los elementos que las caracterizan estan
intimamente relacionados con los componentes de las otras capas corticales, siendo ésta la
filosofia sobre la que se han desarrollado modernos conceptos de operacion modular de la
corteza, la cual es contemplada como una organizacion funcional de grupos celulares
verticalmente ensamblados en torno a un eje central representado por fibras aferentes corticales

(Szentagothai, 1983, Squire et al., 2012).

El sistema nervioso central esta formado principalmente por tres tipos celulares: las

neuronas, las células gliales y las células ependimarias:

a) NEURONAS: son las células encargadas de transmitir el impulso nervioso a través de
todo el sistema nervioso. Existen diferentes tipos de neuronas segun su morfologia y funcion
(Figura 2).

Sin embargo, la estructura general es en todas la misma. Estas estan formadas por un
soma o cuerpo celular, el cual contiene el nucleo. Desde este soma se proyectan dos tipos de
prolongaciones llamadas neuritas: las dendritas y los axones (Ramén y Cajal, 1988). Las dendritas
son de mayor grosor que los axones, tienen una composicion similar a la del soma y reciben el
impulso nervioso, el cual viaja hasta el soma. Por otro lado, los axones son los encargados de
transmitir el impulso nervioso desde el soma hasta el cono sinaptico, modulado por

neurotransmisores (Nieuwenhuys, 2009).

Figura 2. Neuronas de la
corteza cerebral de una rata
marcadas con el anticuerpo
MAP2.

El numero, la longitud y la forma de la ramificacién de las neuritas brindan un método

morfoldgico para clasificar a las neuronas:



i. Neuronas unipolares: tiene un cuerpo celular que tiene una sola neurita que se

divide a corta distancia del cuerpo celular en dos ramas, una se dirige hacia alguna
estructura periférica y otra ingresa al SNC. Las dos ramas de esta neurita tienen las
caracteristicas estructurales y funcionales de un axén. En este tipo de neuronas, las finas
ramas terminales halladas en el extremo periférico del axén en el sitio receptor se

denominan a menudo dendritas.

ii. Neuronas bipolares: poseen un cuerpo celular alargado y de cada uno de sus

extremos parte una neurita Unica. Ejemplos de neuronas bipolares se hallan en los

ganglios sensitivos coclear y vestibular.

iii. Neuronas multipolares: tienen algunas neuritas que nacen del cuerpo celular.

Con excepcion de la prolongacion larga, el axén, el resto de las neuritas son dendritas. La
mayoria de las neuronas del encéfalo y de la médula espinal son de este tipo (Von
Economo, 2007).

b) CELULAS GLIALES: la estructura de la glia del sistema nervioso central (CNS), asi
como la proporcion de los tipos celulares, varia de unas zonas a otras. Estas células en general
son mas pequeias que las neuronas y las superan en 5 a 10 veces en numero (50% del volumen
del encéfalo y la médula espinal). Las células gliales se dividen en base a su tamafio celular en

dos grupos:
I. Macroglia: son células de mayor tamafio. Entre estas cabe destacar:

i. Oligodendrocitos: se trata de células con un numero reducido de

prolongaciones finas ramificadas solo en sus extremos (Figura 3 izquierda). La
oligodendroglia se halla en la sustancia blanca y en la sustancia gris. La de la
sustancia blanca, conocida como oligodendroglia interfascicular, es responsable
de la formacién de la vaina de mielina aislante alrededor de los axones del CNS, y
las células de Schwann en el sistema nervioso periférico (PNS) (Von Economo,
2007). En la sustancia gris, la oligodendroglia satélite se encuentra en contacto

con los cuerpos celulares (Peters, 1975).

ii. Astrocitos: son células de sostén de la neuroglia que se caracterizan
por tener morfologia estrellada (Figura 3 derecha). Se encuentran en el cerebro y

en la médula espinal (Nieuwenhuys, 2009).

Entre sus funciones cabe destacar la de sostén de las células endoteliales.
Los astrocitos extienden sus prolongaciones hasta contactar con los vasos
sanguineos, formando asi la barrera hematoencefalica (BBB). A causa de esta
estrecha relacion, se cree que los astrocitos desempefan un papel esencial en el
transporte de sustancias entre los capilares y las neuronas (Peters, 1975),
mantenimiento el balance idnico extracelular. Participan activamente en el

metabolismo neural y absorben neurotransmisores (glutamato y GABA) que
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puedan encontrarse en exceso alrededor de las neuronas, protegiendo asi las
células nerviosas de recibir una estimulacion desmedida (Schousboe and
Redburn, 1995). Ademas, participan en el suministro de nutrientes al NS, como el
glucégeno. Esta funcion es realmente importante debido a la incapacidad de
almacenar moléculas energéticas por parte de las neuronas Los astrocitos realizan
la glucogenolisis al ser inducidos por la norepinefrina. Y por ultimo, participan en la
reparacion y cicatrizacion de heridas traumaticas del NS y otras patologias (Lucas
et al., 2006).

Figura 3. Imagen de una célula de oligodendroglia de la
corteza cerebral de un raton GFP (Broeke, 2005)
(izquierda). Imagen de un astrocito de la corteza cerebral
de una rata marcado con GFAP (derecha).

Ante circunstancias patolégicas los astrocitos cambian su morfologia,
redondeandose y formando los llamados corpusculos granulosos, los cuales son
capaces de almacenar lipidos y posteriormente digerirlos (Xia et al., 2010).
Ademas, los astrocitos no soélo son capaces de proliferar sino que ademas
aumentan la produccién de gliofibrillas formando asi las cicatrices gliales (Peters,
1975).

Cabe destacar que se han identificado dos tipos distintos de astrocitos.
Los astrocitos fibrosos se encuentran fundamentalmente en la sustancia blanca,
entre los axones mielinizados (Fitch et al., 1999). Emiten prolongaciones a conos
axoénicos de los nodos de Ranvier (Davis et al, 2002), confinando los
neurotransmisores a la hendidura sinaptica y eliminando los excesos (Squire et al.,
2012). Por otro lado, los astrocitos protoplasmaticos se encuentran dispersos en la
sustancia gris, constituyendo una gran parte de la misma. Unos establecen intimas
conexiones con los vasos sanguineos y otros extienden sus prolongaciones hasta
contactar con la piamadre encefalica y medular, formando la membrana pial-glial

(Retzius, 1894, Davis et al., 2002).



Il. Microglia: son células de menos tamafio celular que las descritas
anteriormente (Figura 4). La microglia se encuentra en todas las regiones del CNS (Davis
et al., 2002). Se caracteriza por poseer un cuerpo pequefo y alargado, de extrafia forma.
El citoplasma extiende largas prolongaciones que se ramifican a su vez, dandole a la
célula un aspecto espinoso (Neumann et al., 2006, Nieuwenhuys, 2009, Ribak et al.,
2009).

Entre las caracteristicas de la microglia encontramos la capacidad para almacenar
lipidos, hiero y pigmentos (Streit and Kincaid-Colton, 1995). La microglia puede cambiar su
morfologia, redondearse y transformarse en corpusculos granulosos, capaces de fagocitar
sustancias de desecho gracias a su movimiento ameboide (Graeber and Streit, 2010).
Esta cualidad pone de manifiesto la participaciéon de estas células en procesos
inflamatorios y degenerativos. De aqui que se les pueda denominar células de arrastre o

limpieza (Streit and Kincaid-Colton, 1995, Graeber and Streit, 2010).

Figura 4. Imagen de un célula de
microglia de la corteza cerebral
marcada con el anticuerpo Iba1.

Gracias a la tincion de carbonato de plata, ya en los afios 20, se observo que la
microglia en el cerebro en desarrollo aparecia como cuerpos amorfos y a continuacion se
diferenciaba en formas ramificadas que establecian contactos con neuronas y astrocitos.
También se pudo observar que ante una lesidbn o infeccion estos se asemejaban a
macrofagos, ya que emigran a las zonas afectadas, proliferan y se hacen fagociticos
(Graeber and Streit, 2010). Mas adelante se realizaron estudios sistematicos con
anticuerpos monoclonales que se unian a la microglia, pudiendo destacar las microglia
como presentadora de antigenos, en concreto el complejo de histocompatibilidad clase I
(Perry and Lund, 1989, Minghetti, 2005). También observaron que las células microgliales

no se originan a partir de los tejidos embrionarios ectodérmico como el resto de células del
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CNS, sino que se forma principalmente a partir del mesénquima y secundariamente a
partir de las células de la cresta neural, penetrando en el sistema nervioso junto con los
vasos sanguineos (Kreutzberg, 1996). A medida que el SNC madura, esta microglia pasa
a una forma ramificada y libera factores de crecimiento que favorecen la maduracioén y la

supervivencia de la glia (Squire et al., 2012).

Tras un trauma, los astrocitos liberan factores neurotréficos que estimulan la
activacion de la microglia, iniciando mecanismos de reparacién, promoviendo el
crecimiento de nuevas neuritas (Wang et al., 2007). Las células que no se transforman
inmediatamente en fagociticas, pueden revertir al estado de reposo si la lesién es leve o
reversible. Cuando el dafio es grave y mueren neuronas, las células de la microglia
comienzan a actuar como macréfagos fagociticos. Sin embargo, la actividad de la
microglia puede contribuir, paradéjicamente, a la muerte de las neuronas y puede dar
lugar a algunas enfermedades neuroldgicas (Aloisi, 2001, Ribak et al., 2009, Xia et al.,
2010).

¢) CELULAS EPENDIMARIAS: revisten las paredes de los ventriculos y el conducto
central de la médula espinal. Forman una capa Unica de células cubicas o cilindricas que poseen
microvellosidades y cilios (Doetsch et al., 1997) (figura 5). Las células ependimarias regulan la
neurogénesis en la SVZ (Chmielnicki et al., 2004; Lim et al., 2000). EI movimiento de los cilios de
las células ependimales es necesario para el normal flujo del liquido cerebroespinal y la migracion
de los neuroblastos hacia el bulbo olfatorio (OB) (Sawamoto et al., 2006). En condiciones
normales, las células ependimales del cerebro son quiescentes; sin embargo, pueden adquirir
caracteristicas radiales de neuroglia y dar lugar a neuroblastos y astrocitos en respuesta a un

accidente cerebrovascular (Zhang et al., 2007, Carlen et al., 2009).

‘*1-1
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Figura 5. Imagen de una tincién
de hematoxilina-eosina de las
células ependimarias con los
cilios hacia el interior del
ventriculo.



2. Lesiones cerebrales

Las lesiones cerebrales acarrean, como consecuencia, multiples discapacidades
(Unterberg et al., 2004) y son unas de las principales causas de muerte, especialmente entre los
jévenes (Prins and Hovda, 2003, Gaetz, 2004). A diferencia del resto de tejidos del organismo, una
determinada lesion del CNS resulta practicamente irreparable, ya que directa o indirectamente se
activan un conjunto de mecanismos que dificultan y reducen la remodelacion eficiente del sistema,
conduciendo, en ultimo lugar, a la pérdida de las facultades neurolégicas del individuo (Gaetz,
2004, Sharp et al., 2011).

2.1. Lesion primaria y secundaria

La comprension de la dinamica fisiopatologia de la lesién cerebral es vital en el desarrollo
de estrategias terapéuticas adecuadas. La lesion primaria es el resultado directo de la lesion inicial
y puede ser dificil de tratar, pero conocer la compleja cadena de los cambios bioquimicos
implicados en la lesiobn secundaria puede ayudarnos a encontrar diversas estrategias de
tratamiento (Gaetz, 2004, Unterberg et al., 2004, Pitkdnen and Macintosh, 2005). De este modo,
se hace especial hincapié en el disefio racional de medicamentos dirigidos a la inflamacién y la
toxicidad del glutamato (Heo et al., 2005, Marklund et al., 2006, Schouten, 2007, Del Rio et al.,
2011). Después de la lesidbn mecanica primaria, la lesién cerebral induce una respuesta
multifactorial en el tejido, incluyendo la ruptura de la BBB y activacién de las vias inflamatorias, lo
que influye en la supervivencia neuronal y la recuperacion funcional (Shlosberg et al., 2010). La
neuroinflamacion es una caracteristica asociada con lesién cerebral traumatica. En particular, los
factores desencadenantes de TBI son la activacién de astrocitos y microglia y la liberacion de
citoquinas proinflamatorias incluyendo TNF-a, IL-1B e IL-6 (Ziebell and Morganti-Kossmann,
2010). Sin embargo, las consecuencias funcionales de la respuesta neuroinflamatoria permanecen
en controversia. En modelos de ratén y de rata de lesién cerebral traumatica (TBI), se ha podido
observar que la liberacion de citoquinas promueven lesiones en la BBB y empeoran el dafio
cerebral y, por tanto, funcional (Utagawa et al., 2008). Mientras que otros estudios sugieren que
algunos aspectos de la inflamacion pueden ser beneficiosos para el cerebro (Ziebell and Morganti-
Kossmann, 2010, Ziebell et al., 2011).

En primer lugar, la respuesta general del cerebro a una lesion lleva consigo la interrupcion
de los vasos sanguineos, provocando asi una extravasacion importante de sangre. Asi mismo, se
produce una infiltracion y activacion de las células que van a llevar a cabo la respuesta
inflamatoria (Quintana et al., 2007). Ademas de la caracteristica gliosis, tiene lugar la muerte
neuronal y de células gliales causada por la hipoxia y produccién de especies reactivas del
oxigeno (Minghetti, 2005, Lucas et al., 2006, Xia et al., 2010). La activacion de la compleja
cascada de sucesos fisiolégicos y bioquimicos tiene lugar durante las primeras horas e incluso

dias posteriores a la lesion (Gaetz, 2004, Xia et al., 2010).
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En segundo lugar, las neuronas dafiadas por la lesion son dificilmente remplazadas por
nuevas neuronas, de tal modo que la muerte de grandes poblaciones neurales va
irrevocablemente acompafiada de la pérdida crénica de la funcién que desempefan. Aunque se
haya constatado la continua generacion de neuronas en el CNS del individuo adulto (Alvarez-
Buylla and Garcia-Verdugo, 2002, Lledo et al., 2006, Kojima et al., 2010) los datos obtenidos hasta
la fecha constatan que esta proliferacion y diferenciacion son insuficientes para reparar las zonas
lesionadas sin que sean por si sola una via eficaz para el restablecimiento de la estructura y
funcién neural (Kokaia and Lindvall, 2003, Whitney et al., 2009, Thau-Zuchman et al., 2010).

Por ultimo, la lesion induce a las células gliales del CNS a entrar a un estadio de
reactividad, donde no s6lo van a intervenir los procesos de degeneracion tisular sino que también
van a participar activamente en el impedimento del crecimiento de los axones dafados. Los
axones de las neuronas centrales, a diferencia de los axones del PNS, presentan una reducida
capacidad de crecimiento. Situacidn que agrava el pobre soporte regenerativo aportado por las
células gliales y que, en ultimo término, impide la reconexién del circuito (Gennarelli, 1997, Zohar
et al., 2003).

A pesar de que constituyen la mayoria de las lesiones de cabeza, los pacientes con
traumatismos por contusién leve han estado poco representados en los ensayos clinicos,
reduciendo la posibilidad de estudiar una administracion adecuada de agentes farmacoldgicos
(Jennings et al., 2008).

2.2. Modelo de criolesion

Se han desarrollado varios modelos experimentales de lesion cerebral traumatica (TBI) en
un intento por reproducir los diferentes aspectos de las alteraciones biomecanicas y déficits
neurolégicos observados en las lesiones cerebrales en el hombre. El modelo de percusion por
fluido produce una lesién cerebral por la rapida inyeccién de fluido en la cavidad craneal cerrada
(Hayes et al.,, 1983, Lyeth et al., 1988, Raslan et al., 2012). El trauma por impacto cortical
controlado es inducido mediante el uso de un impactador neumatico para lesionar el cerebro
expuesto con una velocidad de impacto y deformacion cortical medible y controlable (Dixon et al.,
1991). En comparacion con estos dos modelos de TBI focal, el modelo de lesion criogénica
unilateral o criolesién, descrito por Klatzo por primera vez en 1958 (Klatzo et al., 1958) induce

lesiones que son altamente reproducibles en cuanto a tamafio y ubicacion.

El modelo criolesion (también llamado lesion fria) se situa en posicion intermedia dentro de
la jerarquia de los modelos de lesiones cerebrales (Klementiev et al., 2008), entre el modelo de
craneotomia (Prins and Hovda, 2003, Williams et al., 2005) y el modelo de traumatismo craneal

menor (Zohar et al., 2003, Henninger et al., 2005).

La criolesion cerebral es un modelo bien establecido que puede imitar algunas de las
caracteristicas de los TBIs en humanos (Cederberg and Siesjo, 2010, Sauerbeck et al., 2011) y el

desarrollo de las consecuentes respuestas, como por ejemplo, el edema cerebral (Murakami et al.,



1999), la inflamacion (Flentjar et al., 2002) y la disrupcion de la barrera hematoencefélica (BBB)
(Methia et al., 2001). Este modelo requiere una cirugia poco invasiva y mantiene el estado de
asepsia, pero produce cambios severos en la morfologia del cerebro, asi como trastornos
cognitivos y motores (Jones et al., 2005, Penkowa et al., 2006). Ademas permite por si mismo el
estudio de la angiogénesis y de los procesos de reparacion en la corteza cerebral en un ambiente
que no se ve afectado por la isquemia y por tanto, estos descubrimientos pueden ser relevantes

para las lesiones traumaticas en la corteza cerebral humana (Nag, 1996, Raslan et al., 2012).

3. Estrés oxidativo y radicales libres

Se define el estrés oxidativo como una situacion de desequilibrio entre los agentes
oxidantes y los antioxidantes en favor de los primeros (Sies, 1991, Kaur and Ling, 2008). La vida
aerobia se caracteriza por una formacién constante de pro-oxidantes balanceada por la

desaparicion de los mismos debida a los antioxidantes (Circu and Aw, 2010).

Se denomina radicales libres a todas aquellas moléculas que contienen en su orbital mas
externo un electron desapareado, por tanto, el electron de dicho orbital necesitaria de otro para
poseer una configuracion bioquimica y electromagnética estable. Los radicales libres tienden a
reaccionar con otras moléculas cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando
con ello la configuracion electronica de las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas a su

vez en especies reactivas y pudiendo producir reacciones en cadena (Circu and Aw, 2010).

3.1. Papel fisiolégico de los radicales libres

En cuanto al papel fisiolégico, se ha demostrado la funcion de los radicales libres en la
defensa antimicrobiana y antitumoral, también como mensajeros e inductores genéticos (Satriano
et al., 1993, Zimmerman et al., 2002, Hardy and Hunt, 2004). Pueden intervenir en la inactivacion o
activacion de ciertas enzimas (Fillebeen and Pantopoulos, 2002, Sindhu et al., 2005, Circu and
Aw, 2010) y contribuir a la regulacion de la extension del proceso inflamatorio (Bourbon et al.,
2004). Ademas, se ha postulado que el balance oxidante-antioxidante puede intervenir en el

proceso de la apoptosis (Svensk et al., 2004, Circu and Aw, 2010).

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno proceden de fuentes metabdlicas
enddgenas o de agresiones oxidativas externas. Dentro de las fuentes enddgenas de produccion
de radicales libres podemos encontrar la cadena electronica mitocondrial (Kas and Blattna, 1986,
Gandhi and Abramov, 2012) la excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig and Babior,
1979, Zhang et al., 2012) la activacion del metabolismo del acido araquidénico en procesos

inflamatorios (Winyard et al., 1994), la activaciéon de la enzima 6xido nitrico sintasa (Beckman et
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al., 1990, Ninkovic et al., 2009) y/o la menor capacidad de los mecanismos protectores

antioxidantes (Giugliano et al., 1996, Gandhi and Abramov, 2012).

Algunas de las fuentes exdégenas de dafo oxidativo son las radiaciones ionizantes
(Fridovich, 1983, Datta et al., 2012) el aumento en la disponibilidad de metales de transicion en
algunas enfermedades metabdlicas y en procesos inflamatorios (Halliwell and Gutteridge, 1986), la
accion de xenobiodticos y algunos farmacos (Trush et al., 1982) y el exceso en la concentracion de
oxigeno o los procesos en los que hay fendmenos de isquemia-reperfusion (McCord and Roy,
1982, Gandhi and Abramov, 2012).

Algunas técnicas como la medicion de la capacidad oxidante mediante Elisa, nos dan

cierta informacion sobre el estado de estrés oxidativo del tejido.

3.2. Los radicales libres en las lesiones cerebrales

Tras una lesion cerebral, la inflamacion incontrolada incrementa el dafio neuronal tras una
lesion cerebral, ya que inicia una respuesta inflamatoria masiva y compleja, que contribuye a la
liberacién directa de mediadores neurotéxicos, la interrupcion del flujo sanguineo y la disfuncion
de la BBB con el posterior edema (Pitkdnen and Macintosh, 2005, Xia et al., 2010). Tanto la etapa
primaria como la secundaria producen una liberaciéon de radicales libres que contribuyen a un
aumento del estrés oxidativo y contribuyen a un incremento del dafio neuronal (Gaetz, 2004)
(Figura 6).

Initial insult
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Figura 6. Esquema de los procesos metabdlicos e inflamatorios vy
consecuencias de las lesiones cerebrales (Pun et al., 2009).



En particular, la agregacion de los leucocitos y las plaquetas producen una alteracion en la
BBB y el edema cerebral contribuyen a la lesion secundaria (Lucas et al., 2006, Wang et al.,
2007). La cascada de procesos inflamatorios en el tejido es similar a la observada en el dafio por
reperfusion isquémica. La pérdida de la integridad celular es consecuencia de los cambios idnicos
en el edema citotdxico y contribuyen a dafos en los vasos sanguineos, en las células gliales y

neuronas (Jennings et al., 2010).

La neurodegeneracion esta frecuentemente asociada al dafio por radicales libres. Sin
embargo, el aumento de las especies reactivas del oxigeno (ROS), el cual puede llevar en ultimo
término a la muerte celular. Los radicales libres generados a altas concentraciones bajo
condiciones patofisiolégicas no son detoxificados suficientemente (Jeong et al., 2012). Lo principal
debe ser prevenir la salida de calcio para reducir la disipacién de electrones mitocondriales (Circu
and Aw, 2010, Gandhi and Abramov, 2012).

3.3. Radicales libres y barrera hematoencefalica

La BBB es una membrana protectora que restringe la entrada de moléculas y células
blancas de la sangre de la circulacion sistémica al CNS. Entre sus funciones esta la de mantener
el balance homeostatico del fluido extracelular cerebral (Pun et al., 2009, Li et al., 2012). La BBB
esta formada por capilares membranosos, células endoteliales microvasculares (BMVECs),

astrocitos y pericitos (Huppert et al., 2010).

Se sabe que estas ROS estdn aumentadas en las lesiones cerebrales y que contribuyen a
un aumento de la permeabilidad de la BBB (Olesen, 1987, Liu et al., 2011). Ademas, las
alteraciones en los niveles de antioxidantes y el dafio oxidativo se han sido asociadas a la
disfuncién de la BBB (Pun et al.,, 2009) (figura 6). Por ejemplo, la disminucién del glutation
reducido (GSH) en cerebro produce un aumento de permeabilidad de la BBB, mientras que la
restauracion de los niveles de GSH normales hace que se recupere la permeabilidad normal de la
BBB (Agarwal and Shukla, 1999, Li et al., 2012). Debido a que el GSH es un importante
antioxidante fisiolégico, tales observaciones apoyan ain mas la idea de que el estrés oxidativo es

un factor determinante importante de la permeabilidad de la BBB (Li et al., 2012).

3.4. Defensa antioxidante

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando esta presente a
concentraciones bajas en comparacién con las del sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacién de dicho sustrato (Halliwell and Gutteridge, 1986, Circu and Aw,
2010). El término “sustrato oxidable” incluye casi todo lo que se encuentra en las células vivas,
como proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN. La desintoxicacion de las especies reactivas del
oxigeno es uno de los requisitos para la vida aerobia, por lo que se ha desarrollado un importante

sistema defensivo antioxidante (Sies and de Groot, 1992).
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3.4.1. El sistema glutation

El glutation es un ftripéptido (constituido por acido glutamico, cisteina y glicina) de
interesantes propiedades biolégicas debido a dos caracteristicas estructurales: el enlace
y-glutamilo que lo protege de las peptidasas, y la presencia de un grupo tiol libre (-SH) que lo
convierte en un compuesto muy reactivo con todo tipo de sustancias e incluso, consigo mismo
(Meister and Anderson, 1983, Li et al., 2012). Es el tiol no proteico mas abundante de
practicamente todas las células animales (Dringen, 2000) y su presencia se puede explicar en

funcién de su proteccion frente a la toxicidad del oxigeno (Fahey et al., 1987, Wilkins et al., 2013).

Se considera estado del glutation (GSH) al equilibrio entre las distintas formas en las que
este tripéptido se puede presentar (Kosower and Kosower, 1978). Podemos encontrarlo en forma
de tiol reducido (GSH), en forma oxidada (GSSG) y en forma de disulfuros mixtos, en su mayoria
GS-S-proteina. Estas proteinas son responsables del mantenimiento de su estado redox en
condiciones fisiolégicas (Meister and Anderson, 1983, Wilkins et al., 2013) y se pueden detectar

facilmente por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) (Reed et al., 1980).

4. Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidaciéon de otras
moléculas (Kaur and Ling, 2008). La oxidacién es una reaccion quimica de transferencia de
electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir
radicales libres que comienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los antioxidantes
terminan estas reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de
oxidacién, oxidandose ellos mismos. Debido a esto es que los antioxidantes son a

menudo agentes reductores tales como tioles o polifenoles (Silva and Coutinho, 2010).

Hasta el 90% de las enfermedades degenerativas crénicas pueden estar causadas por
radicales libres. Los antioxidantes ayudan a neutralizar estos radicales libres (Li et al., 2000, Kaur
and Ling, 2008). No existe ningun antioxidante perfecto por si mismo. Sin embargo, debido a sus
caracteristicas bioquimicas, el acido lipoico se acerca bastante a este ideal (Packer et al., 1995,
Sena et al., 2008). El uso de acido lipoico ha sido ampliamente empleado, en la ultima década,
como tratamiento a diversas enfermedades tales como la diabetes (Sena et al., 2008), Alzheimer
(Siedlak et al., 2009) y en lesiones cerebrales (Toklu et al., 2009, Koga et al., 2012, Rocamonde et
al., 2012).

4.1. El 4cido lipoico como antioxidante

El 4cido lipoico (LA), también conocido como acido 1,2-ditiol-3-pentanoico o &cido tioico,

es un compuesto organosulfurado derivado del acido caprilico (Shay et al., 2009, Rochette et al.,



2013). Contiene dos atomos de azufre (en el carbono 6 y en el carbono 8) unidos mediante
un puente disulfuro y, por tanto, estd considerado como un oxidante (aunque el atomo de azufre
puede existir en estados de oxidacion altos) (Packer et al., 1995). El atomo de carbono 6 es quiral
y la molécula existe como dos enantiomeros por separado: R-(+)-acido lipoico (RLA) y S-(-)-acido
lipoico (SLA) (figura 7), y como una mezcla racémica de los dos enantidomeros: R/S-acido lipoico.
Sdlo el enantidmero RLA existe en la naturaleza y es un cofactor esencial de cuatro complejos
enzimaticos mitocondriales. EI RLA y R/S-LA estan disponibles en suplementos nutricionales y
han sido utilizados nutricional y clinicamente para enfermedades y diversas condiciones (Shay et
al., 2009, Rochette et al., 2013).
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Figura 7. Estructura quimica de los
enantiomeros R y S del acido lipoico
(Shay et al., 2009).

4.1.1. Propiedades del dcido lipoico

El LA es liposoluble e hidrosoluble, por lo que puede actuar en cualquier parte del
organismo, es capaz de desarrollar su accion tanto dentro como fuera de las células (Packer et al.,
1995, Shay et al., 2009). El acido lipoico participa en el ciclo redox, elimina varios radicales libres y
ROS. Ademas de ser un potente antioxidante, es capaz de mejorar la actividad de la mitocondria y
es un posible estimulante de la sintesis proteica. La reactividad quimica del LA esta principalmente
conferida por su anillo ditiol. La forma oxidada (LA) y la forma reducida (DHLA) crean un potente
par redox que tiene un potencial de reduccién estandar de -0,32 V. Esto hace el DHLA uno de los
mas potentes antioxidantes de origen natural (Searls and Sanadi, 1960). De hecho, hay pruebas

de que tanto el LA y DHLA son capaz de eliminar una gran variedad de ROS. Tanto el LA como el
DHLA puede eliminar los radicales hidroxilo y el acido hipocloroso (Searls and Sanadi, 1960,
Buffo et al., 2010, Loov et al., 2012). EI LA, y especialmente el DHLA, tienen la capacidad
de impedir la formacion de proteinas carbonilo por la captacion de residuos hipoclorito
(Hernandez-Ontiveros et al., 2013). Ademas, DHLA tiene la capacidad de regenerar otros

antioxidantes endégenos (por ejemplo, vitaminas C y E) (Biewenga et al., 1997), tiene la propiedad

de neutralizar los radicales libres sin convertirse en uno de ellos durante el proceso y de proteger
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las membranas celulares mediante la interaccion con la vitamina C y el glutation (Packer et al.,

1995, Shay et al., 2009).

4.1.2. Uso terapéutico del dcido lipoico en el sistema nervioso

Algunos antioxidantes como el a-tocoferol, son capaces de producir un efecto
neuroprotector. Sin embargo, estos solo producen este efecto al ser administrados después de la

lesion y no cuando son administrados anteriormente (Annahazi et al., 2007).

El LA, sin embargo, es un antioxidante usado tanto en la prevencién como en el
tratamiento de varios desordenes relacionados con el estrés oxidativo (Durrani et al., 2007). LA es
tanto hidrofilico y lipofilico, lo que es una caracteristica Unica entre los antioxidantes. Por esta
razén, se la denomina "antioxidante de antioxidantes" (Emmez et al., 2010). Asi mismo, la
administracion de acido lipoico ha demostrado ser beneficiosa en numeroso modelos de estrés
oxidativo tales como isquemia, diabetes, formacién de cataratas, neurodegeneracién y dafo por
radiaciones (Panigrahi et al., 1996, Clark et al., 2001, Sena et al., 2008, Freitas, 2009). Es bien
conocido que el LA juega un papel crucial en la detoxificacion de agentes neurotdxicos producidos
por la inflamacion (Flier et al., 2002, Khabbazi et al., 2012). Pero, no solo es protector del sistema
nervioso, sino que ademas esta relacionado con la regeneracion nerviosa. Debido a que el LA
atraviesa la BBB, tiene un efecto protector en el tejido nervioso y ha sido ser muy prometedor en el
tratamiento de pacientes con derrames cerebrales, formacion de trombos y otras alteraciones del
cerebro relacionadas con el dafio producido por los radicales libres (Packer et al., 1997, Lynch,
2001, Rocamonde et al., 2012). Ademas, el acido lipoico ha sido recientemente estudiado en el
tratamiento de lesiones cerebrales debido a su poder antioxidante y neuroprotector (Toklu et al.,
2009, Rocamonde et al., 2012).

5. Capacidad regenerativa del sistema nervioso

Hasta la segunda mitad del siglo XX se pensaba que el cerebro adulto era incapaz de
generar nuevas neuronas. Sin embargo, actualmente sabemos que tanto las neuronas como las
células gliales se siguen produciendo por la diferenciacion de células madre durante toda la vida
de los seres vivos, en un proceso denominado neurogénesis (Kuhn et al., 1996, Alvarez-Buylla
and Garcia-Verdugo, 2002).

La mayoria de las células del cerebro en un vertebrado son generadas durante el
desarrollo embrionario a partir de células madre multipotenciales, situadas en una zona germinal
alrededor del ectodermo durante las primeras etapas embrionarias, que persiste durante toda la
vida de los individuos, aunque experimenta una reduccién de volumen. Las capas celulares que

rodean al ventriculo forman lo que se ha denominado zona ventricular (VZ) y constituyen un



epitelio pseudoestratificado de células radiales que proliferan continuamente, dando lugar a,
practicamente, todo el contingente de neuronas con el que vivimos tras el nacimiento (Alvarez-

Buylla and Garcia-Verdugo, 2002).

Hay regiones del sistema nervioso donde, en condiciones normales, existe neurogénesis,
axonogénesis y dendritogénesis a lo largo de toda la vida del individuo (Ming and Song, 2005,
Gonzalez-Perez et al., 2012). Es el caso, por ejemplo, del epitelio olfatorio, zona subependimal de
los ventriculos laterales (LV), o la zona subgranular de la circunvolucion dentada del hipocampo.
Tras una agresién al sistema nervioso, bien sea traumatica, isquémica, tumoral, etc, o tras una
enfermedad degenerativa, se produce un dafio en las neuronas que puede ser reversible o

irreversible, dependiendo de si va acompafado de muerte celular (Thau-Zuchman et al., 2010).

Las neuronas danadas responden de distinta forma dependiendo de si tienen que
regenerar su axon en el PNS o en el CNS. Esta diferente capacidad regenerativa fue descrita por
primera vez en mamiferos adultos, hace aproximadamente un siglo, por D. Santiago Ramoén y
Cajal, “Histologia del Sistema Nervioso del hombre y de los vertebrados” (1899) y ha sido
posteriormente estudiado en profundidad por diversos autores (Thau-Zuchman et al., 2010, Xia et
al., 2010, Tamas et al., 2012).

Los axones dafiados en el PNS son capaces de regenerar espontaneamente y, en el
mejor de los casos, reconectarse con las estructuras diana. Esto se debe al entorno permisivo que
crean las células de Schwann alrededor de los axones en crecimiento (Tamas et al., 2012). En
comparacion, los axones que sufren una agresion dentro del CNS son incapaces de crecer,
quedando interrumpida permanentemente la via nerviosa lesionada. Esto se debe a que las
células de glia que rodean a los axones lesionados crean un entorno no permisivo para su
regeneracion . En el lugar de la lesién se forma una cicatriz glial, constituida por microglia y
astroglia, que es fuente de moléculas inhibidoras (Whitney et al., 2009, Xia et al., 2010). El efecto
final ocasionado por el conjunto de todas las moléculas que se producen en la zona de la lesion y
fuera de ella, es la inhibicion del proceso regenerativo. Esto conduce a una pérdida permanente e
irreversible de las funciones mediadas por las neuronas dafiadas (Zohar et al., 2003, Sharp et al.,
2011).

5.1. Neurogénesis en el estado adulto

La neurogénesis es la produccién de las células neurales del sistema CNS. Este, puede
tener lugar durante el desarrollo, produciendo neuronas y otros tipos de células neurales que
constituiran el tejido nervioso; y también puede darse en el estado adulto, que incluye la
proliferacion celular, supervivencia, migracién y diferenciacion de las células neurales una vez ha
finalizado el desarrollo (Gould et al., 1999, Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002, Kojima et al.,
2010).

La neurogénesis en el adulto fue descrita por primera vez en lagartos hace tan solo un

siglo (Font et al., 2001). A partir de este descubrimiento se detect6 en mamiferos y en el ser
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humano. Ademas también se descubrié las células responsables de dicha neurogénesis (Alvarez-
Buylla et al., 2002).

Hoy dia se sabe que en todos los grupos de vertebrados, desde peces hasta mamiferos,
incluyendo los humanos, se producen nuevas neuronas y células gliales después del nacimiento
(Rakic, 2002, Arora et al., 2007, Noctor et al., 2008). Ello se debe a la existencia de células madre
neurales o “neural stem cells” (NSC) que con muy pocas excepciones en vertebrados permanecen
alrededor de los ventriculos laterales. Actualmente sabemos que, ademas, estas células pueden
dar lugar en determinadas condiciones de cultivo a una mayor variedad de células (Lois and
Alvarez-Buylla, 1993, Menn et al., 2006, Seri et al., 2006, Quinones-Hinojosa et al., 2007,

Gonzalez-Perez et al., 2012).

Las NSC son aquellas células dotadas simultdneamente de la capacidad de
autorrenovacion (es decir, producir nuevas células madre) y de originar células hijas con
capacidad para diferenciarse en todos los tipos de células nerviosas (Lledo et al., 2006, Gonzalez-
Perez et al., 2012).

En humanos la generacion de nuevas neuronas ha sido descrita en diferentes zonas del
sistema nervioso: el bulbo olfatorio, el giro dentado del hipocampo, en la zona subventricular
(SVZ) y en diferentes areas de la corteza cerebral (Lledo et al., 2006). También se ha descrito esta

neurogénesis en la regién prefrontal, en la region temporal inferior, y en la regién parietal posterior.

5.1.1. Neurogénesis en la zona subventricular

La SVZ es la zona germinal mas extensa del cerebro y se encuentra a lo largo las paredes
de los ventriculos (Doetsch et al., 1997, Gonzalez-Perez et al., 2012). En todos los mamiferos
adultos, las nuevas neuronas nacen en la SVZ y migran al bulbo olfatorio (OB), donde maduran
como interneuronas (Pencea et al., 2001, Rakic, 2002, Kojima et al., 2010). La SVZ presenta un
importante reservorio de progenitores en el cerebro adulto, los cuales podrian emplearse para

terapia celular (Figura 8).

Por otra parte, se ha podido observar que tras una lesion cerebral, las neuronas jévenes,
recién generadas aparecen en el area de infarto, donde la neurogénesis no se producir bajo
condiciones normales (Lindvall and Kokaia, 2006, Kaneko and Sawamoto, 2009). Estudios
recientes han implicado varias sefiales moleculares en la regulaciéon de la migracion de las NPCs
en el cerebro lesionado, incluyendo factores angiogénicos y quimiocinas (Robin et al., 20086,
Thored et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos exactos de la migraciéon de las NPCs en el

cerebro lesionado no estan claros (Kojima et al., 2010).
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Figura 8. Organizacion y linaje en la SVZ. Seccién transversal
del cerebro de un roedor indicando la localizacion de la SVZ
en la pared del LV (izquierda). Composiciéon y organizacién
celular de la SVZ (derecha) (Alvarez-Buylla et al., 2002)

5.2. Capacidad migratoria de las células madre neurales

Durante la formacién del CNS y durante el estado adulto también se produce la migracién
de células desde los nichos neurogénicos hasta diversos puntos del cerebro (Alvarez-Buylla and
Kirn, 1997). Miles de neuronas jovenes migran al bulbo olfatorio todos los dias (Lois and Alvarez-
Buylla, 1994) pero sélo una fraccién de estas células sobreviven para completar su diferenciacion.
Este proceso es aun mas evidente en el hipocampo adulto (Barnea and Nottebohm, 1994,
Kempermann et al., 1997, Gould et al., 1999) y los nucleos del canto de las aves adultas
(Nottebohm, 1985, Alvarez-Buylla et al., 1990) dos sistemas en los que la generacién de neuronas
adultas ha sido ampliamente estudiado, se ha sugerido que estas nuevas neuronas estan
implicadas en la plasticidad y el aprendizaje (Alvarez-Buylla and Kirn, 1997, Bergstrom and
Forsberg-Nilsson, 2012).

Dentro del los procesos de migracion se pueden distinguir dos modalidades: la migracion
radial y la migracion tangencial. La migracién radial es el principal modo de migracion que tienen
durante el desarrollo del coértex cerebral (Hatten, 1999). Segin este modelo las neuronas
generadas en las zonas proliferativas se desplazan perpendicularmente hacia la superficie del
cerebro a lo largo de un andamiaje de fibras gliales orientadas radialmente, cuyas prolongaciones
abarcan todo el espesor del parénquima. A este tipo de migracion también se le llama migracion
gliofilica, debido a la interaccion entre las neuronas que migran y el sustrato glial (Nadarajah and
Parnavelas, 2002). Otra modalidad la constituye la migracion tangencial, 6 neurofilica, segun la
cual las neuronas se mueven paralelamente a la superficie del cerebro a lo largo de los axones de
otras neuronas y, a menudo, incluso traspasan las fronteras regionales. Este tipo de migracion lo
siguen fundamentalmente las interneuronas que son originadas en la eminencia ganglionar,

situada en el telencéfalo ventral para alcanzar el cortex en desarrollo (Kojima et al., 2010).
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Parece ser que la vasculatura esta implicada en el nicho de células madre de diversos
tejidos de mamiferos (Yoshida et al., 2007). En la SVZ adulta, células madre neurales vy
progenitoras pueden observarse en las proximidades de los vasos sanguineos, formando un nicho
vascular que mantiene la actividad proliferativa de estas células (Shen et al., 2008, Tavazoie et al.,
2008). En el cerebro adulto del canario, el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) es
producido por los vasos sanguineos recién formados y entre sus funciones esta la de mantener la
neurogénesis (Kim et al., 2008). En el cerebro dafado de los mamiferos, incluyendo los humanos,
las NPC aparecen préximos a los vasos sanguineos cerca de la zona lesionada (Ohab et al.,
2006, Thored et al., 2007). Anteriormente se ha podido observar que las cadenas de generacion
de NPCs estan estrechamente asociadas con los vasos sanguineos (Yamashita et al., 2006). En
el cerebro lesionado de roedores, se ha observado que la angiogénesis promueve la
supervivencia de las neuronas jovenes y acelera la neurogénesis (Teng et al., 2008). Estos
resultados sugieren fuertemente una estrecha relacién entre el sistema vascular y la neurogénesis
en el cerebro adulto. Sin embargo, el papel exacto de los vasos sanguineos en la neurogénesis o

la migracién NPCs después de la lesion cerebral siguen sin estar claros (Kojima et al., 2010).

6. Estrategias neurorregenerativas

La prevalencia de las lesiones del sistema nervioso y las consecuencias devastadoras
para los pacientes que las sufren han instado la busqueda de una estrategia experimental que
permita a los axones lesionados crecer dentro del SNC. De esta forma, los resultados obtenidos

en animales de laboratorio podrian ayudar a encontrar una terapia en personas.

En general, para que una estrategia reparadora del sistema nervioso sea eficaz debe de
ser capaz de: estimular la entrada (a la zona lesionada) de las neuronas dafiadas en "estado
regenerativo"; promover el crecimiento de los axones a través de entornos adecuados (Schirmer et
al., 2013); permitir que los axones puedan elongarse y ser guiados hacia dianas especificas;
favorecer el restablecimiento de conexiones sinapticas con las dianas y en los casos que sea

necesario, permitir la remielinizacion de los axones (Schmidt and Leach, 2003, Orive et al., 2009).

Aunque por el momento, las estrategias experimentales utilizadas no cumplen todos estos
requisitos, todas ellas obedecen a una misma idea basica: favorecer la supervivencia de las
neuronas lesionadas y proporcionar a los axones los factores y el entorno adecuado para que
puedan crecer y ser funcionales. Con la mayoria de estas técnicas se ha conseguido incrementar
la supervivencia de las neuronas lesionadas y que éstas crezcan su axén dentro de los multiples
entornos permisivos implantados. Asi, en el campo de la ingenieria tisular se esta produciendo un
creciente interés por disefiar nuevos biomateriales compatibles con el sistema nervioso (Cao et al.,
2013).

21



6.1. Utilizacién de biomateriales en estrategias regenerativas

El término biomaterial designa a aquellos materiales de origen no bioldgico utilizados en la
fabricacion de dispositivos que interactuan con sistemas bioldgicos y que se aplican en diversas
ramas de la medicina (Tsapanos et al., 2002, Limova, 2003, Stavropoulos et al., 2003, Akncbay et
al., 2007, Atzei et al., 2007, Ghanaati et al., 2013). En la actualidad, el uso de biomateriales con
fines regenerativos estd ampliamente extendido en el campo de la biomedicina. La aplicacién de
polimeros sintéticos y naturales ha sido ampliamente utilizada en casos como cura de heridas,
sistemas de liberacién de farmacos, injertos vasculares o reconstruccién de tejidos (lto et al.,
2005). Sin embargo, el disefio y evaluacion de nuevos biomateriales destinados a estrategias
neurorregenerativas es algo que requiere una especial atencion dada la complejidad del sistema
nervioso, ya que posee una capacidad regenerativa limitada en respuesta a las lesiones (Orive et
al., 2009).

6.2. Propiedades relevantes de los biomateriales

Entre las propiedades de los materiales no puede faltar la de ser biocompatibles, o
biolégicamente aceptables. De este modo, en la evaluaciéon de un material resulta fundamental
estudiar determinados parametros relacionados con su biocompatibilidad y su duracién como
biomaterial activo (Kang et al., 2005, Clapper et al., 2007), ya que estos materiales tienen que
permanecer en contacto con los tejidos vivos, por lo que resulta imprescindible que no se
produzcan reacciones no deseadas en la interfaz tejido-material (Menei et al., 2005, Kuijlen et al.,
2006), y que mantengan sus prestaciones durante el tiempo que tengan que desempefar su
funcion (Livingston et al., 2002, Fujimoto et al., 2007, Yeo et al., 2008). Por tanto, conviene
conjugar armoniosamente una serie de elementos como: las caracteristicas quimicas, fisicas y la
textura de la superficie del implante, su forma y disefio, asi como también la solubilidad y alta
reactividad de la superficie a implantar, la presencia de bacterias en el medio de implante, el pH,
los fluidos intercelulares y los factores biomecanicos. En este sentido, los materiales destinados
para implantes deben reunir una serie de propiedades biolégicas, fisicas, quimicas y mecanicas
especificas:

I. Propiedades biolégicas: resulta de fundamental importancia que cualquier material
implantado en el organismo no provoque reacciones adversas que impidan obtener el efecto

deseado; es decir, el material debe ser biocompatible (Subramanian et al., 2009).

Il. Propiedades fisico-quimicas: las propiedades fisico-quimicas mas importantes de los
polimeros son la cristalinidad, el comportamiento térmico, el comportamiento mecanico y la

resistencia a la degradacién quimica en general.
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La cristalinidad de un polimero varia en funcién de como se encuentren las moléculas
ordenadas en las tres dimensiones. Las cadenas de los polimeros son muy largas y facilmente se
enmarafian y a demas, en el estado fundido se mueven en un medio muy viscoso, asi que no
puede esperarse en ellos un orden tan perfecto, pero algunos polimeros exhiben ordenamiento
parcial (Otsuka et al., 2013).

En el caso del comportamiento térmico hay que distinguir tres temperaturas, la de fusion,

la de descomposicién y la de transicion vitrea.

Illl. Propiedades mecanicas: los materiales seleccionados para implantes deben poseer
unas propiedades mecanicas adecuadas. Las propiedades mas importantes para este fin son la
rigidez, porosidad, interconectividad y tamafio de poros, superficie especifica, permeabilidad y
rugosidad del sustrato. Las caracteristicas mas relevantes de la superficie del implante son:
rugosidad, grado de pulido, porosidad, potencial eléctrico, humectacion y comportamiento
hidrofébico o hidréfilo, son factores decisivos que afectan su compatibilidad y determinaran la
interaccion del implante con las células adyacentes y su capacidad de colonizar su superficie
(Yusong et al., 2013).

La rigidez del implante indica la mayor o menor deformacién que experimenta ante la
aplicacion de cargas y se determina mediante el médulo de elasticidad (cociente entre la carga
aplicada y la deformaciéon que esta produce dentro del rango de comportamiento elastico del
material). En anteriores estudios se han comparado la eficiencia de materiales rigidos frente a
otros con menor rigidez. Para estos estudios se utilizaron co-cultivos procedentes del ganglio
basal y de la médula espinal, mostrandose una predisposiciéon de las neuronas para crecer en los
sustratos mas flexibles, es decir, en aquellos menos rigidos (Georges and Janmey, 2005, Georges
et al., 2006).

En el caso de los astrocitos, los resultados mostraron que este tipo celular, a diferencia
con las neuronas, se adherian y se expandian 6ptimamente en los sustratos mas rigidos. La
rigidez mecanica puede afectar a la locomocién celular, a la morfologia, a la adhesion, y a la
expresion de proteinas del citoesqueleto (Georges et al., 2006, Sheridan et al., 2012). La tension
que la célula es capaz de generar depende de las propiedades inherentes de la matriz: una matriz
relativamente rigida resistira una fuerza celular mayor que una blanda, causando que la célula sea
mas rigida y se extienda sobre su periferia. No todos los tipos celulares parecen ser sensibles a la
rigidez del sustrato, y no todos los tipos celulares mecano-sensitivos responden de forma similar a

los cambios en la rigidez del sustrato (Sur et al., 2012).

Las propiedades estructurales que se estudian después del disefio y de la fabricacién del
un sustrato artificial, incluyen: porosidad, interconectividad y tamafo de poros, permeabilidad y
rugosidad superficial. Estas caracteristicas influyen tanto sobre las propiedades mecanicas del

andamio como sobre su funcionalidad bioldgica.

i. Porosidad: una elevada porosidad y superficie especifica son indispensables

para una buena uniformidad del crecimiento de células asi como para una adherencia
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suficiente de los nuevos tejidos formados. Sin embargo, un sustrato con tal grado de
porosidad posee una baja resistencia mecanica, por lo que se tiene que encontrar un
compromiso entre difusién molecular y propiedades mecanicas del sustrato artificial para
que sirva como “andamio”. Una alta porosidad facilita la acomodaciéon de muchas células,
asi como poros interconectados facilitan la distribucién uniforme de las células y la difusion

de oxigeno y nutrientes (lto et al., 2005).

ii. Permeabilidad del sustrato: este grado de hidrofilia/hidrofobia es una

caracteristica muy a tener en cuenta en la fabricacion de los sustratos. Se determina por
medidas del angulo de contacto, a menudo se toma como parametro indicativo de la
humectabilidad o mojabilidad (wettability) de la superficie de un material, y correlaciona
frecuentemente los fendmenos de interaccion que ocurren con el medio bioldgico.
Diversos estudios inciden sobre la influencia del sustrato en procesos biolégicos como la
proliferacion celular. Igualmente, se han realizado estudios en co-polimeros con diverso
grado de hidrofilia, llegando a la conclusion que se produce una mayor adhesién celular
en los co-polimeros cuya composicién es mas hidrofébica (Mokry et al., 2000, Young and
Hung, 2005, Soria et al., 2006, Soria et al., 2007). En este sentido diversos experimentos
mostraron que la proliferacion decrece de forma proporcional con el incremento de la
hidrofobia de la superficie, excepto en aquellos polimeros derivados de los diacidos
conteniendo oxigeno en su estructura los cuales eran buenos sustratos para el crecimiento

si su superficie era muy hidréfoba (Brocchini et al., 1998).

iii. Rugosidad superficial: por otro lado, el acabado final y la textura de una

superficie es de gran importancia e influencia para definir la capacidad de desgaste,
resistencia a la fatiga y aspecto externo de un material, por lo que la rugosidad es un
factor importante a tener en cuenta. Para evaluar las diferencias de rugosidad se emplean
técnicas como la microscopia electréonica de barrido y la microscopia O6ptica
interferométrica entre otras. Diversos estudios muestran el papel determinante de la
rugosidad superficial del biomaterial en la adhesion, proliferacion y diferenciaciéon celular
(Xu et al., 2004, Wan et al., 2005).

6.3. Aplicacion de biomateriales en el Sistema Nervioso

En los ultimos afios, se han utilizado diferentes matrices biogénicas con el fin de crear un

ambiente favorable para la regeneracion del sistema nervioso. La fibronectina o matrices de

colageno han demostrado que favorecen los procesos de regeneracion y reconstruccion del nervio
periférico (Ejim et al., 1993, Brown et al., 1994, Keilhoff et al., 2003, Zhang et al., 2013).

Otra posibilidad para la regeneracién del nervio ha sido el uso de biomateriales sintéticos

que favorezcan el crecimiento axonal. Asi, los filamentos de acido poliglicélico combinado con

laminina (LN) o colageno y los materiales sintéticos basados en poli(glicerol sebacato) han sido

probados como sustratos para apoyar el crecimiento axonal con la reduccién de la formacion de
cicatrices (Mikos et al., 1993, Arai et al., 2000, Toba et al., 2001, Sundback et al., 2005). Sin
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embargo, como ya se ha comentado con anterioridad, cuando se trata de establecer puentes que
unan largas distancias (>10 mm) se han obtenido muy pocos resultados satisfactorios cuando se

han utilizado para ello materiales biocompatibles (Hashimoto et al., 2002, Saracino et al., 2013).

No obstante, a pesar de una excelente respuesta in vitro por parte de diversos
biomateriales en términos de supervivencia y diferenciacion celular, es necesario el estudio in vivo
relacionado con procesos de rechazo y gliosis en el CNS. En este sentido, en estudios realizados
usando biomateriales biodegradables y acanalados, basados en poli(epsilon-caprolactona) (PCL)
y poli(L-lactico-co-acido glicélico) (PLGA), que fueron implantados en la corteza cerebral de ratas
adultas, estudiandose la respuesta astrocitaria que producian en el tejido tras el implante (Danhier
et al., 2012), se observé que aquellos biomateriales basados en el polimero PCL producian una
menor repuesta inflamatoria que aquellos basado en PLGA, convirtiéndose en buenos candidato
para su uso in vivo (Chang et al., 2007, Wong et al., 2007). Otros estudios han destacado el uso
de hidrogeles en lesiones cerebrales. Se implantaron hidrogeles de &cido hialurénico (HA)
modificados con laminina y se observé que tras 12 semanas del implante, los hidrogeles de HA
poseian propiedades mecanicas y comportamientos reoldgicos similares al tejido cerebral. Estos
hidrogeles actuaron como un andamio, los cuales podian soportar infiltracién celular y procesos

angiogénicos, inhibiendo la cicatriz glial (Hou et al., 2005, Takeda et al., 2011).

Siguiendo un criterio basado en el estudio en paralelo in vivo e in vitro, materiales
poliméricos formados por etil acrilato (EA) e hidroxi-etil acrilato (HEA) han sido estudiados
recientemente con fines neuroregenerativos con resultados prometedores (Soria et al., 20086,

Campillo-Fernandez et al., 2007, Veiga et al., 2011).

Por ofra parte, recientemente se han estudiado una variedad de técnicas para conjugar
factores de crecimiento u otras sustancias quimicas, con los biomateriales naturales o sintéticos.
Estos factores estara disponible para las células que entren en contacto con la matriz,
proporcionando una sefial muy localizada para controlar el destino de células (por ejemplo, la
diferenciacién de células madre (Dawson et al., 2008, Lee et al., 2011). Ademas, varios polimeros
biodegradables tales como poli(acido lactico), poli(acido lactico-co-glicdlico),
poli(butilcianoacrilato), quitosano (CS), y polilisina han sido explotados como sistemas de
liberacién controlada en el CNS (Gref et al., 2003, Xie et al., 2012). Estos biomateriales deben ser
capaces de promover la regeneracién nerviosa de una manera controlada y localizada.
Actualmente, los tratamientos para TBI estan enfocados en preservacién el tejido sano restante
después de la lesion en lugar de tratar de regenerar el tejido dafiado. La sustitucion de los tejidos
danados con scaffolds que contienen farmacos podrian ayudar a promover la regeneracién y la

recuperacion funcional (Willerth y Sakiyama Elbert, 2007, Nitta y Numata, 2013).

Sin embargo, aun queda mucho que investigar sobre la capacidad de estos biomateriales
para favorecer la regeneracion y sus efectos sobre el sistema nervioso. En esta tesis se estudian
algunos de los efectos de los materiales formados por co-polimeros de p(EA-co-HEA) 90/10,
combinados a su vez con la administracion de LA sobre la regeneracion de la corteza cerebral tras

un modelo experimental de lesion en rata.
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HIPOTESIS

Las lesiones cerebrales traumaticas son la principal causa de muerte y discapacidad en
todo el mundo (Maegele and Schaefer, 2008, Shitaka et al., 2011). Después de una lesion
cerebral, un gran numero de células mueren, segregando productos neurotdxicos al medio
extracelular, lo que incrementa las especies reactivas del oxigeno, este hecho afecta a la

supervivencia celular y provoca un agrandamiento de la lesién inicial (Xia et al., 2010).

Aunque no existe ningun tratamiento verdaderamente efectivo, recientemente toman
relevancia en investigacion terapias neuroprotectoras y antioxidantes con el fin de evitar dafos
ulteriores tras un dafio cerebral. En este sentido, el acido lipoico es un potente antioxidante y
neuroprotector usado como tratamiento de muchas enfermedades neurodegenerativas como la

esclerosis multiple o la neuropatia diabética (Shay et al., 2009, Rochette et al., 2013).

Por otra parte, el uso de biomateriales con fines regenerativos esta ampliamente extendido
en el campo de la biomedicina. Sin embargo, el disefio y evaluacién de nuevos biomateriales
destinados a estrategias neurorregenerativas es algo muy novedoso y que requiere una especial
atencion dada la complejidad del sistema nervioso, y dado que posee una capacidad regenerativa

limitada en respuesta a las lesiones (Orive et al., 2009, Schirmer et al., 2013).

Este trabajo propone el uso de forma combinada de un material polimérico biocompatible
con el tejido nervioso para aportar un soporte fisico en los procesos de regeneracion tisular, con
un tratamiento farmacolégico basado en el empleo de acido lipoico con el fin de mejorar las

condiciones de supervivencia celular tras un dafo cerebral.
Asi pues, las hipétesis que se proponen en este trabajo son las siguientes:

El uso de acido lipoico aplicado como tratamiento tras una lesion cerebral local es capaz
de disminuir el estrés oxidativo y como consecuencia aumentar la capacidad de supervivencia

celular tras la lesién, permitiendo la regeneracion y reorganizacion del tejido nervioso.

El uso combinado de &acido lipoico y biomateriales poliméricos formados por etilacrilato-
hidroxietilacrilato, proporcionan un soporte y un ambiente extracelular que facilita la regeneracion

del tejido nerviosos tras un dano cerebral.
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OBJETIVOS

El principal objetivo de esta tesis doctoral es evaluar una estrategia neuroregenerativa
basada en la combinacién de un tratamiento farmacoldgico antioxidante con el uso de

biomateriales polimericos biocompatibles tras dafio cerebral focal.

Por ello, esta tesis doctoral plantea los siguientes objetivos:

Evaluar la capacidad neuroregenerativa del tratamiento con acido lipoico aplicado tras un
modelo de lesion cerebral.

Objetivo 1: Evaluar el efecto antioxidante del acido lipoico en el Sistema Nervioso Central.

Objetivo 2: Analizar la supervivencia celular y la diferenciacion de células cerca de la

zona lesionada en presencia de acido lipoico.

Objetivo 3: Analizar la angiogénesis y gliogénesis en la zona lesionada en presencia del

acido lipoico.

Evaluar el tratamiento farmacolégico con acido lipoico combinado con el uso de un

biomaterial polimérico en un modelo experimental de lesion cerebral.

Objetivo 4: Evaluar la biocompatibilidad del biomaterial con el tejido del Sistema Nervioso
Central tras dafo cerebral.

Objetivo 5: Analizar el proceso de colonizacion celular y determinar los tipos celulares
presentes dentro del biomaterial en presencia y ausencia de tratamiento farmacolégico con acido

lipoico.
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MATERIAL Y METODOS

1. Estabulacién y manejo de los animales

Para este trabajo se utilizaron ratas macho de raza Wistar que procedian de una camada
original de Harlan (ltalia). Los animales utilizados tenian un peso al inicio del experimento de unos

250-300 g. Se dejaron aclimatar al menos una semana antes de iniciar los experimentos.

La estabulacion se realiz6 en las instalaciones de la Unidad de Investigacién del
Departamento de Ciencias Biomédicas de la Universidad CEU-Cardenal Herrera, donde se
mantuvieron en jaulas en condiciones controladas de temperatura (20°C) y humedad (60%), bajo
ciclos constantes de luz-oscuridad de 12 horas. Durante su estabulacion tuvieron acceso a agua y
a una dieta estandar para pequefios animales de laboratorio, fabricada y distribuida por Harlan
(Italia).

La manipulacion y cuidado de los animales se realizé siguiendo la Normativa del Real
Decreto 1201/05 y los protocolos fueron previamente aprobados por la Comision de Etica del
Bienestar Animal de la Universidad CEU-Cardenal Herrera. Ademas, se tuvo la precaucion de
evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. El nUmero de animales se reduce
al minimo necesario para garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos. El sacrificio de los
animales se lleva a cabo mediante la técnica mas incruenta, rapida e indolora que, por otra parte,

no influya en las variables consideradas en cada experimento.

2. Diseio experimental y metodologia

En este trabajo se detalla el estudio de la aplicacion combinada de un antioxidante, como
es el acido lipoico, y el implante de un biomaterial o scaffold tras un modelo de criolesion en la

corteza cerebral.

En primer lugar, se llevo a cabo el estudio del efecto de la administracion acido lipoico tras
el modelo de criolesion. Tras realizar la criolesion, se aplico el tratamiento con acido lipoico (LA)
durante 7 dias.

2.1. Modelo de criolesion

Para llevar a cabo la lesién en la corteza cerebral se realizé la técnica de criolesion
adaptada del protocolo de Quintana et al. (Quintana et al., 2007). El animal se anestesié mediante
inyeccion intraperitoneal de una mezcla de ketamina (12 mg/kg) (Imalgene, Leonvet, Espafa) y
acepromicina (0.4 mg/kg) (Calmo Neosan, Pfizer, Espafa). El animal se coloc6 en posiciéon de
decubito prono en el estereotaxico (Leica) utilizando soportes intraauriculares y para el maxilar

superior con el fin de mantener el craneo sujeto.
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Se rasuré con maquina eléctrica la zona a intervenir, pincelando toda el area con una
solucion al 10% de polividona yodada. A continuacién se realizé una incision longitudinal en la
linea media de la cabeza, se separé la piel, exponiéndose asi el craneo y con ayuda del bisturi se

fue limpiando toda esta zona hasta observar el punto de referencia Bregma.

290 g Male Wistar oy TCTauTAl Line
—20mm

Interaural 920 mm Bregma 0.20 mm

Figura 10. Imagen superior del craneo de una rata (A), el punto rojo indica
donde se realizé la trepanacién y la posterior criolesién. Lamina de un corte
coronal a la altura de bregma indicando las posicién y extensién de la
lesién realizada (B). (Paxinos and Watson, 1986).

Tomando Bregma como punto de referencia (0,0) y con la ayuda de un taladro quirurgico
se realiz6 una craneotomia de 2 mm de didmetro (Figura 10.A), profundizando hasta alcanzar la
duramadre pero sin llegar a perforarla, en el punto (0, 1.5 mm) siguiendo las coordenadas del atlas
de Patxinos y Watson (Paxinos and Watson, 1986). A continuacién se emple6 un estilete de acero
inoxidable (1 mm @), previamente sumergido en nitrégeno liquido (-196 °C), que se inserté hasta
una profundidad de 1 mm y se mantuvo durante 20 seg, con el objetivo de lesionar la corteza
cerebral (Figura 10.B). Al acabar el procedimiento se suturd la piel y se le administré buprenofina

(0,015 mg/kg) y metamizol (20 mg/kg) en el postoperatorio.

2.2. Administracion de acido lipoico

El tratamiento aplicado es una soluciéon de acido a-lipoico (LA) (Sigma Aldrich, Espafa)
disuelta en suero fisiolégico (NaCl 0.9%) pH 7.4. Este se administra por via intraperitoneal una vez
al dia, durante 7 dias consecutivos, comenzando el mismo dia de la operacion. Al otro grupo

experimental se le administra el mismo volumen de una solucién de suero fisiolégico.

Ademas, con el objetivo de realizar un estudio sobre la proliferacion celular se procedi6 a

la administracion de bromodesoxiuridina.
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2.3. Administracion de bromodesoxiruridina (BrdU)

La 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) es un nucledétido sintético analogo de la timidina. La
técnica de BrdU es comunmente empleada para la deteccion de células en divisién en tejidos
vivos ya que el BrdU puede incorporarse a la nueva sintesis de DNA durante la fase S del ciclo

celular, sustituyendo a la timidina durante la replicacion del DNA.

Para el estudio de la proliferacion celular, a los animales se les administré por via
intraperitoneal, una dosis diaria (100 mg/kg) de una solucion de BrdU (Sigma Aldrich, Espafia)
disuelto en tampén Tris 0.1M pH 7.4, los dos primeros dias tras la operacion.

Los animales fueron sacrificados a los 7 dias para el estudio de la capacidad antioxidante
y el GSH, y a los 15 dias para determinaciones inmunohistoquimicas, western blot y microscopia

electronica (Figura 11).

N

Criolesion | 1 15

Brdu [
Acido lipoico NG

- Inmunohistoquimica
- Wester blot
-Microscopia electrénica

- Capacidad antioxidante
-GSH

Figura 11. Esquema del disefio experimental vy los procedimientos realizados en el
estudio del efecto del acido lipoico tras el modelo de criolesién.

2.4. Estudio de la capacidad angiogénica del acido lipoico

Para el estudio de la capacidad angiogénica del LA se realiz6 el procedimiento descrito
anteriormente (ver apartados 2.1 y 2.2.). A los animales se les administré una dosis i.p. de
bevacizumab (10 mg/kg) (Avastin®, Roche, Espafia), un agente bloqueante de VEGF (Kobold et
al., 2009) justo antes de la operacion de la operacién. Los animales fueron sacrificados a los 15

dias y se llevaron a cabo western blot de las proteinas VEGF y Colageno IV (Figura 12).
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Avastin [l
Acido lipoico NG

- Western blot

Figura 12. Esquema del disefio experimental y los procedimientos realizados
en el estudio de la capacidad angiogénica del acido lipoico.

En segundo lugar, se realizé el estudio de la combinacion del tratamiento con &cido lipoico

y el implante del biomaterial.

2.5. Implante del biomaterial

Se realizo el procedimiento descrito anteriormente con el fin de llevar a cabo la criolesion,

pero esta vez la lesion se llevo a una profundidad de 4 mm. (Figura 13.A 'y 13.B).

oY, 4

Figura 13. Dibujo de un créaneo de rata en vista dorsal indicando
donde se realiza el trépano (A). Dibujo del lugar de realizacién de
la lesion e implante del biomaterial dentro de la corteza cerebral
(B). Fotografia de un cerebro fijado al que se le ha implantado el
biomaterial (C). Aspecto del biomaterial implantado, imagen
tomada por microscopia electrénica de barrido(D). Barras de
escala: 10 mm en C y 200 pm en D.
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Los biomateriales empleados eran co-polimeros acanalados de poli-etilacrilato-
hidroxietilacrilato (p(EA-co-HEA)) en wuna proporcion 90/10 facilitados por el Centro de
Biomateriales de la Universidad Politécnica de Valencia. Antes del implante, los biomateriales
fueron lavados con suero fisiologico y esterilizados bajo luz UV durante 20 min. El implante del
biomaterial (1 x 4 x 1 mm) con la ayuda de unas pinzas de microcirugia en la zona lesionada de la
corteza cerebral (Figura 13.C y 13.D). Una vez acabado el procedimiento los animales fueron
suturados. De igual modo que en el estudio anterior, el LA fue administrado durante 7 dias (ver
apartado de Material y Métodos 2.2.). Se sacrificaron los animales a los 15 y 60 dias para
determinaciones inmunohistoquimicas, y a los 60 y 180 dias se realizaron resonancias magnéticas

(Figura 14).

Criolesion +
Biomaterial [ 1 7 1 ” ””

Acido lipoico NG

joon 180

w

6

(=]

- Inmunohistoquimica -MRI

- Inmunohistoquimica
- MRI

Figura 14. Esquema del disefio experimental y los procedimientos realizados en el
estudio de la combinacién de biomateriales y acido lipoico.

3. Obtencion y procesado de muestras

3.1. Obtencion de muestras para determinaciones bioquimicas

Para la obtencién de las muestras para determinaciones bioquimicas, los animales fueron
sacrificados por sobredosis de pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol, Espafa), se extrajo el
cerebro y se realizé la diseccion de la zona lesionada con la ayuda de un sacabocados (2 mm de

diametro interno). Este material se conservé a -80°C hasta su utilizacion.

3.2. Obtencion de muestras para inmunohistoquimicas

3.2.1. Perfusién con paraformaldehido al 4%

Cuando el animal muere es necesario preservar los tejido para evitar procesos de autolisis
debido a sus propias enzimas y conservar los tejidos. Para ello se emplea una soluciéon de

paraformaldehido (PFA) al 4% en suero fisioldgico salino (NaCl 0.9%) pH 7.5.
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Los animales fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital sédico. Antes de
comenzar la perfusion se lavo la bomba de perfusidon (Minipus 3 Gilson) con salino y se purg6 para
eliminar las burbujas. A continuaciéon se coloc6 el animal de cubito supino en un bloque y se
inmovilizé. Se realizd un corte sobre el esternén de 8 cm, lo suficiente para exponer el final del
esternon. Se pinzo el mismo, se cortd el diafragma y se realizaron ambos cortes laterales en las
costillas. A continuacién de introdujo una canula dentro del corazén, entrando por el ventriculo
izquierdo. Con unas tijeras pequefias se realizé una incisiéon en la auricula derecha para evitar el
exceso de presion en el corazén y facilitar la circulacion de retorno. Entonces, se encendi6 la
bomba y se lavo el sistema con salino durante 10 min. Finalmente, se colocé la solucion fijadora

de PFA 4% y se mantuvo durante 15 min.

Una vez perfundido el animal, se extrajo el cerebro completo sin diseccionarlo. Las
muestras se colocaron durante 12 h en la misma solucion fijadora de PFA 4% a 4°C.
Posteriormente, se cambiaron a una solucidn de sacarosa 30% entre 24-48 h a 4°C y se
incluyeron en OCT para poder ser cortadas a 20 ym en el criostato (Leica). Los cortes fueron

guardados a -80°C hasta su utilizacion.

3.3. Obtencion de muestras para microscopia electronica

Parte de los animales de los grupos CR (n=4) y CR+LA (n=4) fueron perundidos con
100 mL de una soluciéon de NaCl 0.9% y 200 mL of de paraformaldehido 2% + glutaraldehido 2.5%
para el estudio de microscopia electrénica. Una vez perfundidos los cerebros fueron extraidos y
post-fijados a 4°C con la misma solucion de fijacion durante 2 h. Los cerebros fueron entonces
cortados con vibratomo (200 um) y las rodajas resultante fueron tefidas con fosfatasa alcalina.
Las rodajas fueron introducidas en PBS durante toda la noche y colocadas a 4°C para el lavado.
Fueron fijadas con tetradxido de osmio 1% y glucosa 7% durante 1 h a temperatura ambiente,
lavadas 3 veces con acido malico e incubadas con acetato de uranilo durante 1 h (2% en éacido
malico). Las secciones fueron lavadas con acido malico y deshidratadas con soluciones crecientes
de alcoholes (30°, 60° 90° 100°). Se lavaron durante 2 min en oxido de propileno y se
embebieron en Durcupan™ (Fulka, Espafia). A partir de este momento el procesado de las

muestra se llevé a cabo segun Doetsch et al. (Doetsch F, 1997).

4. Procedimientos y técnicas

4.1. Tincién de hematoxilina-eosina

Para el estudio histolégico macro y microscopico se realizd la tincion hematoxilina-eosina.
Para ello se hidrataron las muestras con alcoholes de gradaciones decrecientes, se sumergieron
en agua y se incubaron en hematoxilina de Harris (Sigma Aldrich, Espafa) durante 5 min.

Después se pasaron 5 seg por etanol clorhidrico y se lavaron con agua. A continuacion se
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incubaron en eosina al 2% durante 2 min, se deshidrataron y se fij6 el cubreobjetos con medio de

montaje Eukitt® (Sigma Aldrich, Espafa).

4.2. Determinaciones bioquimicas

Las muestras se homogenizaron introduciéndolas en un homogenizador de vidrio, que
contenia 300 uL de tampén fosfato potasico 0.1 M pH 7.0 a una temperatura de 4°C. A

continuacion se centrifugaron a 6000 rpm durante 2 min a 4°C y se recogio el sobrenadante.

Inmediatamente después, se acidificaron 180 yL del homogenado con 20 pL de acido
perclorico (PCA) al 20%. Se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C, se recogid el
sobrenadante que se conservé a -20°C para la determinacion de la concentracion de glutation por
HPLC. El resto del homogenado sin acidificar se centrifugé a 6000 rpm durante 2 minutos a 4°C,

se recogio el sobrenadante e igualmente se conservé a -20°C para la determinacion de proteinas.

4.2.1. Determinacién de proteinas (Método de Lowry)

Se realizd segun el procedimiento descrito por Lowry et al. (Lowry et al., 1951), con las

modificaciones utilizadas habitualmente en nuestro laboratorio, y que a continuacién se detallan.

i. Solucion A: Nay;C0O34%, NaOH 0.8% (se disolvieron 40 g de carbonato sddico y 8 g de

hidréxido sédico en 1 litro de agua bidestilada).

ii. Solucién B: CuS0O,41.25 mM, C4H4KNaOg 1.42 mM. (se disolvieron 200 mg de sulfato de
cobre y 400 mg de tartrato sddico potasico en 1 L de agua bidestilada).

Las soluciones A y B se conservaron a 4°C hasta su utilizacion.

iii. Solucion C: Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N (Fluka Analytical, Sigma Aldrich, Espafia)

en dilucién 1:2 en agua bidestilada.

iv. Solucién D: Solucion estandar de albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL (Sigma
Aldrich, Espafa).

La solucion D se conserva a -20°C hasta su utilizacion.

Se prepararon tubos de ensayo de la curva patréon con cantidades diferentes de la
solucién D (0, 10, 25, 50, 75 y 100 pL) y se afiadi6é agua bidestilada hasta un volumen de 200 mL.
Los tubos de ensayo donde se afiadieron las muestras contenian 15 mL de muestra y 185 mL de
agua bidestilada. Tanto la curva patron como las muestras se hicieron por duplicado. Se
mezclaron las soluciones A y B a partes iguales y a cada tubo de ensayo se le afiadié 1 mL de
esta mezcla. Se dejo reaccionar durante 10 min a temperatura ambiente, tras lo cual se afiadieron
100 pL de la solucion C (reactivo de Folin) a cada uno de los tubos. Se agité bien y se esperd
durante 25 6 30 min. Pasado este tiempo se midié la absorbancia de cada uno de los tubos de
ensayo en espectrofotdmetro (Genesys) a una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696

nm es directamente proporcional a la concentracion de proteinas. Con los valores de absorbancia
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de los distintos estandares obtenemos la recta patron y por extrapolacién obtenemos las

concentraciones de proteinas de las muestras analizadas.

4.2.2. Determinacion de glutation

La concentracion de GSH en las distintas muestras se determiné por el procedimiento
descrito por Reed (Reed et al, 1984). El método se basa en la reaccion del acido iodoacético con
los grupos tioles para formar derivados carboximetilos seguido de una derivatizacion croméfora de
los grupos amino con el reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) dando lugar a derivados
N-DNP. Estos derivados son rapidamente separados por HPLC lo que permite la cuantificacion de

niveles nanomolares de GSH, GSSG y aminoacidos relacionados.

Trabajamos con un equipo de HPLC de la marca Gilson que constaba de los siguientes

componentes:
+ Bombas cromatograficas: Gilson 322 Pump.
¢ Detector: Gilson 156 UV/VIS.
¢ Lampara UV y visible.
+ Desgasificador Gilson 864
+ Autoinyector 234 Gilson con loop de 100 pL.
¢ Gilson serial Input /Output Chanel (GSIOC).
¢ Ordenador 486/50 Hz.
+ Software: Unipoint ™ System.

La columna cromatografica de separacion empleada fue una Kromasil Amino 5 ym, de
250 x 4,6 mm (Andlisis Vinicos, Espafia). Las condiciones iniciales del flujo fueron de 1 mL/min,
80% de la fase movil Ay 20% de la fase movil B. Estas condiciones iniciales fueron mantenidas
durante 10 min seguidas de un gradiente lineal hasta el 95% de la fase moévil B durante 40 min y
reequilibrado con las condiciones iniciales durante 10 min antes del analisis de la siguiente
muestra. La longitud de onda utilizada fue de 365 nm. El rango del detector ultravioleta empleado
fue 0.005 y el tiempo de respuesta de 5 seg. La inyeccion de cada muestra se realizo

automaticamente con un autoinyector con capacidad para 45 muestras.

La fase movil A se prepard con metanol al 80% en agua de calidad HPLC y la fase mévil B
se preparo con acetato sodico 5 M en metanol al 80%. Posteriormente se filtraron a través de un
filtro-membrana (Scheicher und Schuell) de 0.45 ym de poro y 47 mm de didmetro. La solucién
madre de calibracién se preparé diariamente y se conservé en nevera a 4°C. Dicha solucion

madre consistié en una concentracion 10 mM de glutation reducido en agua ultrapura.

La solucion 1 es una preparacion de acido iodoacético (100 mM) y m-cresol 0.2 mM. La
solucién 2 es una preparacion de DNFB (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) 1.5% v/v en etanol puro. Se
prepard fresco cada dia y se conservo a 4°C protegido de la luz.
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En tubos eppendorf de 2 mL se pipetearon 0,09 mL de la muestra y 0.018 mL de acido
iodoacético 100 mM en 0.2 mM de m-cresol. Cada solucién se ajusta a un pH de 8,5-9 por adicion
de KHCO3 3 M en KOH 10 M. Incubamos durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad
antes de la adicién de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno para formar los derivados N-DNP. Estos
requieren un minimo de 4 h en oscuridad a 4°C para su formacién. Posteriormente se
centrifugaron 10 min a 13000 rpm y el sobrenadante se utilizé para el analisis en el equipo de
HPLC. La cantidad de muestra minima inyectada fue de 115 pL para tener la seguridad de llenar
el loop de 100 pL.

En cada analisis se preparé un blanco y una curva de calibracion de estandares (0; 20; 40;
50; 60; 80 y 100 uM). El area del pico obtenido es directamente proporcional a la concentracién de
GSH en la muestra, que se calcula por extrapolacion en la recta de regresion obtenida con los

estandares. Los valores obtenidos fueron referidos a la concentracion de proteinas de la muestra.

4.2.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante total se midi6 mediante un kit comercial de ELISA Antioxidant
Assay Kit (Cayman Chemical Company,, USA). EIl método se basd en la habilidad de los
antioxidantes de la muestra para inhibir la oxidacion de ABTS (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline
sulphonate]) a ABTS" por la metmioglobina. La cantidad de ABTS" producido puede ser estimado
leyendo la absorbancia a 750 nm o 405 nm. Bajo las condiciones de la reaccion realizada, los
antioxidantes de la muestra causan una supresién de la absorbancia a 740 nm o 405 nm
proporcional a su concentracion. De este modo, la capacidad de los antioxidantes de la muestra
para prevenir la oxidaciéon de ABTS fue realizada por comparacién con el Trolox, un tocoferol

hidrosoluble analogo, y fue cuantificada en milimolar equivalentes de Trolox.

En primer lugar, se reconstituyeron los componentes del kit. Diluimos 3 mL de la solucién
buffer 10X (5 mM fosfato potasico pH 7.4, 0.9% cloruro de sodio y glucosa 0.1%) con 27 mL de
agua bidestilada. Reconstituimos el cromégeno ABTS con 6 mL de H,Oq4qy aplicamos vortex. A
continuacion anadimos 600 pL de la solucién buffer 1X al vial de la metmioglobina. Se adiciond
1 mL de H,Og4q4 al vial del Trolox. Este fue empleado para realizar la curva patrén. Una vez diluidos
10 pL de perdxido de hidrogeno 8.82 M con 990 pL de H,Oq4q4, se pipetearon 20 uL y se diluyeron

en 3'98 mL de H,O44 para conseguir una solucién de trabajo de 441 pM.

Se prepararon los patrones de Trolox (Po, P39, Pso, Pgo, P120, P1so, P220) d”UyéndO'O en la

solucién buffer 1X.

A continuacion se adicionaron 10 yL de metmioglobina, 150 yL de cromégeno y 10 L de
los patrones y de las muestras correspondientes. Por ultimo afadimos 40 pL de H,O, e incubamos
en oscuridad y agitacién durante 5 minutos. Inmediatamente después, se midid la absrobancia en
un lector de placas (VICTOR Perkin Elmer 2030) a 405 nm. Los valores obtenidos ([ABTS])

fueron referidos a la concentracion de proteinas de la muestra.
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4.2.4. Electroforesis y Western blotting

La electroforesis incluye las técnicas de separacion que implican la separaciéon en un
campo eléctrico de particulas cargadas. En el caso de la electroforesis de proteinas, el proceso se

diferencia en funcion de los electrodos, el tampén de electroforesis y el soporte que utiliza.

La metodologia de western blot empleada esta descrita en “Current Protocols in Protein
Science” (Coligan, 2003). Este procedimiento consistie en la separacion de proteinas por
electroforesis por el sistema SDS-PAGE en geles de acrilamida y su posterior transferencia
cuantitativa e irreversible a una membrana de PVDF. La presencia de proteinas estudiadas en las
muestras fueron obtenidas a partir de la lisis del tejido extraido de la corteza cerebral y se puso de

manifiesto por medio de los anticuerpos especificos (De la Fuente Gonzalez et al., 2007).

i. Aislamiento de las proteinas: los tejidos extraidos de los animales se homogenizaron en
un tampén de lisis (150 mM NaCl, 1% Triton, 1mM DTT, 50 mM Tris pH 8.0) mas un céctel de
inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche, Mannheim, Germany) y de fosfatasas (10 mM
NaF, 1mM NazVOy,) y se incubaron durante 30 min en hielo. Tras la centrifugacion de los lisados
(20.800 g, 20 min en una centrifuga refrigerada) (Eppendorf 5417 R, Barkhausenweg, Germany)

se recogi6 el sobrenadante para su posterior cuantificacion.

ii. Cuantificacién de la proteinas: la cuantificacion de las proteinas se realiz6 mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando el kit de deteccion Bio-Rad protein assay (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). La absorbancia de la reaccién colorimétrica se midio a 595 nm en un
espectrofotometro modelo Spectronic ® 20 Genesys™.

iii. Migracion electroforética en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): la electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizé en ccubetas Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) en geles del 11-15% de poliacrilamida, cargando 50 ug de proteina total.
Antes de realizar la carga, se afadi6 a las muestras tampdn de carga 5X (15% SDS; 50% glicerol;
0.1% azul de bromofenol; 312.5 mM Tris-Hcl, pH 6.8; 16% B-mercapto-etanol) y se calentaron a
95°C durante 5 min.

Para separacion por electroforesis vertical en geles de poliacriamida, se utilizo un sistema
MiniProtean Ill (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y un tampén compuesto por 50 mM Tris, 27 mM

glicinay 0.1% SDS. La electroforesis se realiz6é a 200V durante 60 minutos.

Como patréon para identificar el peso molecular de las proteinas se utilizo el marcador

Bench/Mark™ Prestained Protein Ladder (Invitrogen, Paisley, UK).

iv. Transferencia: la transferencia se hizo a una membrana de PVDF (Immobilon ™-P
Transfer Membrane, Millipore, Billerica, MA, USA) durante 1 hora a 100V en un aparato
MiniProtean (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y con un tampén compuesto por 20% metanol, 20 mM
Tris y 150 mM glicina.

Transcurrido ese tiempo, las membranas se tifieron en una solucién de rojo Ponceau S
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 0.1% en 1% acido acético para comprobar la eficiencia de

la transferencia. Seguidamente, las membranas se lavaron con tampoén tris salino (TBS, 20 mM
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Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5) y se incubaron en solucién de bloqueo (5% de leche descremada en

polvo en TBS + 0.1% Tween-20, TBT) durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion.

Tabla 1. Listado de anticuerpos primarios y secundarios para western blot.

Anticuerpo 1° (SR N° catalogo Dilucién Descripcién
comercial
Anti-VEGF (A-20)  Santa Cruz 5152 11000  Foliclonal de conejo
BDNF Santa Cruz Sc-548 11000  Foliclonal de conejo
pCREB-1 Santa Cruz sc-7978 1:200 AellelECIEr
COL4A2 (T-15)  Santa Cruz 570246 11000  Foliclonal de conejo
. . . Policlonal de conejo
Actina Sigma A-5060 1:1000
Anticuerpos 2° Casa comercial Referencia Dilucion
I LAEES B Thermoscientific 31437 1:5000
HRP (Fc)
anti Rabbit IgG- Santa Cruz Sc-3837 1:5000

HRP (Fc)

v. Incubacion con el primer y segundo anticuerpo: a continuacién las membranas se
incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla 1) disueltos en seroalbumina bovina

(BSA) 3% en TBT durante 30 min para eliminar los restos de anticuerpo.

Tras estos lavados las membranas se incubaron durante 45 min con los correspondientes
anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa de rabano (HRP) y se volvieron a lavar 2 veces con

TBT durante 10 min cada uno, siendo el ultimo lavado TBS durante 10 min.

La deteccion de las proteinas se hizo mediante quimioluminiscencia empleando el kit ECL

(Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK). Las membranas fueron analizadas con un
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lector de imagenes por quimioluminiscencia ImageQuant™ vy la ayuda de el programa
ImageQuant LAS 4000.

4.3. Técnica de TUNEL

El TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling)
identifica células apoptéticas in situ. El tunel pone de manifiestos los extremos 3°-OH libres
generados que han quedado expuestos durante el proceso de fragmentacion de la doble cadena
de ADN por activacién de la endonucleasa enddégena, presente en procesos de apoptosis. La
enzima transferasa terminal (TdT) incorpora nucleétidos marcados (biotin-dUTP) a dichos
extremos. El sitio que estd marcado con biotina se revela con fluorescein conjugated avidin
(avidin-FITC).

Una vez seleccionados los cortes, se lavaron con tampén fosfato salino (PBS) 0.01M pH
7.5, 3 veces durante 5 min en agitacion. Se realizé un bloqueo con Normal Goat Serum 20%,
diluido en PBS+BSA 1% pH 7.1 durante 45 min. Después se lavo bien con PBS. A continuacién se
incub6é con TUNEL: La solucién de TUNEL se obtuvo por la diluciéon del contenido del vial 1y 2
con PBS y su posterior mezcla. La incubaciéon se hizo a 37°C, en oscuridad durante 1 h. Al
finalizar, las muestras fueron lavados con PBS y se montaron con medio de montaje con Dapi

(Vectashield®, Vector Lab, UK). Las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia.

4.4. Determinaciones inmunohistoquimicas

4.4.1. Inmunohistoquimica para BrdU

Una vez seleccionados los cortes, se realizaron lavados con PBS 0.01 M pH 7.5. Antes de
llevar a cabo la unién del anticuerpo es necesario hacer accesible el ADN al anticuerpo primario.

Para ello llevamos a cabo un desenmascaramiento:

Las muestras se introdujeron en un bafo de PBS-Tritén + Metanol 10% durante 20 min, a
temperatura ambiente y en agitacion. Los cortes se intrdujeron en un bafio con tampén citrato 10
mM pH 8 hirviendo y se mantuvo en agitacion durante 30 min a temperatura ambient. A
continuacion, los portas se colocaron en HCI 2N durante 30 min a 37°C. Los portas se colocaron
entonces en un bafio de tampén borato 0.1 M pH 8.5 durante 10 min a temperatura ambiente y en

agitacion, tras lo cual se realizaron lavados con PBS.

Tras el desenmascaramiento se procedio a realizar el bloqueo de la peroxidasa endégena
para evitar la reactividad propia del tejido. Para ello incubamos los portas con una solucién H,0, al

3% en PBS-Triton 0.1% + 10% metanol durante 15 min, a temperatura ambiente y en oscuridad.

A continuacién, se diluy6 el anticuerpo primario anti-BrdU biotinilado (Invitrogen, Espafa) a
una concentracién 1:200 en suero bovino fetal 20% en PBS—Tritéon 0.1%, conocido como tampdn
bloqueo (TB) y se incubaron los cortes con esta solucién overnight y oscuridad a 4°C. Al dia

siguiente se lavaron los cortes con PBS. Se incubaron con ABC (complejo avidina-biotina-
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peroxidasa) (Vector Lab, UK) para amplificar la sefal, 1 h, a temperatura ambiente. Ese complejo
se une a la biotina con la que esta marcado el anticuerpo primario. Transcurrido el tiempo, los

cortes se lavaron con PBS.

Los cortes se revelaron con DAB sustrato de la peroxidasa (Vector Lab, UK). Una vez se
observd que las muestras van adquiriendo un color marrén se corté la reaccién lavando con H,O
bidestilada. A continuacién se lavd bien con PBS, se deshidratdé con etanol 100° y se mont6 con

medio de montaje (Eukitt®, Sigma Aldrich, Espafia).

Tabla 2. Listado de anticuerpos primarios empleados.

Anticuerpo 1° Casa comercial N° catalogo Dilucion Marcaje

Monoclonal anti- B2531 1:200

Sigma Aldrich Proliferacion

mouse BrdU

BrdU biotinilado

Invitrogen A21301NP 1:200 Proliferacion
anti-mouse glial
fibrillar acidic Millipore MAB5628 1:200 Astrocitos
protein (GFAP)
Anti-rabbit glial
fibrillar acidic Dako 20334 1:500 Astrocitos
protein (GFAP)  Cytomation
Polyclonal anti- . .
Abcam Ab6586 1:200 Colageno vasos
rabbit Collagen IV ,
sanguineos
Polyclonal anti- . . .
Wako 019-19741 1:200 Microglia
rabbit Iba1
Monoclonal anti- & icon MAB1435 1:200 Macréfago
mouse ED1
OO Lk 2 Millipore MAB341X 1:200 Neuronas maduras
Alexa Fluor® 488
conjugated
e Abcam Ab18207 1:200 Neurona inmadura

Neuron B-tubulin
I (Tuj1)
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4.4.2. Inmunohistoquimica para Iba1

Para llevara a cabo esta inmunohistoquimica no es necesario realizar los pasos
correspondientes al desenmascaramiento, ya que nuestro anticuerpo se sitta de manera
accesible en el citoplasma. Por lo que, se incubaron los cortes con la solucién de H,O, 3% en
PBS-Triton 0.1% + 10% metanol durante 15 min, a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras
este paso, se incubd overnight con el anticuerpo primario Iba1 anti-rabbit (Wako, UK) (1:200 en
TB). Se realizaron 3 lavados en PBS-Triton 0.1% y se incubaron los cortes con el anticuerpo
secundario anti-rabbit biotinilado (Vector Lab, UK) (1:200 en TB). Se lavé con PBS, se incub6 con

ABC, se reveld con DAB, se deshidraté y se monté como se describe anteriormente.

Tabla 3. Listado de anticuerpos secundarios empleados.

Anticuerpo 2° Casa comercial N° catalogo Dilucién Color de
emisién
Cy3 conjugated
goat anti-mouse Jackson 115-165-003 1:200 Rojo
IgG ( H+L) Immunoreseach
Alexa Fluor® 594
donkey anti- Invitrogen A21207 1:200 Rojo
rabbit IgG (H+L)
Alexa Fluor® 488
goat anti-Rabbit Invitrogen A11008 1:200 Verde
g G (H+L)
Cy5 conjugated
Invitrogen A10523 1:200 Verde

affinipure goat
anti-mouse (H+L)

4.4.3. Inmunohistoquimica de fluorescencia

Esta técnica se caracteriza por el empleo de anticuerpos que llevan unidos un fluorocromo
que al ser excitado con una determinada longitud de onda emiten fotones a otra longitud de onda

diferente, siendo un color visible para el ojo.

Todo el proceso sera realizado en una camara humeda y en oscuridad.
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Se seleccionaron los cortes y se lavaron previamente con PBS 0.01 M pH 7.5. A
continuacion se realiz6 el bloqueo con TB durante 2 h. Se incubaron con el anticuerpo primario
overnight a 4°C (Tabla 2).

Al dia siguiente, realizaron lavados con PBS-Tritén 0.1% e incubaron con el anticuerpo
secundario que lleva el fluoréforo (Tabla 3). Se lavo repetidamente con PBS-Triton 0.1% y se
montar con medio de montaje con DAPI (Vectashield, Vector Lab, UK). Los cortes fueron

observados en un microscopio de fluorescencia a una longitud de onda adecuada al fluoréforo.

5. Estudio mediante resonancia magnética 7T

El estudio de imagenes por resonancia magnética funcional (fMRI) es una herramienta
para el estudio de la actividad cerebral y los cambios en la plasticidad. Esta técnica se basa en la
deteccion del aumento de aporte de sangre oxigenada a la zona de activacién (BOLD) por
estimulacion eléctrica (Weber et al., 2006). De este modo, los estudio anatémico y funcional de los

animales se llevaron a cabo con equipo de resonancia magnética de 7 teslas.

Figura 15. Monitorizacion de la respiraciéon en la
MRI.

Inicialmente se calibré el oximetro para garantizar que el porcentaje de gases de la mezcla
era el correcto. Se abre el gas (N,O y O;) hasta llegar a 1 Bar de presién. Conectar los tubos
desde las lineas de gas hasta el oximetro. Regular las columnas de gas para obtener una mezcla
de 30% de O, y 70% de N,O. Abrir el vaporizador de isofluorano hasta 4% y abrir la linea de la
camara de induccion. Pesar al animal antes de cada experimento y poner al animal en la camara
de induccion. Después de aproximadamente 5 minutos, cuando el animal esta por debajo de 100

respiraciones por minuto (bpm) abrir la linea de gas que va a la plataforma (Figura 15).
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Tanto las imagenes del estudio anatémico como los datos del estudio funcional se
obtuvieron gracias al programa ParaVision 5.03 de Bruker BioSpin MRI. Cuando acaba el
procedimiento, se saca al animal del iman, retirarle los electrodos y sacar al animal de la
plataforma. Después, despertar al animal con una inyeccion intraperitoneal 1 mg/kg de atipamezol
(Antisedan®, Pfizer, Espafa).

5.1. Estudio anatémico

Rapidamente llevar al animal a la plataforma, poner la almohadilla debajo del pecho del
animal, poner la mascara y reducir el isofluorano hasta 1.5%. Usar la barra de los dientes y de las
orejas para fijar la cabeza del animal en el soporte. Colocar la cabeza del animal en el isocentro
del iman y comenzar lo escaneres. Se emplea el programa ParaVision 5.03 de Bruker BioSpin

MRI, se realizan imagenes transversales T2 en direccion antero-posterior cada 1 mm.

5.2. Estudio funcional

Pesar al animal, inyectar 1 mg/kg de medetomidina (Domtor®, Pfizer, Espafa). Prepara un
bolo de medetomidina de 0.05 mg/kg y conectarlo a la linea, programando la bomba para liberar 1
ml/hora. Esto proporcionara una infusién continua de 0.1 mg/kg/h de medetomidina al animal. A
continuacion, llevar al animal a la plataforma y realizar el procedimiento descrito anteriormente.
Insertar los electrodos subcutaneos en cada pata. Inyecta el bolo y disminuir el porcentaje de
isofluorano gradualmente (5-15 min) controlando la respiracion. Después de 15 minutos, encender

la bomba de infusién y cerrar el vaporizador.

Colocar la cabeza del animal en el isocentro del iman y empezar el procedimiento de MRI:
se realiza un patron de estimulacion-reposo de 45 seg de estimulacidon seguido de 15 seg de
reposo (5:45 min en total). En primer lugar se realiza en el lado contralateral para comprobar que
la activacion es correcta y a continuacion en el lado a analizar. Entre estimulaciones se deja

reposar al animal durante 3 min.

6. Obtencion y tratamiento de los resultados

6.1. Obtencion de imagenes

6.1.1. Microscopia de campo claro

Las imagenes de las tinciones y las imagenes de las muestras en las que se realiz6 la
reaccion de la avidina-biotina-peroxidasa, fueron observadas al microscopio de campo claro

(Nikon) y fotografiadas mediante una camara digital (Nikon).
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6.1.2. Microscopia de fluorescencia y confocal

Las inmunofluorescencias obtenidas de las muestras fueron observadas al microscopio de
fluorescencia (Leica) y fotografiadas con una camara digital (Nikon DS-Fi1) y/o con un microscopio
confocal (Nikon, Confocal Microscope D-Eclipse C1) y fotografiadas con una camara digital
(Nikon).

6.1.3. Microscopia electrénica de transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM) se basa en la irradiacion de una muestra
delgada con un haz de electrones de densidad de corriente uniforme. Para que se produzca la
transmision de electrones a través de la muestra es necesario que ésta sea delgada (< 100 nm),
ya que cuanto menor sea el espesor de la muestra mejor calidad de imagenes se puede
obtener. Parte de esos electrones son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da
lugar a interacciones que producen distintos fendbmenos como emisién de luz, electrones

secundarios y Auger, rayos X, etc.

Todas estas sefiales se pueden emplear para obtener informacién sobre la naturaleza de
la muestra como morfologia, composicion, estructura cristalina, estructura electrénica, etc. De
modo que, las muestras tratadas para este fin fueron observadas al microscopio electrénico de
transmision (Leica) y se obtuvieron imagenes digitales de las zonas colindantes a la lesion, con el

objetivo de estudiar las caracteristicas estructurales del tejido y de los tipos celulares presentes.

6.2. Contaje y andlisis estadistico

Los recuentos se realizaron en 4 cortes de cada animal (n=6) a partir de las
inmunohistoquimicas realizadas. En el caso del primer estudio (criolesion + &cido lipoico), se
delimitaron las primeras 500 ym colindantes a la lesién. En el caso del segundo estudio (criolesion
+ biomaterial + acido lipoico), la finalidad era poder cuantificar el niUmero total de células adheridas
y/o el numero de células diferenciadas dentro del biomaterial. En ambos casos, se tomaron
aleatoriamente 6 microfotografias de las cuales se hicieron los recuentos. Los recuentos celulares
se realizaron mediante el analisis de las microfotografias con la ayuda del programa Imaged 1.46q
para Mac. El nimero de células se calculd por la colocalizacion entre los nicleos marcados con
Dapi y el marcador citoplasmatico correspondiente y se refirié al area total de estudio. El area
ocupada por un tipo celular fue calculada mediante el area ocupada por el marcador

correspondiente y también fue referida al area total medida.

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos fueron expresados como la media + la
desviacion estandar. El tratamiento de los datos se realiz6 con la ayuda del programa estadistico
GraphPad Prism 4 para Mac. Para realizar el estudio estadistico entre dos grupos se empled un
T-test. Para el andlisis estadistico de mas de dos grupos se empled el andlisis de la varianza de

una via (one-way ANOVA) seguido de Fishe’s LSD test. Mientras que para la comparacion de dos
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variables se realizé un analisis de la varianza de dos vias (two-way ANOVA), y un post-test de

Bonferronni. En todos los casos se tomd el 95% como nivel de significatividad minimo.
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RESULTADOS

1. Estudio del tratamiento con acido lipoico tras el modelo de criolesion

1.1. Efecto del acido lipoico sobre el tejido cerebral

Para corroborar que el acido lipoico era capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y
hacer su efecto sobre el tejido cerebral como antioxidante, se realiz6 un test de capacidad
antioxidante mediante Elisa en el tejido cerebral y se midieron los valores de GSH mediante HPLC

alos 7 dias.

En la figura 16 se muestran los valores de ABTS" obtenidos del test de capacidad
antioxidante. Estos valores son inversamente proporcionales a la capacidad antioxidante del
tejido, es decir, que cuanto mayor sea la concentracién de ABTS" obtenida en la muestra, menor
serd la capacidad antioxidante del tejido. De este modo, los animales no tratados (CR)
(Figura 16.A) presentaron una menor capacidad antioxidante que los animales control (p < 0.001).
Por otro lado, en los animales tratados con LA (CR+LA) la capacidad antioxidante incrementaba

significativamente (p < 0.01) comparado con el grupo no tratado.

A Antioxidant Capacity B GSH
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[ABTS+] (mM/mg prot)
[GSH] (nM/mg)
o

Figura 16. Capacidad antioxidante del tejido cerebral a los 7 dias
de la lesién mediante ELISA (A). Medidas de GSH mediante HPLC
(B). Control: animales sin ningun tipo de lesion ni tratamiento;
CR: animales con criolesién; CR+LA: animales con criolesion y
tratados con LA. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

La figura 16.B muestra que los niveles de GSH en animales control fueron mayores que
animales no tratados (CR) y menores que en animales tratados (CR+LA) aunque no
estadisticamente significativo. Sin embargo, la concentracion de glutation era mayor (p < 0.01) en

animales tratados (CR+LA) comparado con los no tratados (CR).
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1.2. Caracterizacion del modelo de criolesiéon

1.2.1. Estudio histolégico de la zona afectada

Con el objetivo de caracterizar la morfologia e histologia de la lesién cortical, se realizé
una tincion de hematoxilina-eosina. La criolesion fue pues, realizada satisfactoriamente como se
muestra en la seccion coronal (Figura 17.A) y transversa (Figura 17.B). Esta estaba localizada
cerca del ventriculo lateral (LV) (Figura 17.C) y un aumento de la lesion muestra la apariencia

histolégica de la lesién (Figura 17.D).

Figura 17. Tincion de hematoxilina-eosina de la lesion,
situada proxima al ventriculo lateral (LV) en una seccién
coronal (A, C) y una seccién transversa (B, D). Una imagen de
la cavidad cistica (CC) de una animal no tratado (CR) y uno
tratado con LA (CR+LA). Las flechas indican el limite de la
cavidad cistica (CC) y las cabezas de flecha indican la
extension del tejido dentro de la cavidad cistica. Barras de
escala: 500 um en A, B, C, D; 250 pm en E,F.
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En los animales no tratados con LA, se encontré una cavidad cistica (CC) completamente
definida y delimitada (flechas en la Figura 17.E). Contrariamente, en los animales tratados con LA,
la CC no estaba tan bien definida por la presencia de tejido neural (cabezas de flecha en la Figura

17.F) creciendo dentro de la CC desde el borde de la lesiéon (flechas en la Figura 17.F).

Cuando el area adyacente de la lesion fue examinada con mas detalle mediante TEM, se
observaron diferencias obvias en la evolucion del tejido neural a los 15 dias, comparando los
animales no tratados con los tratados con LA. Una imagen de un corte semifino de una animal no
tratado muestra tres zonas perfectamente delimitadas (Figura 18.A) a lo largo de la lesion. La
primera zona colindante a la CC es la delimitada por la cicatriz glial (GS). A continuacién hay una
zona dafiada (DZ) caracterizada por la existencia de multiples espacios intercelulares, células en
proceso de apoptosis y algunas células de microglia, Por ultimo, la tercera zona o zona intacta
(1Z), estéd compuesta por tejido neural que no ha sufrido ningun cambio por la lesion. Cerca de la
CC observamos la cicatriz glial con mas detalle en una imagen obtenida por TEM (Figura 18.B), y
podemos observar una gran cantidad de filamentos intermedios en estas células de astroglia que
forman la GS (asteriscos en la Figura 18.C), estos se situan paralelos al borde de la lesion

creando una barrera.

Figura 18. Fotografia de un semifino (A) de un animal no tratado (CR). Las
lineas punteadas delimitan las tres zona principales. CC: cavidad cistica;
GS: cicatriz glial; DZ: zona dafada; 1Z: zona intacta. Imagenes obtenidas
por TEM de la cicatriz glial (B, C). Los asteriscos indican los filamentos
intermedios de las células gliales. Barras de escala: 50 ym en A; 5 um en B
and 1 ym en C.
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Por otro lado, los animales tratados con LA (CR+LA) presentaban pocas diferencias entre
las tres zonas (Figura 19.A). En la primera zona no existia una cicatriz glial, en lugar de ello habia
una zona de regeneracién (RZ), en la que el tejido habia crecido hasta invadir parte de la CC,
encontramos pues una zona en proceso de remodelacion. La siguientes dos zonas se presentan
igual que en los animales no tratados: una zona dafiada (DZ) y una zona intacta (IZ) con las

mismas caracteristicas descritas anteriormente.

RZ.

Figura 19. Fotografia de un semifino (A) de un animal tratado con LA
(CR+LA). Las lineas punteadas delimitan tres zona principales. RZ: zona de
regeneracion; DZ: zona dafada; |Z: zona intacta. Imagenes obtenidas por
TEM de cada una de las zonas (B, C, D, E, F, G). El color azul indica la
presencia de espacios intercelulares. Barras de escala: 50 ym en A; 20 ym
en B, C,D; 600 nmenE,F,

Las imagenes tomadas con TEM muestran la presencia de vasos sanguineos y células
gliales en la RZ (Figura 19.B), la DZ (Figura 19.C) y la I1Z (Figura 19.D). En la RZ se aprecia una
gran cantidad de espacios intercelulares (color azul en la Figura 19.E), los cuales disminuyen a lo
largo de la DZ (Figura 19.F). Sin embargo, en la IZ ya no hay presencia de espacios intercelulares
(Figura 19.G) y encontramos una zona de tejido completamente sano, con axones perfectamente

formados.
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1.3. Estudio citolégico de la zona lesionada

1.3.1. Efecto del acido lipoico sobre la supervivencia celular

Una de las principales consecuencias de las lesiones cerebrales es la muerte celular. La
técnica de TUNEL fue usada para analizar el efecto del tratamiento con LA sobre la supervivencia
celular, 15 dias después de la lesion cerebral. El test fue llevado a cabo en secciones de animales
no tratados (CR) y animales tratados (CR+LA) en las primeras 500 ym desde la CC, mostrando
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) de la densidad de células muertas (n°

células/mmz) (Figura 20) en animales tratados con LA comparado con animales no tratados.

Tunel
3000
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n2 cells/mm?
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CR CR+LA

Figura 20. Densidad de células
TUNEL® (n° células/mm?) en la
zona de la lesién. *p < 0.05.

1.3.2. Estudio de la proliferaciéon y la diferenciacion

Con el objetivo de evaluar la proliferacion de células cerca de la lesion ser llevaron a cabo
inmunohistoquimicas para BrdU en animales no tratados (Figura 21.A) y animales tratados (Figura
21.B) 15 dias después de la lesion. Encontramos que la densidad de células BrdU positivas
(Figura 21.C) estaba aumentada aumentada (p < 0.05) en los animales tratados comparado con
los no tratados.

Ademas pudimos observar que las células BrdU positivas encontradas en los animales no
tratados se disponian a lo largo del limite de la lesién, mientras que en los animales tratados con

LA, estas células estan dispersas por toda la zona lesionada colindante.
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Figura 21. Inmunohistoquimica para BrdU (flechas) en la zona lesionada
de animales no tratados (A) y animales tratados (B). Desidad de células
BrdU+ (n° células/mm2) e la zona lesionad (C). Barras de escala:
500 pym. *p < 0.05.

Realizamos inmunofluorescencias para determinar si estas nuevas células habian
diferenciado en algun tipo celular especifico 15 dias después de la lesidon. Los estudios de
colocalizacién mostraron que muchas de estas células BrdU positivas se diferenciaban en

astrocitos (GFAP) (Figura 22.A) y vasos sanguineos (Collagen V) (Figura 22.B) en los animales
tratados con LA.

CR+LA

o
’ g A )'; o

pu—g

Collagen IV/I

Figura 22. Inmunofluorescencia para BrdU (rojo), GFAP (verde) (A) y Collagen
IV (verde) (B) en animales tratados con LA. Las flechas indican
colocalizaciénes entre ambos marcadores. Barras de escala: 100 ym en A; 50
um en B.

1.3.3. Estudio angiogénico tras el tratamiento

En este estudio, era de gran interés evaluar la capacidad angiogénica del acido lipoico,

por ello la presencia de los vasos sanguineos fue evaluada mediante una inmunofluorescencia
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para Collagen IV. En los animales no tratados, los vasos sanguineos aparecen con una
distribucién a lo largo de la lesion (Figura 23.A). Mientras que en los animales tratados con LA los
vasos se disponen perpendicularmente a la lesion (Figura 23.B).
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Figura 23. Inmunofluorescencia para Collagen IV en animales no tratados (A) y animales
tratados con LA (B). Porcentaje de area ocupada por los vasos sanguineos (C). Barras de
escala: 200 ym.

La cuantificacion del area ocupada por los vasos sanguineos (% area CIV) (Figura 23.C)
muestra un aumento estadisticamente significativo (p < 0.05) en los animales tratados con LA

comparado con los no tratados y con los animales control.

Para entender un poco mas a cerca del mecanismo molecular de la formacién de estos
vasos sanguineos, se administr6 bevancizumab (Avastin), un agente bloqueante de VEGF. Se
realizaron electroforesis y Western blot para VEGF para corroborar el efecto de Bevancizumab

sobre VEGF y para COL4A2 para ver como afectaba a la sintesis de colageno (Figura 24.A).

La cuantificacién del western blot (Figura 24.B) mostré que tras la administracion de
bevancizumab (CR+AV y CR+AV+LA) habia un descenso en los valores de VEGF vy,
consecuentemente, también un descenso estadisticamente significativo (p < 0.001) en los valores
de colageno comparado con el grupo control (CR y CR+LA respectivamente), indicando que
VEGF, al menos en parte, es responsable de la sintesis de colageno. Sin embargo, los valores de
colageno sufrieron un aumento estadisticamente significativo (p < 0.001) en los animales tratados
con LA (CR+AV+LA) comparado con los animales no tratados (CR+AV), mostrando que LA es

capaz de estimular la sintesis de colageno por si mismo.
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Figura 24. Imagen del western blot de las proteinas
COL4A2 y VEGF (A). Cuantificacién del western blot
por densitometria (B). CR: animales no tratados;
CR+AV: administracién de bevancizumab en animales
no tratados; CR+LA: animales tratados con LA;
CR+AV+LA: administracion de bevancizumab en
animales tratados con LA. CR vs CR+LA*; CR+AV vs
CR+AV+LA*** *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

1.3.4. Reactividad astroglial tras el tratamiento

La reactividad astroglial es uno de lo grandes problemas asciados a las lesiones
cerebrales, por ello quisimos evaluar de la reactividad glial tras el tratamiento con acido lipoico.
Para llevar a cabo este fin, se realizaron en primer lugar, inmunofluorescencias con el marcador

GFAP (astrocitos).

El tratamiento con LA claramente disminuy6 la cicatriz glia alrededor de la lesién después
de 15 dias (Figura 25.A y 25.B). La evaluacion de las células de la cicatriz glial en la zona
lesionada mostraron diferencias morfolégicas en ambos grupos y aparentemente existia un
aumento del nimero de células gliales en los animales no tratados (Figura 25.C), comparado con
los tratados con LA (figura 24.D). Por otro lado, la cuantificaciéon de la densidad de astrocitos (n°
células GFAP+/mm2) (Figura 25.E) mostr6é que habia un aumento estadisticamente significativo en
ambos grupos experimentales respecto al control (p < 0.01), pero no encontramos diferencias
entre ambos grupos experimentales. Sien embargo, encontramos un aumento estadisticamente
significativo en el area ocupada por estos astrocitos en los animales no tratados (Figura 25.F)
respecto al grupo tratado con LA (p < 0.01) y el grupo control (p< 0.001).
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Figura 25. Inmunofluorescencia de GFAP en animales no tratados (A) y
animales tratados con LA (B). Las flechas indican la cicatriz glial formada en los
animales no tratados. Barras de escala: 200 ym en A, B; 200 ym en C, D.
Densidad de células GFAP+ (n° células / mm?) (E) y area (% area) ocupada por
estas células (F). **p < 0.01; ***p < 0.001.

Por otro lado, se procedi6 a evaluar la formaciéon de la BBB mediante
inmunofluorescencias dobles con los marcadores GFAP (astrocitos) y Collagen IV (vasos
sanguineos) en los animales control (Figura 26.A), en los animales lesionados no tratados
(Figura 26.B) y en los animales lesionados tratados con LA (Figura 26.C).
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Figura 26. Inmunofluorescencia de GFAP (astrocitos) y Collagen IV (vasos
sanguineos) en animales control (A), lesionado no tratado (B) y lesionado
tratado con LA (B). Barras de escala: 50 ym. Cuantificacion de la densidad de
contactos (n° contactos / mm®) (D) y de la longitud total de los contactos (um) en
cada uno de los grupos experimentales. **p < 0.01; ***p < 0.001.
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La cuantificacién de la densidad de los contactos (n° contactos/mmz) (Figura 26.D) mostro
que existia un aumento estadisticamente significativos de estos en ambos grupos experimentales
(CR y CR+LA) comparado con el control (p < 0.01 y p < 0.001 respectivamente). Asi mismo,
existia un aumento en la densidad de los contactos en los animales tratados con LA comparado

con los no tratados (p < 0.01).

Sin embargo, cuando se evalué la longitud total de los contactos (um), se encontré un

aumento estadisticamente significativo entre los grupos experimentales y el control (p < 0.001).

1.3.5. Respuesta microglial

Para observar la respuesta microglial después de la lesion, se realizaron
inmunohistoquimicas para Iba1. Las imagenes muestran las células de microglia presentes en los
animales no tratados (Figura 27.A), las cuales presentaban una morfologia estrellada. En cambio,
en los animales tratados con LA (Figura 27.B) se podia observar una morfologia redondeada o
ameboide en estas células. Al realizar la cuantificacion (Figura 27.C), pudimos observar un
aumento estadisticamente significativo en ambos grupos experimentales (CR y CR+LA)

comparado con el grupo control (p < 0.001).
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Figura 27. Inmunohistoquimica para Iba1l en animales no tratados (A) y animales
tratados con LA (B). Barras de escala: 100 ym. Cuantificacién de la densidad de células
Iba1 positivas (n° células / mm?) en cada grupo experimental (C). ***p < 0.001.

Para evaluar si estas células de microglia presentaban actividad macréfaga, se realizaron
inmunofluorescencias para ED1. Las imagenes en los animales no tratados (Figura 28.A)
muestran escasa presencia de células ED1 positivas; en cambio, en los tratados con LA (Figura

28.B) se puede observar una gran cantidad de estas células.
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Figura 28. Inmunofluorescencia para ED1 en animales no tratados (A) y animales
tratados con LA (B). Barras de escala: 200 ym. Cuantificacién de la densidad de células
ED1 positivas (n°® células / mm2) en cada grupo experimental (C). *p < 0.05; ***p <
0.001.

Se realizaron recuentos de la densidad de estas células (n° células/mmz) (Figura 28.C),
pudiendo observar un aumento estadisticamente significativo de células ED1 positivas en los
animales no tratados (p < 0.05), siendo mucho mayor en los tratados con LA (p < 0.001) respecto
al control. Al mismo tiempo, se observé un aumento estadisticamente significativo de la densidad

de células ED1 en los animales tratados con LA respecto a los no tratados (p < 0.001).

1.4. Estudio molecular de pCREB y BDNF

Debido a su importante papel como factores tréficos, se realizaron western blot de las
proteinas pCREB y BDNF (Figura 29.A) 15 dias después de la lesion.
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Figura 29. Western blot para las protenas pCREB y BDNF (A):
Cuantificacién mediante densitometria de pCREB (B) y BDNF
(C) en ambos grupos experimentales. **p < 0.01; ***p < 0.001.
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La cuantificacion por densiometria de los western blot mostré6 un aumento
estadisticamente significativo de las proteinas pCREB (Figura 29.B) y BDNF (Figura 29.C) en los

animales tratados con LA comparado con los no tratados (p < 0.01 y p < 0.001 respectivamente).

2. Estudio del uso combinado de biomateriales y acido lipoico tras el

modelo de criolesion

2.1. Estudio histologico de la implantacion del biomaterial

El objetivo inicial en esta segunda parte del estudio consistia en evaluar la insercién del
biomaterial polimérico dentro de la zona lesionada. La implantacion del biomaterial se llevo a cabo
satisfactoriamente en las coordenadas descritas anteriormente (ver apartado 2.1 de Material y
meétodos), cerca de la zona subventricular (Figura 30.A). En ninguno de los casos se produjo
rechazo del mismo por parte del animal, por lo que se pudo concluir que el biomaterial resultaba
compatible con el tejido cerebral. Ademas, se pudo observar cierta continuidad entre el tejido

cerebral y el biomaterial (figura 30.B).

Figura 30. Tincion de hematoxilina-eosina de una seccion
coronal del cerebro con el biomaterial (A). Limite entre el
tejido antiguo y el biomaterial (B). Implante del biomaterial
junto al LV (C). Imagen del BM (D). La linea punteada
delimita el tejido neural del biomaterial. BM: biomaterial;
LV: ventriculo lateral. Barras de escala: 500 um en A, 100
um en B, y 500 pm en C y D.
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Por otro lado, era importante que el biomaterial quedara perfectamente insertado cerca del
ventriculo lateral (Figura 30.C) para facilitar el acceso al mismo de las células en proliferacion de
la SVZ (si las hubiera), y al cabo de un tiempo el biomaterial fue, de hecho, colonizado por una

gran cantidad de células (Figura 30.D).

La tincién de hematoxilina-eosina mostré que, aparentemente los animales no tratados
(Figura 31.A y 31.B) presentaban una menor densidad celular dentro del biomaterial que los
animales tratados con LA (Figura 31.C y 31.D), o al menos sus células presentaban mas

expansiones citoplasmaticas.

Figura 31. Tincién de hematoxilina-eosina del
interior del biomaterial. BM: biomaterial; BM+LA:
biomaterial y tratamiento con acido lipoico.
Barras de escala: 200 pm y 50 pum en las
ampliaciones.

Para confirmar esta observacion, se llevé a termino el recuento de la densidad celular
dentro del biomaterial (Figura 32), desvelando que, la densidad celular dentro del biomaterial a los
15 dias era mucho menor en los animales no tratados (p < 0.001) que en los animales tratados
con LA (p < 0.05) comparado con el control, pero no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales. Sin embargo, a los 60 dias, el grupo tratado con LA
sufrié un incremento estadisticamente significativo si lo comparabamos con el grupo no tratado

(p < 0.05) y la densidad celular llegé a equiparase con valores control.
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Figura 32. Densidad de células (n° células/mm?)
presentes dentro del biomaterial para cada uno de los
grupos a diferentes tiempos. Control: sin lesiéon ni
biomaterial; BM: con lesion y biomaterial pero sin
tratamiento; BM+LA: con lesién, biomaterial vy
tratamiento con LA.

2.2, Estudio de la angiogénesis en el interior del biomaterial

El aporte de oxigeno y nutrientes es una de las condiciones esenciales para el desarrollo
de un tejido. Para ello es imprescindible la presencia de vasos sanguineos dentro del tejido, por lo
que el siguiente paso del estudio se centraba en la evaluacion de la angiogénesis dentro del
biomaterial. Para llevar a cabo dicho estudio, se realizaron inmunofluorescencias para Collagen IV
(vasos sanguineos) en los animales tratados y no tratados, a los 15 y 60 dias posteriores a la
lesién (Figura 33.A-L).

Se realizaron recuentos de la densidad de células Collagen IV positivas (Figura 33.M),
encontrando un aumento estadisticamente significativo en el grupo tratado con LA respecto al no
tratado (p < 0.01). Sin embargo, a los 60 dias encontramos que, ambos grupos experimentales

sufrieron un aumento estadisticamente significativo respecto al grupo control (p < 0.01).

Por otro lado, se calculé el porcentaje de células colageno positivas (Figura 33.N), en este
caso, encontramos, a los 15 dias, un descenso en el grupo no tratado (p < 0.05) y un aumento en
el tratado con LA (p < 0.001) respecto al control, y al mismo tiempo, encontramos diferencias entre
ambos grupo experimentales (p < 0.001). En cambio, a los 60 dias, observamos un aumento
estadisticamente significativo en el grupo no tratado comparado con el control y el grupo tratado
con LA (p < 0.01). Asi mismo, el grupo tratado con LA sufri6 un descenso significativo en el

porcentaje de células, situandose en valores control.

Ademas, se calculd el porcentaje de area ocupada por los vasos sanguineos
(Figura 33.0), encontrando un aumento estadisticamente significativo del area ocupada por los
vasos sanguineos en los animales tratados con LA respecto al grupo no tratado, a los 15 y 60 dias

(p <0.05y p < 0.01 respectivamente), y respecto al control a los 60 dias (p < 0.001).
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Figura 33. Inmunofluorescencia de Collagen IV (vasos sanguineos) a los 15 dias en animales
no tratados (A-C) y animales tratados con LA (D-F); y a los 60 dias en animales no tratados
(G-1) y animales tratados con LA (J-L). Las graficas representan la cuantificacion de la
densidad de células colageno positivas (n° células / mm?) (M), el porcentaje de células (%
células CIV+) (N) y el porcentaje de area ocupada por los vasos sanguineos (O). Barras de
escala: 200 ym. *p < 0.05; **p < 0.01; p < 0.001.
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2.3. Estudio de la reactividad glial dentro del biomaterial

Uno de los puntos importantes del estudio, era evaluar el efecto del implante del
biomaterial sobre la reactividad glial para observar si este producia algun tipo de respuesta

inflamatoria por parte del tejido cerebral. Para ello evaluamos tanto la astroglia como la microglia.

2.3.1. Estudio de la astroglia

Para el estudio de la astroglia en el interior del biomaterial se realizaron
inmunofluorescencias con el anticuerpo GFAP (astrocitos) en los animales tratados y no tratados
con LA, alos 15y 60 dias (Figura 34.A-L).

741



GFAP Dapi
A B M 5
*k
300
- *
13
é 250
f& 200 ‘|' -[ Control
]
@ 150 HEBM
n S T T WBM+LA
> o 100
w | = ~_BM “xaA)
T 50
n
- E 0
15 days 60 days
N 35
30
.
. 25
& *k
Control
BM+LA il G 20 e *kk
@
m 315 'l' T ¥BM
X
10 HBM+LA
4 5
0
15 days 60 days
®» . 25
>
g BM st
20 Hkk
8 ? K ‘I’ *k
@ 15 Control
: T
2 MBM
J 10
T T WBM+LA
5
0
___ I BM+LA o) 15 days 60 days

Figura 34. Inmunofluorescencia de GFAP (astrocitos) a los 15 dias en animales no
tratados (A-C) y animales tratados con LA (D-F); y a los 60 dias en animales no
tratados (G-1) y animales tratados con LA (J-L). Las graficas representan la
cuantificacion de la densidad de células colageno positivas (n° células/mm?) (M), el
porcentaje de células (% células GFAP+) (N) y el porcentaje de area ocupada por los
astrocitos (O). Barras de escala: 200 ym. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Se realizaron recuentos de la densidad de células GFAP positivas (Figura 34.M),
encontrando a ambos tiempos (15 y 60 dias) un incremento en la densidad celular en los
animales tratados con LA respecto al control (p < 0.05 y p < 0.01 respectivamente). Por otro lado,
se calculé el porcentaje de células GFAP positivas (Figura 34.N), en este caso encontramos que,
existia un incremento estadisticamente significativo en los animales tratados con LA comparado
con los no tratados (p < 0.01) y, por otro lado, los animales no tratamos mostraban una

disminucioén estadisticamente significativa comparado con el control (p < 0.001).

Ademas, se calculé el porcentaje de area ocupada por los astrocitos (Figura 34.0). A los
15 dias encontramos que el grupo tratado con LA sufri6 un incremento estadisticamente
significativo en el drea ocupada por los astrocitos comparado con el grupo no tratado y el control
(p < 0.001). En cambio, a los 60 dias, se produjo un aumento estadisticamente significativo en el
grupo no tratado comparado con el control (p < 0.001). Y, por otro lado, el grupo tratado con LA

sufrié una disminucién en el area ocupada por los astrocitos.
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2.3.2. Estudio de la microglia

El estudio de la presencia y morfologia de células de microglia se llevd a cabo realizando
inmunofluorescencias para el marcador Iba1, al mismo tiempo que se realizaron
inmunofluorescencias para ED1 con el objetivo de observar las células con capacidad macrofaga
(Figura 35).

Figura 35. Inmunofluorescencia para ED1 e Iba1 a los 15 dias en los
animales no tratados (A) y los animales tratados con LA (B); y a los
60 dias en los animales no tratados (C) y los animales tratados con
LA (D). Barras de escala: 50 pym.

Se realizaron recuentos de la densidad de células Iba1l positivas (Figura 36.A)
encontrando un aumento significativo en los grupos experimentales respecto al control, tanto a los
15 dias como a los 60 dias. Por otro lado, el porcentaje de células Iba1 positivas (Figura 36.B)
sufrio, a los 60 dias, un aumento estadisticamente significativo en el grupo tratado con LA
comparado con el grupo no tratado y el control en el grupo tratado (p < 0.01 y p < 0.001

respectivamente).

El recuento de células ED1 nos indica, por otro lado, la cantidad de células de microglia
activa/macréfago dentro del biomaterial (Figura 36.C). Encontramos pues, un aumento muy
significativo de la densidad de estas células en ambos grupos experimentales tanto a los 15 como

a los 60 dias (p < 0.001), y a su vez, un aumento estadisticamente significativo en los animales no
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tratados con LA comparado con los tratados (p < 0.01). Por otro lado, el porcentaje de células ED1
positivas (Figura 36.D), también mostré un aumento estadisticamente significativo en todos los
grupos experimentales respecto al control (p < 0.001).
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Figura 36. Las graficas representan la densidad de células Iba1 (n° células Ibal/mm?) (A),
el porcentaje de células Iba1 (B), la densidad de células ED1 (C), el porcentaje de células
ED1, la densidad de células ED1 e Iba1 que colocalizan (E), la densidad de células solo
Iba1 positivas (F) y la densidad de células s6lo ED1 positivas (G). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001.

Al mismo tiempo se realizaron colocalizaciones entre ambos marcadores (Figura 36.E),
encontrando otra vez, un aumento muy significativo del niumero de células que expresaban ambos
marcadores en todos los grupos experimentales (p < 0.001), por lo que estas células de microglia
presentaban también capacidad de microglia activa/macréfaga. Sin embargo, al igual que en el
caso anterior, este nimero fue estadisticamente superior a los 15 dias en los animales no tratados

comparado con los tratados (p < 0.05).



RESULTADOS

Por otro lado, se calculé el nimero de células que tan sélo expresaban uno de los dos
marcadores. En el caso de ED1 (Figura 36.F), encontramos que habia un aumento
estadisticamente significativo de estas células en todos los grupos experimentales respecto al
control, excepto en los animales tratados con LA a los 60 dias. Por otro lado, las células que tan
solo expresaban el marcador Iba1 (Figura 36.G), no mostraban grandes diferencias a los 15 dias,
pero si a los 60 dias, donde existia un aumento estadisticamente significativo de estas células en
los animales no tratados con LA comparado con el control (p < 0.01) y con las tratados con LA
(p < 0.001).

2.5. Estudio del crecimiento neuronal

Por supuesto, aunque el resto de tipos celulares son importantes para el sostén y el
correcto funcionamiento del tejido, la célula por excelencia del tejido nervioso es la neurona,
unidad funcional de CNS. Un estudio preliminar del BM a los 15 dias mostré que, la cantidad de
neuronas existentes dentro del biomaterial era considerablemente baja para poder realizar el
estudio, por lo que los datos e imagenes que se muestran a continuacion son los relativos a los
60 dias.

~BM+LA

MAP2/Tuj 110 ..
C BM+LA D BM+LA

Figura 37. Inmunofluorescencia para Tuj1 (neuronas inmaduras) en rojo y
MAP2 (neuronas maduras) en verde en los animales tratados con acido lipoico
a los 60 dias (A y B), los nucleos aparecen marcados con Dapi en azul.
Inmunofluorescencia para MAP2 en los animales tratados (C y D). Las flechas
blancas indican los axones dentro del biomaterial. Barras de escala: 100 ym en
Ay B; 50 umen C; 25 pm en D.
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A este tiempo encontramos algunas terminaciones nerviosas de neuronas jévenes (Tuj1")
que se adentran en el biomaterial (Figura 37.A). Ademas encontramos que algunas de estas
neuronas empezaban a expresar marcadores de neuronas maduras (MAP2") (Figura 37.B). Y en
ocasiones, encontramos también neuronas totalmente maduras (expresando el marcador MAP2)
dentro del biomaterial (Figura 37.C) que extendian sus terminaciones nerviosas dentro del
biomaterial (Figura 37.D).

El recuento neuronal mostré que la densidad de neuronas inmaduras a los 60 dias
(Figura 38.A) era estadisticamente superior en los animales tratados con LA, comparado con los
animales no tratados e incluso con el control (p < 0.05). Sin embargo, la densidad de neuronas
maduras en estos animales era inferior que en los animales control (p < 0.05) pero, muy superior
comparado con los animales no tratados (p < 0.001), los cuales presentaban una densidad

neuronal mucho inferior que los animales control (p < 0.001).
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Figura 38. Cuantificacion de la densidad de células (n° cells/mm?) MAP* y Tuj1™ (A) y
porcentaje de cada tipo celular (B) en cada uno de los grupos. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p<0.001.

Por otra parte, se calculd el porcentaje de células pertenecientes a cada tipo celular
(Figura 38.B). Encontrando un aumento estadisticamente significativo en el nUmero de neuronas
joévenes entre los grupos experimentales y el control (p < 0.05 en CR y p < 0.01 en CR+LA).
Asimismo, encontramos que el porcentaje de neuronas maduras en los animales no tratados con
LA era estadisticamente inferior (p < 0.01) comparado con el control e incluso con los animales

tratados con LA (p < 0.05), en los que no encontramos diferencias con el control.



RESULTADOS

2.6. Estudio mediante resonancia magnética

2.6.1. Estudio estructural

En este estudio, se realizaron escaneres estructurales T2 de los animales (Figura 39.A y
39.B) a los 2 y 6 meses posteriores a la lesiéon. En las imagenes T2 la parte grasa del cerebro
aparece en color oscuro y la parte liquida de color blanco. Esto nos proporciona informacion sobre
posibles procesos patoldgicos en el cerebro o el grado de recuperacién de un tejido dafiado.

Los resultados obtenidos de los valores de grises mostraron que, a los dos meses existia
una disminucién estadisticamente significativa en los valores de gris en ambos grupos

experimentales respecto al control (p < 0.001) (Figura 39.C).

Control

NBM

Gray values

HWBM+LA

2 months 6 months

Figura 39. Imagenes del escaner T2*-weight de un animal no
tratado (A) y uno tratado con LA (B) a los 6 meses. Cuantificacién
en valores de grises del tejido del interior del biomaterial en
ambos grupos experimentales a los 2 y 6 meses (C). ***p < 0.001.

Sin embargo, a los 6 meses encontramos que, el grupo tratado con LA presentaba un
aumento estadisticamente significativo en los valores de grises comparado con el grupo no tratado

y con el control (p < 0.001).

77



2.6.2. Estudio funcional

Para evaluar la presencia de funcionalidad dentro del biomaterial, se realizé el estudio
mediante resonancia magnética funcional (fMRI). Los pixeles en rojo representan zonas de

activacion.

Control

sity (Time: 0, 114)

I
I T Y Iy |

Figura 39. Imagenes de los escaneres fMRI (arriba) y su correspondiente perfil de
activacion (abajo). Los pixeles en rojo significa sefial BOLD positiva.

Los resultados mostraron que no habia activacién dentro del biomaterial en ninguno de los
animales, ya fueran tratados o no tratados, a ningun tiempo. Sin embargo, se pudo detectar sefial
BOLD (activacion) al lado del biomaterial en el 50% de los animales tratados con LA y en el 33%
de los animales no tratados (Figura 40 arriba). Las graficas representan los perfiles de activacion
de los diferentes grupos (Figura 40 abajo). En gran parte de los animales tratados con LA
encontramos una correcta activacion del area somatosensorial, en cambio, en muchos de los

animales no tratados encontramos que no habia ningun tipo de activacion de dicha zona.
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DISCUSION

La TBI esta considerada como una de las mayores casusas de muerte y discapacidad en
todo el mundo (Maegele and Schaefer, 2008). Un importante nimero de pacientes con TBI
sobreviven con importantes dafios cerebrales y déficit de comportamiento, incluso después de una

lesién leve o moderada (Jennett, 1972, Harrahill, 1997, Sharp et al., 2011).

El TBI implica, por lo general, la disrupcion de la barrera hematoencefalica (BBB), falta de
energia, excitotoxicidad y liberacion de radicales libres, lo cual conlleva a la necrosis isquémica o
apoptosis (Dirnagl et al., 1999, Del Rio et al., 2011). El LA es un cofactor natural que ha sido
recientemente estudiado en modelos animales de TBI (Gonzalez-Perez et al., 2002, Schreibelt et
al., 2006, Toklu et al., 2009). Estudios recientes demuestran su papel neuroprotector al actuar
como un antioxidante y agente anti-inflamatorio (Freitas, 2009, Toklu et al., 2009, Rochette et al.,
2013), siendo capaz de cambiar la regulacién de varios genes asociados con la supervivencia

celular, la inflamacién y estrés oxidativo (Larghero et al., 2007).

cc
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o Neuron o Mielinated Axon

@ Astrocyte [ Intercellular space

Figura 41. llustracién que representa la zona lesionada de los animales no tratados (A)
y los animales tratados (B). CC: cavidad cistica; GS: cicatriz glial; DZ: zona de
degeneracion; 1Z: zona intacta; RZ: zona de regeneracion.

Una de las conclusiones mas destacables en este trabajo es la descripcién de las tres
zonas alrededor de la zona lesionada 15 dias después de la lesién. Cuando se produce una lesion
cerebral con pérdida de masa encefalica, la regeneracion espontanea es imposible debido a su
propio entorno inhibitorio, que incluye la formacién de la cicatriz glial (Schmidt and Leach, 2003,
An et al.,, 2006, Rocamonde et al., 2012). La primera zona a describir esta delimitada por una
cicatriz glial (GS) que rodea a la cavidad cistica central (CC). Seguido de una segunda zona de
degeneracion (DZ), en la que el tejido se ha visto afectado por procesos de muerte celular, y
finalmente, una tercera zona no afectada nombrada como zona intacta (1Z) como parte del
parénquima neural (Figura 41.A). Sin embargo, el tratamiento con LA durante 7 dias sucesivos a la
lesién, disminuy6 significativamente la GS. En su lugar, se observé una continuidad de tejido

neural nombrado en este documento como zona de regeneracidon (RZ), caracterizado por la
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presencia de varios vasos sanguineos que se abren paso a través de esta zona. Esta RZ se
expande dentro de la CC, donde se encontraron grande espacios intercelulares y algunas células
gliales y neuronas con terminaciones sinapticas llenando la CC. Este hecho podria ser
razonablemente interpretado como un proceso de renovacién, con muerte celular y proliferacién
(Figura 41.B).

Por otra parte, se ha observado que, después de una lesion cerebral, un gran nimero de
células mueren. Debido a esta muerte, muchas sustancias neurotéxicas se liberan al medio
extracelular, promoviendo un aumento de ROS y la activaciéon de procesos de apoptosis/necrosis
(Kaur and Ling, 2008) y descienden los niveles de GSH. Muchos estudios han dado ha conocer las
propiedades antioxidantes del LA después de un trauma cerebral (Packer et al., 1997, Lynch,
2001), aumentando la produccion de GSH (Packer et al., 1995) y la recuperacion de la BBB. En
este estudio, se ha observado un incremento de la capacidad antioxidante total en el area
lesionada después de 7 dias de tratamiento, lo que indica que el LA era capaz de atravesar la BBB

(Shay et al., 2009) y actuar como un antioxidante en el cerebro (Annahazi et al., 2007).

Por otra parte, el LA, no s6lo promovié sobre la recuperacion de los niveles de GSH, sino
que también estimul6 la sintesis de GSH de novo, lo que disminuye la formaciéon de ROS después
de una lesion cerebral (Packer et al., 1997, Toklu et al., 2009). Es bien conocido que una
disminucion de ROS promueve la supervivencia celular (Silva and Coultinho, 2010). Estudios
recientes sugieren que LA funciona como un buen neuroprotector al actuar como un agente
antioxidante y anti-inflamatorio (Freitas, 2009, Toklu et al., 2009), siendo capaz de cambiar la
regulacion de varios genes asociados con la supervivencia celular, la inflamacion y estrés
oxidativo (Larghero et al., 2007). Ademas, nuestros datos actuales coinciden con estudios previos
sobre el tema (Freitas, 2009, Toklu et al., 2009, Rocamonde et al., 2012). Con esto, se demuestra
que un tratamiento con LA durante 7 dias es capaz de disminuir el estrés oxidativo del entorno y

promover la supervivencia celular en el area lesionada después de 15 dias.

Numerosos estudios demuestran que, tras una lesion en el CNS, se activa la proliferacion
de células en la zona subventricular (SVZ) y la posterior migracion de estas células recién nacidas
a la zona lesionada (Panigrahi et al., 1996, Yamashita et al., 2006, Kojima et al., 2010). En nuestro
trabajo hemos mostrado evidencias de proliferacion tras la lesion. En este aspecto, cabe destacar
la obtencion de dos conclusiones razonables. La primera de ellas es el hecho que el LA aumenta
la proliferacién y/o migracion de células en la zona lesionada. La segunda se basa en la
distribucién de estas células en esta zona. Cuando aplicamos el tratamiento con LA, hemos podido
observar que estas nuevas células se distribuyen de manera aleatoria en la zona colindante a la
lesion, mientras que la ausencia de tratamiento lleva a estas células a distribuirse a lo largo del

limite de la lesion.

Ademas, hemos podido observar que muchas de estas células de nueva formacién
corresponden a células endoteliales y astrocitos en los animales tratados con LA. Por otro lado,
también hemos observado que, la ausencia de tratamiento, lleva inevitablemente a la formacion de

una cicatriz glial y distribucidon de estos astrocitos a lo largo del limite de la lesion, formando una
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DISCUSION

barrera fisica que impediria la regeneracion de la lesién. Este patrén de distribucién corresponde
con el descrito por las células de nueva formacién, por lo que es razonable pensar que se trata de

las misma células.

Los astrocitos desempefan un papel activo en el mantenimiento de la estructura, el
metabolismo y la funcién del cerebro (Barcia et al., 2008). En respuesta a diversas lesiones
cerebrales los astrocitos se vuelven hipertréficos; tales astrocitos son también conocidos como los
astrocitos reactivos y/o activados (Bushong et al., 2004, Wilhelmsson et al., 2006, Chvatal et al.,
2007). Los astrocitos reactivos se reconocen a través de su aumento en el tamafio y la regulacién
de la proteina GFAP (Faulkner et al., 2004, Das et al., 2012). En este sentido, el tratamiento LA no
mostré diferencias en el nimero de astrocitos, pero si lo hizo en el tamafo, mostrando una
reduccion de la superficie ocupada por esta células gliales. La reduccion de la cicatriz glial permite

posiblemente la llegada de las células microgliales implicadas en procesos de remodelacion.

Por otro lado, Por otro lado, recientes estudios revelaron que los astrocitos, guiados por
VEGF, juegan un papel crucial en la formacién y el crecimiento de nuevos vasos sanguineos
(Bozoyan et al., 2012). En este trabajo se han observado que nuevos astrocitos comparten el
espacio cerca de la zona de lesién con nuevos vasos sanguineos. Ademas, se ha demostrado que
la administraciéon de LA promueve la formacion de vasos sanguineos y que, ademas, estos se
distribuyen de forma perpendicular a la lesion, hecho que probablemente mejore la reperfusién y el

aporte de oxigeno y nutrientes en la zona colindante a la lesién.

Recientemente, se ha estudiado algunas sustancias con capacidad antioxidante tal como
resveratrol, un estilbeno natural presente en las uvas, demostrando que su administracién mejora
el resultado frente al TBI probablemente mediante la regulaciéon de la 6xido nitrico sintetasa y
VEGF (Tsai et al., 2007, Dong et al., 2008, Rochette et al., 2013). En nuestro estudio, se ha
observado que el LA es capaz de estimular la angiogénesis después de la lesion cerebral,
ademas, al bloquear VEGF, por la administracion de bevancizumab, hemos podido demostrar que

el LA es capaz de estimular la angiogénesis por si mismo.

Por otro lado, la barrera hematoencefalica es una membrana protectora que restringe la
entrada de moléculas y células blancas de la sangre de la circulacion sistémica al CNS. Entre sus
funciones esta la de mantener el balance homeostatico del fluido extracelular cerebral (Pun et al.,
2009). Se sabe que estas ROS estan aumentadas en las lesiones cerebrales y que contribuyen a
un aumento de la permeabilidad de la BBB (Olensa et al., 1987). También es conocido que los
antioxidantes, tales como el LA, ayudan a reducir la permeabilidad de la BBB y por lo tanto el dafio
celular, mientras se mantiene el equilibrio iénico de Ca®* y Mg®* en las células endoteliales del
cerebro (Li et al.,, 2000, Rochette et al., 2013). Respecto a esto hemos observado que, el LA
promueve el aumento del numero de contactos entre astrocitos y vasos sanguineos, pero no se
han observado diferencias en la longitud de los contactos. Estos hecho estan en concordancia con
el efecto del LA estudiado previamente en modelos animales de TBl y en accidente

cerebrovascular, mostrando una restauracién de la disrupcién de la BBB y la normalizacién de los
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niveles de activacion astrogliales y de GSH (Gonzalez-Perez et al., 2002, Schreibelt et al., 2006,
Toklu et al., 2009).

Hay crecientes evidencias de que la respuesta inflamatoria en los troncos nerviosos es
importante para la regeneracion axonal (Barrette et al., 2008). Y también es bien sabido que la
presencia de microglia estimula las neuronas lesionadas para regenerar sus axones (Lu and
Richardson, 1991, Leon et al.,, 2000). La funcién de la microglia en reposo en condiciones
normales no esta clara. En condiciones patoldgicas, la microglia se activa rapidamente y se
expande en la poblacion para responder a la lesion o estimulo. Algunos autores han argumentado
que la distribucion de la microglia en el cerebro permite "sentir" su entorno inmediato, por lo que
las células individuales podrian responder a las sefiales quimicas o mecanicas para activar la
respuesta a la lesién (van Rossum and Hanisch, 2004). En este trabajo, hemos observado que la
administracion de LA produce una activacion de las células de microglia a los 15 dias. Como
hemos mencionado anteriormente, el LA evita la formacion de la cicatriz glial y promueve la
formacién de vasos sanguineos, es razonable hipotetizar que estos procesos hacen posible el
acceso a estas células de microglia con capacidad macréfaga para la eliminacion de desechos y la
remodelacion de la zona lesionada (Stoll and Jander, 1999), procesos que no serian posibles en

ausencia del tratamiento.

El BDNF es un factor tréfico que desempefia un papel importante en el CNS como un
agente neuroprotector (Schabitz et al., 1997, Wu, 2005) esencial para la estimulacion de la
plasticidad cerebral (Bessis et al., 2007, Schabitz et al., 2007, Mattson, 2008). El importante papel
de la microglia en la estimulacion de la neuroplasticidad cerebral puede ser debido a la
produccion de BDNF, que se ha relacionado con en el aprendizaje y la memoria (Binder and
Scharfman, 2004, Lipsky and Marini, 2007, Xia et al., 2010). Por lo tanto, se cree que el BDNF
promueve la supervivencia de las neuronas jovenes que se originaron en la SVZ (Pencea et al.,
2001) y desempefia un papel como un factor tréfico para las neuronas que han madurado y se
estan integrando a circuitos funcionales (Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Ademas, se
sabe que pCREB esta implicado en la via de activacion de BDNF. En este estudio, se muestra un
incremento de ambas proteinas después del tratamiento con LA. Estos datos sugieren que el LA
podria estar implicado en la estimulacién de las proteinas pCREB y BDNF, proteinas realcionadas
con la supervivencia y maduracién de las neuronas (Pencea et al.,, 2001, Alvarez-Buylla and
Garcia-Verdugo, 2002).

En vista de estos resultados, se puede decir que, la administracion de LA es capaz de
aumentar la capacidad antioxidante del medio ambiente, reducir la cicatriz glial, estimular la
angiogénesis y promover la regeneracién del tejido neural. Como consecuencia, el tejido neural
crece hacia la cavidad cistica, se producen nuevas células y se reorganizan, reduciendo asi el
dafio del tejido (Fitch et al., 1999, Rocamonde et al., 2012). Sin embargo no sabemos cuanto
tiempo seria necesario para una completa recuperacion de la lesion o incluso si seria posible. Por
ello proponemos una segunda estrategia, como es el uso de biomateriales como andamio para

ese fin.
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Previamente se ha estudiado que, la colocaciéon de un scaffold en el area dafada o
cavidad puede proporcionar soporte para el tejido cerebral circundante, funcionando como sustrato
para el crecimiento celular, la regeneracion de axones y para la formacion de neuritas (Tsai et al.,

2004, Veiga et al., 2011, Martinez-Ramos et al., 2012).

Las estrategias estudiadas tiempo atras en la regeneracién de las lesiones en el PNS y el
CNS no han tenido mucho éxito debido a la falta de conocimientos sobre los mecanismos de
lesion en ambos sistemas (An et al., 2006, Das et al., 2012). Ademas, el tamafo de la lesion es un
factor limitante muy importante en el proceso de regeneracion (Papadopoulos et al., 2002). Para
superar este problema y favorecen la regeneracion de tejido neural después de una lesion, se han
dedicado muchos esfuerzos a investigar el uso de diferentes tipos de scaffolds poliméricos en el
cerebro (Martinez-Ramos et al., 2012). Los biomateriales poliméricos son ampliamente preferidos
como andamios para la regeneracion del PNS y CNS, tanto in vivo como in vitro (Subramanian et
al., 2009, Veiga et al., 2011, Sur et al., 2012, Zhang et al., 2013). Los scaffodls hechos de &cido
hialurénico, poli (epsilon-caprolactona), poli (acido glicélico) o polydimethylxilosane se han
empleado en los modelos animales de lesidn cortical (Hou et al., 2005, Zhang et al., 2013). Un
biomaterial adecuado para la ingenieria de tejidos en el cerebro debe soportar el crecimiento
celular, debe ser altamente poroso debido a que soporta mayor nimero de células y ser
compatible con el tejido del huésped (Woerly et al., 1999, Tian et al., 2005). Ademas debe permitir
una distribucion uniforme de las células, asi como la difusion de oxigeno y nutrientes de los tejidos
del huésped, y debe permitir la neovascularizacion para favorecer la supervivencia de las células

del interior (Martinez-Ramos et al., 2012).

En la segunda parte de nuestro estudio, disponiamos de un biomaterial polimérico
compuesto por p(EA-co-HEA) en una proporcion 90/10, que fue implantado satisfactoriamente
cerca de la SVZ y no sufrié ningun tipo de rechazo por parte del animal (Martinez-Ramos et al.,
2012). Ademas, el implante del biomaterial en combinacién con el tratamiento con LA durante 7
dias fue capaz de promover la colonizacion del biomaterial por un gran ndmero de células

neurales.

El principal requisito que se deben dar en un tejido para poder regenerado, es sin duda, el
aporte de oxigeno y nutrientes que viene dado por los vasos sanguineos (Brown et al., 1985,
Morgan et al., 2007). En nuestro estudio encontramos que el biomaterial proporciona un buen
ambiente para el crecimiento de vasos sanguineos dentro del mismo. Se ha podido observar que
los vasos sanguineos juegan un papel importante como guias de migracion de las células neurales

desde la SVZ hacia la zona lesionada (Kojima et al., 2010).

Por otro lado, otro tipo celular importante para la formacion del nuevo tejido son los
astrocitos, que establecen relacién con los vasos sanguineos y proporcionan un soporte a las
células, y por otro lado, participan en la respuesta a la inflamacién (Rohl et al., 2010). En nuestro
estudio la respuesta astroglial sufrié un aumento significativo inicialmente en los animales tratados
con LA, pero esta disminuyd posteriormente. En cambio en los animales no tratados el aumento

de la respuesta astroglial se dio tardiamente. Recientemente se ha podido observar que, después
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de un trauma, los astrocitos liberan factores troficos que estimulan la activacion microglial, el
mecanismo de reparacién y promueven el crecimiento de nuevas neuritas (Wang et al., 2007, Loov
et al., 2012). Por otra parte, los astrocitos suministran nutrientes al NS, tales como glucégeno y
realizan la glucogenolisis inducida por norepinefrina. Esta funcion es muy importante debido a que

las neuronas no son capaces de restaurar moléculas energéticas (Lucas et al., 2006).

Aunque en la actualidad existe una cuestion abierta sobre el papel de las células
microgliales, también hay evidencias crecientes que muestran que, bajo ciertas circunstancias, la
microglia podria tener un papel neuroprotector (Neumann et al., 2006, Lalancette-Hebert M et al.,
2007) y promover la neurogénesis adulta (Kim et al., 2009, Thored et al., 2009). Nuestros estudios
revelan que, se produce una activacion temprana de las células de microglia en ausencia de LA.
Ademas, hemos observado que tras la lesion, se produce inicialmente una infiltracion de
macréfagos de la sangre, que se ve aumentada en ausencia de LA. En este sentido, algunos
autores han observado la infiltracion de macréfagos y neutréfilos polimorfonucleares de la sangre
tras un dafio cerebral (Neumann, 2006); sin embrago, desconocemos los efectos de estas células

en la participacion de la regeneracion de la lesion.

Hemos podido observar que el tratamiento con LA estimula la proliferacién y migracion al
biomaterial de un gran niumero de neuronas inmaduras (Tuj1). Asi mismo también encontramos
algunas neuronas maduras (MAP2) dentro del biomaterial con procesos sinapticos. Recientes
estudios en este tipo de biomateriales mostraron un buen rendimiento de los mismos como
soporte de para células madre. Se observé que un gran numero de estas células eran capaces de
sobrevivir y diferenciarse tanto en células gliales como en neuronas con extensiones dendriticas
(Veiga et al., 2011, Martinez-Ramos et al., 2012). A pesar de que encontramos algunas neuronas
maduras dentro del biomaterial, no pudimos observar ningun tipo de activacion mediante fMRI,
esto probablemente sea debido a que el nimero de neuronas no era suficientemente elevado y
que estas aun no habian sido capaces de establecer las conexiones necesarias para la activacion.
Pero los escaneres estructurales nos mostraron que, trascurridos 2 meses tras la lesién, existia un
aumento en la cantidad de liquido dentro del biomaterial, indicada por unos valores bajos en el
escaner T2. Sin embargo, a los 6 meses, pudimos observar que el grupo tratado con LA
presentaba una disminucién en la cantidad de liquido dentro del biomaterial (incremento en los
niveles de gris), esto nos indica que hubo cierta recuperacion del tejido presente dentro del

biomaterial.

Con estos datos, podemos concluir que, el uso de biomateriales poliméricos formados por
p(EA-co-HEA) 90/10 proporcionan un buen soporte para la regeneracion del tejido lesionado. Asi
mismo, el uso combinado del tratamiento con LA y el biomaterial parece favorecer en cierto grado
la migracion de neuronas maduras. No sabemos si estas neuronas en un futuro seran capaces de
reconstruir completamente la arquitectura de la corteza cerebral y mucho menos si conseguiran

reconectar el circuito.

Los tratamientos para las enfermedades cerebrales y degenerativas tradicionalmente han
tenido un éxito limitado fuera de unos pocos agentes farmacolégicos capaces de modificar

sintomas de la enfermedad. Hoy en dia, sin embargo, los avances en la administracion de
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farmacos y la ingenieria de tejidos se estan abriendo posibilidades, que se extienden mas alla del
alivio sintomatico, para incluir la neuroproteccion y neuroreparacién. Ademas, los biomateriales se
estan utilizando cada vez mas para promover la regeneracion endégena. El éxito del desarrollo de
biomateriales eficaces en la proteccion cerebral, reparaciéon o regeneracion requerira de una
interaccién compleja entre investigadores y clinicos de disciplinas dispares. La principal razén de
esto radica en la complejidad del propio cerebro y la miriada de respuestas celulares bioquimicas
asociadas con la lesion y la reparacion (Orive et al., 2009). Como tal, el desarrollo y disefo
racional de los biomateriales para la reparacion del cerebro requerira avances significativos en
esta campo, junto con una mejor comprension de los tipos de lesiones cerebrales y un mejor

conocimiento sobre las respuestas bioldgicas frente a los TBI.
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1. Lipoic acid administrated after brain injury, increase the antioxidant capacity of the tissue

and normalizes the GSH levels.

2. Lipic acid promotes cell survival and proliferation in the injured area and these newborn

cells become astrocytes and endothelial cells.

3. The administration of lipoic acid avoid the glia scar formation and decreases the

astroglial reactivity in size but not in number.

4. Lipoic acid promotes angiogenesis after brain injury even by itself when VEGF is
blocked.

5. Lipoic acid is able to activate microglial cells and upregulate pCREB and BDNF, which

are related with plasticity.

6. The combination of lipoic acid treatment with a p(EA-co-HEA) biomaterial increases the

number of cells migrating, colonizing and growing inside the scaffold.

7. Lipoic acid promotes the formation of blood vessels as well as astrocytes whereas it

decreases the number of active macrophages inside the biomaterial.

8. Lipoic acid promotes neuron migration, maturation and neural processes growing inside

the biomaterial.
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1. Introduction

Traumatic brain injury (TBI) is the leading cause of death and disability worldwide (Maegele
and Schaefer, 2008). A significant number of patients with TBI survive with significant brain
damage and behavioural impairment, even after mild or moderate head injury (Jennett, 1972,
Harrahill, 1997, Kumar et al., 2013, Muehlschlegel et al., 2013).

Acute central nervous system (CNS) injury, such as mechanical trauma, stroke, or
subarachnoid haemorrhage, usually involves pathological permeability of blood brain barrier (BBB),
energy failure, ion homeostasis misbalance, acidosis, increased intracellular calcium, excitotoxicity,
and free radical-mediated toxicity leading to ischemic necrosis or apoptosis (Pulsinelli, 1992,
Gennarelli, 1997, Dirnagl et al., 1999). Reactive oxygen species (ROS) have been pointed out as
possible candidates for the elicitation of the deleterious phenomena occurring after TBI and
ischemia (Demopoulos et al., 1980, Hall and Braughler, 1989, Siesjo et al., 1989, Yukido and Long,
1990, Helfaer et al.,, 1994, Kaur and Ling, 2008, Xia et al., 2010). The brain is the organ with
highest oxygen requirement in the body and therefore with very high oxidative metabolic activity,
intensive production of ROS, and with low antioxidant capacity (Evans, 1993). Nervous tissue is
rich in polyunsaturated fatty acids, mainly located in the myelinated axons and the plasmatic
membrane, and ROS can easily react with these molecules producing different products such as

aldehydes, e.g malondialdehyde, this process is known as "lipid peroxidation" (Watson, 1993).

Glutathione is the most abundant non-protein thiol found in the brain. The reduced
glutathione form (GSH) serves as a substrate for the enzymatic reduction of peroxides via
glutathione peroxidase being transformed to its oxidized form. The relevance of the oxidative
misbalance after TBI or other neuropathologies seems to be closely related to the BBB integrity
and infiltrative processes. In this sense, cellular permeability impairment seems to be secondary to
oxidative stress (Gursoy-Ozdemir et al., 2004, Parathath et al., 2006). Some studies have been
targeting on the oxidative misbalance and antioxidant therapies in experimental models of stroke or
TBI revealing interesting findings. The administration of S-nitrosoglutathione, a potent antioxidant
originated from GSH and Nitric Oxide (Rauhala et al., 1998) restored BBB disruption after TBI
(Khan et al., 2009).

The use of lipoic acid (LA) on TBI and stroke animal models seems to be effective restoring
BBB disruption and normalizing the astrocytic/microglial activation and GSH levels (Gonzalez-
Perez et al., 2002, Schreibelt et al., 2006, Toklu et al., 2009, Rochette et al., 2013). Cellular
oxidative stress and energy failure are involved in Glutamate neurotoxicity, whereas, acetyl-L-
carnitine and LA are known to be key players in the mitochondrial energy production (Babu et al.,
2010). It is known that LA is a natural cofactor for mitochondrial enzymes and is critical in breaking
down fatty acids, which further enhance cellular energy efficiency. Recent studies suggest that LA
works as a good neuroprotectant by acting as an antioxidant and anti-inflammatory agent (Freitas,
2009, Toklu et al.,, 2009), and is able to switch the regulation of several genes linked to cell

survival, inflammation and oxidative stress (Larghero et al., 2007, Rochette et al., 2013).
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Although little is known about the effects of the antioxidants on the neovascularization
processes after TBI, some data on ischemia-reperfusion models have been reported. The
administration of Resveratrol, a natural stilbene present in grapes, improved the TBI outcome
probably by regulating VEGF and nitric oxide synthase (Tsai et al., 2007, Dong et al., 2008)
whereas it reduced the metalloprotease-9 levels and decreased oxidative stress values (Sinha et
al., 2002, Gao et al., 2006).

The expression of various growth factors such as brain derived neurotrophic factor (BDNF)
or VEGF can determine the size of neuronal or glial populations in both developing and in adult
brain (Kuhn et al., 1997, Pencea et al.,, 2001). These factors are over expressed in some
neurodegenerative models, where they act as protective factors in nerve damage or as inducing
factors for the generation and differentiation of new cells to replace damaged ones (Kuhn et al.,
1997, Aberg et al., 2000, Kuhn et al., 2001, Pencea et al., 2001). Furthermore, it is known that
BDNF is necessary to maintain the hippocampal neurogenesis rate in adult mice (Lee et al., 2002,
Suri et al., 2012).

To summarize, three important hotspots are implicated in the evolution of the injured area
after TBI, leading to cell death or survival: i) Neovascularization, ii) Redox milieu, and iii) Glial
reactivity. Therefore, these three hits are important targets to address new pharmacological
strategies with clinical interest for the positive outcome of neural diseases, brain traumatic injuries

and stroke.

The prevalence of lesions of the nervous system and the devastating consequences for
patients who suffer urged finding an experimental strategy that allows injured axons grow within the

CNS. Thus, the results obtained in laboratory animals can help people find a therapy.

Although closely approximate, experimental strategies used do not cover all requirements
for regeneration, but all focused on the same basic idea: promote survival of injured neurons and
axons provide the factors and the right environment for them to grow and be functional. Most of
these techniques have been able to increase the survival of damaged neurons and they grow their
exons within the implanted permissive multiple environments. Thus, in the field of tissue
engineering is producing a growing interest in designing new biomaterials compatible with the

nervous system.

At present, the use of biomaterials regenerative purposes is widespread in the field of
biomedicine. The application of natural and synthetic polymers has been widely used in cases such
as wound healing, drug delivery systems, vascular grafts or tissue reconstruction (lto et al., 2005,
Saracino et al.,, 2013). However, the design and evaluation of new biomaterials for
neuroregenerative strategies is something that requires special attention given the complexity of

the nervous system, as it has a limited regenerative capacity in response to injury.

In recent years, we have used different biogenic matrices in order to create a favourable
environment for the regeneration of the nervous system. The fibronectin or collagen matrices have
been shown to favour regeneration processes and peripheral nerve reconstruction (Ejim et al.,
1993, Brown et al., 1994, Keilhoff et al., 2003, Zhang et al., 2013).
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Another possibility for nerve regeneration is the use of synthetic biomaterials that promote
axonal growth. Thus, polyglycolic acid filaments combined with laminin (LN) or collagen and
synthetic materials based on poly (glycerol sebacate) are tested as substrates to support axonal
growth with reduced scarring (Toba et al., 2001, Sundback et al., 2005, Martinez-Ramos et al.,
2008) experiences with other materials has been reviewed recently. However, as mentioned
previously, when it comes to establishing linking bridges long distances (> 10 mm) were obtained
satisfactory results when very few have been used for this biocompatible materials (Hashimoto et
al., 2002, Saracino et al., 2013).

Following a criterion based on the parallel study in vivo and in vitro, polymeric materials
formed by ethyl acrylate (EA) and hydroxy ethyl acrylate (HEA) have been studied recently
neuroregenerative purposes with promising results (Soria et al., 2006, Campillo-Fernandez et al.,
2007, Veiga et al., 2011).

On the other hand, a variety of techniques to conjugate growth factors to natural or
synthetic biomaterials and chemicals have been developed. These immobilized factors will be
available to cells that come in contact with the matrix, providing a highly localized signal to control
cell fate (e.g. stem cell differentiation (Dawson et al., 2008, Lee et al., 2011). In addition, various
biodegradable  polymers such as poly(lactic  acid), poly(lactic-co-glycolic  acid),
poly(butylcyanoacrylate), chitosan (CS), and polylysine have been exploited as brain-targeting

drug-delivery systems (Gref et al., 2003, Xie et al., 2012).

However, there is still much to investigate the ability of these biomaterials for promoting
regeneration and its effects on the nervous system. The scaffolds should also deliver appropriate
cues for promoting nerve regeneration in a controlled, localized manner. Current treatment for TBI
focuses on preserving the healthy tissue remaining after injury as opposed to attempting to
regenerate damaged tissue. Replacing damaged tissue with scaffolds containing drugs could help
promote regeneration and functional recovery (Willerth and Sakiyama-Elbert, 2007, Nitta and
Numata, 2013).

With all that facts, in the present work, we try to approximate a treatment combining
antioxidant effects of lipoic acid and biomaterial scaffolds to promote neuroprotection and

regeneration of a brain injury model.

2. Experimental procedures
2.1. Experimental animal models

Adult male Wistar rats (Harlan, Italy) weighing 250 + 25 g were housed (two rats per box)
one week before starting the experiment. Rats were housed in controlled conditions of temperature
(20°C) and humidity (60%), under constant light-dark cycles of 12 hours. Handling and care of

animals were done according the Real Decreto 1201/05 and supervised and approved by the
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Committee of Ethics and Experimental Procedures of the Universidad CEU-Cardenal Herrera.

Unnecessary stress or pain was avoided as possible.

2.1.1. Surgery and brain cryo-injury

Rats were anesthetized with a mixture consisting of ketamine (12 mg/kg), acepromizine
(0.4 mg/kg) and phentanil (0.02 mg/kg) that was injected intraperitoneally (i.p.) and then placed in
a stereotaxic frame. The dorsal part of the skull was exposed and a craniotomy was performed with
a drill (2 mm @) on stereotaxic coordinates (Paxinos and Watson, 1986) antero-posterior: 0 mm
from Bregma and lateral: 1.5 mm from medial line (Figure 1.A). The brain cryo-injury was
performed following the protocol described by Quintana et al. (Quintana et al., 2007). Thus, the
cryo-injury (1 mm deep) was performed in the cerebral cortex by using a stainless steel probe
(1 mm @) previously frozen in liquid nitrogen (Figure 1.B). Finally, animal skin was sutured and a
mixture of buprenorphine (0.015 mg/ kg) and metamizol (20 mg/kg) was administered i.p. after

surgery.

Figure 1. Dorsal sigh of a rat skull (Paxinos and Watson, 1986).
Red point indicates the coordinates where the cryo-injury was
done.

Another group of rats were anesthetized as described before but were not cryo-injured.

2. 1. 2. Implantation of the biomaterial

We performed the procedure described above to carry out the cryoinjury, but this time the
lesion was at a depth of 4 mm. (Figure 2.A and 2.B). The biomaterials used are copolymers of poly-
ethylacrylate grooved-hydroxyethylacrylate (p(EA-co-HEA)) in a ratio 90/10. The biomaterial
implant (1 x 4 x 1) with the aid of microsurgical forceps in the injured area of the cerebral cortex
(Figure 2.C and 2.D). After finishing the procedure the animals were sutured.
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Figure 2. Dorsal sight of a rat skull. Red dot indicates
the coordinates of the injury (A). Drawing of the place of
injury and the biomaterial implant within the cerebral
cortex (B). Picture of a brain attached to that has been
implanted biomaterial (C). Implanted biomaterial, image
taken by scanning electron microscopy (D). Scale bar:
10 mm in C and 200 pm in D.

2.1.3. Experimental groups and lipoic acid administration

Cryo-injured rats were randomly selected immediately after surgery. One group (n=22)
received daily LA 100 mg/kg i.p (Sigma Aldrich) for 7 days (CR+LA) starting the same day of
surgery and the other group (n=22) received the same volume of saline (NaCl 0.9% i.p.) for the
same period of time (CR). Non cryo-injured rats were divided in the same way: one group (n=18)
received a daily dose of LA as described previously (LA) and the other group (n=18) received the

same volume of saline (Control).

2.1.4. Anti-VEGF treatment

Bevacizumab (Avastin®, Roche), an anti-VEGF agent (Kobold et al., 2009) was
administered in order to test if LA works on a VEGF dependent manner. Cryo-injury was also done
as described previously in section 2.1.1. (Surgery and brain cryo-injury). Rats received one i.p.
dose Bevacizumab (10 mg/kg) and were divided into two groups: one group (n=12) received a daily
dose of LA (CR+AV+LA) for 7 days and the other group (n=12) received the same volume of saline
(both i.p.) (CR+AV).

2.1.5. BrdU administration protocol

In order to study cell proliferation, 7 and 31 hours after the surgery, animals received an i.p.
dose of Bromodeoxiuridine (BrdU) 100 mg/kg (Sigma Aldrich).
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2.2. Sacrifice and tissue preparation

One pool of animals was housed for 7 days and then sacrificed by an i.p. overdose of
Pentobarbital 0.2 g/kg in order to evaluate the antioxidant capacity of LA and GSH values in the
brain tissue. Another pool of animals was housed for 15 days for the rest of studies and then

sacrificed by an i.p. overdose of Pentobarbital 0.2 g/kg.

2.2.1. Samples for histology and immunocytochemical procedures

Once sacrificed, animals (n=6 for each group) were intracardially perfused with 100 mL of
saline followed by 200 mL of 4% paraformaldehyde (PFA) in phosphate buffer 0.01 M pH 7.2.
Brains were removed and post fixed in the same fixative solution for 24 h at 4°C. Then, brains were
cryoprotected by immersion in sucrose 30% in PB 0.01 M pH 7.1 solution for five days also at 4°C.
Sections of 20 ym thick were serially obtained with a cryostat (Leica) and mounted in glass slides.

Sections were stored at -80°C.

2.2.2. Samples for electron Microscopy

Part of the animals of the CR (n=4) and CR+LA (n=4) groups were perfused with 100 mL of
saline 0.9% and 200 mL of 2% PFA + 2.5% glutaraldehyde for electron microscopy. Brains were
post-fixed in the same fixative solution for 2 hours at 4°C. Brains were serially sectioned (200 um)
and stained for alkaline phosphatase. Sections containing alkaline phosphatase-positive cells were
washed overnight in phosphate buffer saline (PBS) at 4°C, fixed in 1% osmium tetroxide (Electron
Microscopy Sciences) containing 7% glucose for 1 h at room temperature, washed three times in
maleic acid, and incubated 1 h in uranyl acetate (Electron Microscopy Sciences) (2% solution
dissolved in maleic acid). Sections were then washed three times in maleic acid, dehydrated in an
ascending ethanol series, rinsed for 2 min, two times in propylene oxide, and embedded in
Durcupan (ACM; Fluka Neu-Ulm). Additional tissue processing was performed as described by
Doetsch et al. (Doetsch F, 1997). The evaluation of the cellular characteristics was performed in

the first 500 uym from the injury limit.

2.2.3. Biochemical procedures

Animals (n=6 for each group) were decapitated after being sacrificed. Brains were quickly
removed from skull and placed in cold PBS 0.01 M pH 7.5. The injured area was obtained by a
punch (2 mm internal diameter). The tissue was extracted and homogenized according to the

biochemical procedure.

2.3. Histological staining

Haematoxylin-eosin staining was performed for histological detection of the injured area by

using brain sections from LA treated (CR+LA) and not treated animals (CR).
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2.4. Cytological study

Central sections of the injury were selected in order to do the cytological study. In all
procedures the evaluation of the cell density (n° cells/mmz) was quantified in the first 500 pm from

the injury limit.

2.4.1. Proliferation Study

Sections were rinsed in PBS 0.01 M pH 7.5 and incubated with 10% methanol in PBS-
Triton 0.1% for 20 minutes and boiled in citrate buffer 10 mM pH 8 for 30 minutes. Then sections
were immersed in HCI 2 N at 37°C for 30 min and then in Borate buffer 0.1 M pH 8.5 for 10
minutes. Sections were rinsed in PBS for three times and after in 3% H,O, and 10% Methanol
solution in PBS-Triton 0.1% in darkness for 15 min to block unspecific binding sites and
endogenous peroxidase blocking. Sections were incubated overnight at 4°C with specific primary
antibody anti-BrdU biotinilated (Invitrogen) and 20% Fetal Bovine Serum (FBS) in PBS-Triton 0.1%
(1:200). Then sections were incubated in avidin-biotin-peroxidase complex (Atom) for 1 h. Staining
was developed with DAB (Vector Laboratories) the reaction was stopped by washing with PB.
Sections were dehydrated and coverslipped.

2.4.2. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-Dutp Nick End Labelling (TUNEL)

In order to evaluate cell death, TUNEL technique was performed by a standard in situ cell
death detection kit (Roche Diagnostics). Sections were covered in darkness with DAPI Vectashield

(Vector Laboratories) and observed with a Nikon fluorescence microscope.

2.4.3. Immunocytochemical Procedures

Sections were washed three times with PBS 0.01 M for 5 min at room temperature,
blocked for 2 hours with 20% FBS in PBS-Triton 0.1% and incubated at 4°C overnight with primary
antibodies against: Collagen IV (1:200, Abcam); GFAP (1:500, Dako Cytomation), BrdU (1:200,
Sigma Aldrich), ED1 (1:200, Chemicon), Iba1 (1:200, Wako), Tuj1 (1:200, Abcam), MAP2 (1:200,
Millipore).

Alexa 488 (1:200, Invitrogen) and Alexa 555 (1:200, Invitrogen) were used as secondary
antibodies incubating for 2 h at room temperature in darkness. Afterwards, sections were mounted
with DAPI Vectashield (Vector Laboratories) and images were taken with a Nikon Confocal

Microscope.

2.5. Biochemical Procedures

Homogenates of microdissected tissue were diluted in 300 yL of PB 0.1 M pH 7.1 and

centrifuged at 6000 rpm for 2 min at 4°C and supernatant was sorted at -20°C until use.
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2.5.1. Total Antioxidant Capacity

Total antioxidant capacity of the samples (animals of 7 days) was determined with the
Antioxidant Assay Kit (Cayman Chemical Company). The assay was performed according to
manufacturer’s instructions. Absorbance was measured at 405 nm using a plate reader (VICTOR
Perkin Elmer 2030) and data of antioxidant capacity were referred to protein levels obtained by

Lowry’s method (Lowry et al., 1951).

2.5.2. Glutathione Measurements by HPLC

Homogenates of brain-dissected tissues (animals of 7 days) were analyzed by a Gilson
HPLC following Reed’s method (Reed and Fariss, 1984). System consisted of two Gilson 322
pumps, a 234 Gilson autosampler injector, a Gilson serial Input/Output Chanel (GSIOC) and a
Gilson 156 UV/VIS detector. The system was controlled and chromatograms were analyzed by a
personal computer 486/50 Hz using a Unipoint™ System software program. Kromasil Amino 5 uym,
250 x 4.6 mm columns were used. Flow rate selected was 1 mL/min of 80% Mobile Phase A (80%
methanol in HPLC-grade water) and 20% Mobile Phase B (Sodium Acetate 5 M in 80% of
Methanol). GSH values were referred to protein levels determined by Lowry’s method (Lowry et al.,
1951).

2.6. Biochemical Study By Electrophoresis And Western Blotting

Brain homogenates were made with a lysis buffer supplemented with DTT 1 mM, NaF 10
mM, Complete 1X and NayVO, 1 mM, and centrifuged at 14.000 rpm for 20 minutes and the

supernatant was collected. Electrophoresis was performed at 200 V for 75 min.

Western Blot was performed for COL4A2 (1:500, Santa Cruz); VEGF (1:500, Santa Cruz)
and BDNF (1:500, Santa Cruz). IgG HRP F(ab) (1:5000, Santa Cruz) was used as secondary
antibody. The reaction was revealed by ECL-Plus detection system (Ameshan Biotech) and was
analyzed with ImageQuant LAS 4000.

2.7. Magnetic Resonance Study

The anatomical and functional study of animals was carried out with MRI equipment of 7

teslas.

The oximeter is calibrated initially to ensure that the percentage of the mixture of gases
was correct. Opens gas (N,O and O;) up to 1 bar. Connect the tubing from the gas lines to the
oximeter. Evaluate columns for a gas mixture of 30% O, and 70% N,O. Open isofluorane vaporizer
to 4% and open line induction chamber. Weigh the animal before each experiment and put the
animal in the induction chamber. After approximately 5 minutes, when the animal is below 100

breaths per minute (bpm) to open the gas line that goes to the platform.
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Anatomical study and data for functional study were obtained through the program
ParaVision 5.03 of Bruker BioSpin MRI.

2.7.1. Structural Study

Quickly take the animal to the platform, replace the pad under the animal's chest, put the
mask and reduce to 1.5% isofluorane. Use the bar teeth and ears to fix the animal's head in the
holder. Place the head of the animal in the magnet isocenter and start as scanners. The data was
obtained with ParaVision program 5.03 of Bruker BioSpin MRI T2 transverse images are made in

each anteroposterior direction 1 mm.

2.7.2. Functional Study

Weigh the animal, injecting 1 mg/kg medetomidine (Domtor ®, Pfizer, Spain). Prepare
medetomidine bolus of 0.05 mg/kg and connect it to the line, programming the pump to release
1 mL/h. This will provide a continuous infusion of 0.1 mg/kg/h of Domtor the animal. Then, take the
animal to the platform and follow the procedure described above. Subcutaneous electrodes
inserted in each leg. Inject bolus and decrease gradually the percentage of isoflurane (5-15 min)

controlling breathing. After 15 min, turn on the infusion pump and close the vaporizer.

Place the head of the animal in the magnet isocenter and start the MRI procedure: it takes
a-rest stimulation pattern of 45 sec of stimulation followed by 15 sec of rest (5 min 45 sec in total).
First is performed on the contralateral side to verify that the correct activation and then the side to

be tested. Among stimulation to the animal is allowed to stand for 3 minutes.

When the procedure ends, the animal is removed from the magnet, withdraw the
electrodes and remove the pet from the platform. Wake up the animal with an intraperitoneal
injection 1 mg/kg of atipamezole (Antisedan ®, Pfizer, Spain).

2.8. Quantification and Statistical Analysis

Antioxidant capacity analysis and GSH values were determined in each animal group (n=6)

per duplicate.

In order to do the quantification of the cytological study, four sections of each animal group
(n=6) were selected. Immunocytochemical images were quantified with Image J 1.44i for Mac. The
evaluation of the cell density (n° cells/mmz) was quantified in the first 500 ym from the injury limit in
LA experiment and inside the biomaterial in second experiment. The number of cells was
determinate by the nuclei presence and referred to the total area quantified. The percentage of
area occupied by astrocytes and blood vessels was calculated as the area occupied by the

corresponding marker referred to total area quantified.
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For the biochemical study the homogenates of each animal group (n=6) were done per
duplicate and western blot was done three times in all cases. The result of western blot was
analysed with ImageQuant.

To perform the statistical analyses of the data, GraphPad Prism 4 for Mac was used.
Statistical significances were assessed by one-way ANOVA followed by least significance
differences (LSD) test for more than two groups with one condition and two-way ANOVA followed
by Bonferronni post-test for two conditions and Student’s T-test for only two groups. Data are
represented as means + standard deviation, and differences are consider significant at p < 0.05.

Asterisks over the bars indicate statistically significant differences versus control.

3. Results
3.1. Evaluation of lipoic acid treatment after the brain cryo-injury

3.1.1. Antioxidant capacity and the presence of neurotrophic factors in the injured
area after lipoic acid treatment

Antioxidant capacity and GSH levels were measured after 7 days of LA treatment
(Figure 3). The injured brain homogenate samples of the cryo-injured and LA non-treated group
(CR) (Figure 3.A) presented lower antioxidant capacity than control animals (p < 0.001). However,
when cryo-injured animals were treated with LA (CR+LA) the antioxidant capacity increased
significantly compared with the non-treated group (p < 0.01).

A Antioxidant Capacity B GSH

[ABTS+] (mM/mg prot)
[GSH] (nM/mg)

Control R CR+LA Control CR CRHLA

Figure 3. Measure of the antioxidant capacity
after 7 days of brain homogenate samples by
ELISA (A). GSH measurement by HPLC from
homogenated brain tissue (B). *p < 0.05; **p <
0.01; ***p < 0.001.

In addition, GSH levels (Figure 3.B) showed a statistical significant increase in LA treated
group compared with untreated group (p < 0.01).
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3.1.2. Histological and ultra-structural characterization of the injured area

In order to characterize the morphology of the cortical brain injury, a hematoxylin-eosin
staining was performed. The cryo-injury was done satisfactorily as shown in coronal section (Figure
4.A) and transverse section (Figure 4.B). The brain-injured area was located close to the lateral
ventricle (LV) (Figure 4.C) and a higher magnification (Figure 4.D) showed the histological
appearance of the lesion. In LA non-treated animals, exist a cystic cavity (CC) completely defined,
delimited by a scar (arrows in Figure 4.E). In opposition, in LA treated animals (Figure 4.F), the CC
is not well defined because of the presence of neural tissue (arrow heads in Figure 4.F) grown

inside the CC form the edge of the lesion (arrows in Figure 4.F).

Figure 4. Haematoxylin-eosin staining of the
cortical brain injury localized close to lateral
ventricle (LV) in a coronal sight (A) and sagittal
sight (B). A detail of the injury in coronal (C) and
sagittal sight (D). And the histological
appearance the cystic cavity (CC) of the injury in
a non-treated animal (CR) (E) and LA treated
animal (CR+LA) (F). Arrows indicate the limit of
the injury and arrowheads indicate the new
neural tissue. Scale bar = 500 ym in A, B, C,D;
250 ym in E,F.
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When the adjacent area to the lesion is examined, we observed obvious differences in the
evolution of the neural tissue after 15 days comparing non-treated and LA treated group. An image
of a semithin section of a non-treated animal showed three delimited zones (Figure 5.A). First zone
is close to the CC, formed by a glial scar (GS). Following this zone there is a damaged zone (DZ)
characterized by a lot of intercellular spaces, dying cell and some microglial cells. And the third is
the intact zone (1Z), composed by neural tissue that has not suffered any change because of the
injury. Close to the CC we observed the GS with more details in ME images (Figure 5.B), and we
are able to discriminate a large number of intermediate filaments of this astroglial cells that form the
GS (asterisks in Figure 5.C).

Figure 5. Image of a semithin stained section (A) of a
non-treated animal (CR). The pointed lines delimit three
principals zones. First zone close to the cystic cavity (CC)
is the glial scar (GS); second zone is the damaged zone
(DZ) and third is the intact zone (lZ). Image of electron
microscopy of the glial scar (B). Asterisk indicates
the intermediate filaments of the astrocytes cells forming
the glial scar (C). Scale bar = 50 ym in A; 5 pm in B; 1 pm
in C.

On the other hand, LA treated animal (CR+LA) presented a few differences in the three
zones (Figure 6.A). In the first zone there no exist a glial scar, instead there is a regeneration zone
(RZ). The tissue has grown to invade the CC, is an area of remodelling. The following two zones
are the same as in the non-treated animals: a damaged zone (DZ) and an intact zone (1Z). Images
taken by ME showed the presence blood vessels, glial cells and some axons in the RZ (Figure
6.B), the DZ (Figure 6.C) and the IZ (Figure 6.D). In the figure 4E (Figure 6.E) is shown a great
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deal of intercellular spaces (blue color) in the RZ, which decrease in the DZ (Figure 6.F) and finally,

in the 1Z, the intact tissue has no intercellular spaces (Figure 6.G).

Figure 6. Image of a semithin stained section (A) of a LA
treated animal (CR+LA). The pointed lines delimit three
zones. First zone is the regeneration zone (RZ), second
zone is the damaged zone (DZ) and third zone is the intact
zone (1Z). Image of electron microscopy of the RZ (B, E),
DZ (C, F) and IZ (D, G). The blue colour in figure E and F
indicate the intercellular spaces. Scale bar= 50 ym in A; 20
umin B, C, D; 600 nmin E, F, G.

3.1.3. Effect of lipoic acid on cell survival

The TUNEL technique was used in order to analyze the effect of LA on cell survival 15
days after brain injury. Test assay was performed onto brain tissue sections of LA non-treated
animals (CR) and LA treated animals (CR+LA) in the first 500 ym from the CC, showing a
statistically significant decrease (p < 0.05) of the density of dead cells (n° cells/mm?) (Figure 7.A)

in animals treated with LA compared with non-treated.
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Figure 7. Measurement of
TUNEL positive cells in the
injured area after 15 days.
*p < 0.05.

3.1.4. Proliferation and differentiation events after lipoic acid treatment

Immunohistochemistry for BrdU was done in the injured area of non-treated animals
(Figure 8.A) and LA treated animals (CR+LA) (Figure 8.B) 15 days after the injury. Statistical study
(Figure 8.C) showed a significant increase (p < 0.05) in the density of BrdU labelled cells in the LA
treated group compared with non-treated. Interestingly, the BrdU positive cells in non-treated
animals were distributed along the injury limit, while in the LA treated animals; these labelled cells

were dispersed in the injured area.
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Figure 8. Immunohistochemistry for BrdU in injured area of
non-treated animals (A) and LA treated animals (B). Arrows indicate
BrdU positive cells. Scale bar = 500 pm. Quantification of the
density of BrdU positive cells (n° cells/mm?) in the injured area.
*p < 0.05.

Close to the cortical brain injured area, BrdU labelled cells differentiated to different cell
types after 15 days. Thus co-labelling studies by immunohistochemistry against glial cells (GFAP)
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and blood vessels (Collagen IV) showed that the majority of BrdU™ cells co-labelled with GFAP*
(Figure 9.A) and Collagen IV* (Figure 9.B) cells in animals treated with LA for 7 days.

Collagen IV/:

Figure 9. Immunohistochemistry for BrdU (red) and GFAP (green) (A)
and BrdU (red) and Collagen IV (green) (B) in LA treated animals
(CR+LA). Arrows indicate co-labelling between two markers. Scale
bar = 100 ym in A; 50 ym in B.

3.1.5. Glial reactivity after lipoic acid treatment

Treatment with LA clearly diminished the glial scar that surrounds the injured area after 15
days from the brain injury (Figure 10.A and 10.B). The evaluation of the glial cells of the injured
area showed morphological differences between groups and, apparently, an increase in the
number of glial cells in non-treated group (Figure 10.C), compared with the LA treated group
(Figure 10.D). However, the quantification of the density (n° cells GFAP+/mm2) of GFAP labelled
cells (Figure 10.E) showed no statistically significant differences between LA treated and non-
treated group, but, statistically significant increase (p < 0.01) of the density of these cells was
observed in both groups compared with control group. On the other hand, we quantified the
percentage of area occupied by glial cells (Figure 10.F) and we observed a statistically significant
increase (p < 0.001) in non-treated group compared with control group, and this area was
significantly decreased (p < 0.01) in LA treated group (CR+LA). In that way, astrocytes size of the
injured and non-treated animal was 45 % bigger than normal astrocytes (Control) and LA treatment
(CR+LA) reduced the size of astrocytes to 34 %.
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Figure 10. Immunohistochemistry assay for GFAP in the injured area
of non-treated animals (A) and LA treated animals (B). Arrows indicate
the glial scar formed in non-treated animals. Appearance of astrocytes
in non-treated animals (C) and LA treated animals (D). Scale bar = 200
um in A, B; 200 ym in C, D. Quantification of the density of astrocytes
(n° cells GFAP*/mm?) (E) and area occupied by astrocytes (% area
GFAP") (F) in each group. **p < 0.01; ***p < 0.001.

It has been previously described that the BBB is affected after a TBI (Shlosberg et al.,

2010). Our first aim was to evaluate the organization of the BBB. Immunohistochemistry for
Collagen IV (blood vessels) and GFAP (astrocytes) was done in control animals (Figure 11.A),
untreated animals (Figure 11.B) and LA treated animals (Figure 11.C) 15 days after the injury, to

study some parameters about the BBB.
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Figure 11. Immunofluorescence for GFAP (astrocytes) and Collagen IV
(blood vessels) in control animals (A), injured and LA non-treated (B)
and injured and LA treated (B). Scale bars: 50 ym. Quantification of the
density of the contacts (contact number/mm?) (D) and the total length of
the contacts (um). ** p <0.01, *** p <0.001.
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The quantification of the number of contacts (n° contacts/mmz) established between
astrocytes and blood vessels (Figure 11.D) showed that both untreated and LA treated groups
presented a statistical significant increase (p < 0.01 and p < 0.001 respectively) in contacts number
compared with control group. Moreover, LA treated group showed an increase (p < 0.01) compared
with untreated group.

In addition, when the total length (um) of the whole contacts (Figure 11.E) was measured,
a significant increase in the total length of the contacts (p < 0.001) was observed in both
experimental groups (CR and CR+LA).

3.1.6. Angiogenesis after lipoic acid treatment

The presence of blood vessels was evaluated performing immunohistochemistry for
Collagen IV. In animals non-treated with LA, blood vessels appeared with a random distribution
along the injured area (Figure 12.A). In contrast, the distribution of blood vessels in LA treated
animals (CR+LA) was apparently with a parallel distribution and in the direction of the lesion
(Figure 12.B). The quantification of the area occupied by blood vessels (Figure 12.C) showed a
statistically significant increase (p < 0.05) of this area in LA treated group (CR+LA) compared with
non-treated (CR).
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Figure 12. Immunohistochemistry for Collagen IV in non-treated animal (A) and
LA treated animals (B). Scale bar: 200 ym. Quantification of area occupied by
blood vessels (% area CIV"). *p < 0.05.

We have already observed that LA promotes new blood vessels formation after a brain
injury compared with non-treated animals. In order to understand the molecular mechanism of the
blood vessels formation, we administered bevancizumab (Avastin) that blocks VEGF. Western blot
for VEGF were done to corroborate the effect of Bevancizumab on VEGF and for collagen
(COL4A2) (Figure 13.A).
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Figure 13. Immunohistochemistry for Collagen IV
in animals administrated with Bevancizumab
(Avastin) in non-treated animals (A) and LA treated
animals (B). Scale bar = 200 pm. Image of a
western blot for COL4A2 and VEGF proteins (C).
Quantification in density units of COL42 and VEGF
proteins. CR: non-treated animals; CR+AV: non-
treated animals with Avastin ; CR+LA: LA treated
animal; CR+AV+LA: LA treated animals with
Avastin. VEGF: CR vs CR+AV**. COL4A2: CR vs
CR+AV***; CR Vs CR+LA*; CR+AV Vs
CR+AV+LA*** *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

The quantification (Figure 13.B) showed that when Bevancizumab was administered to the
animals (CR+AV and CR+AV+LA) was observed a significant decrease in VEGF values and also a
statistically significant decrease (p < 0.001) of collagen values compared to control group (CR and
CR+LA respectively), indicating that VEGF is, almost in part, responsible of the synthesis of
collagen. However, collagen values were increased (p < 0.001) in LA treated animals (CR+AV+LA)
compared with non-treated animals (CR+AV), showing that LA is able to stimulate the synthesis of

collagen by itself.

3.1.7. Microglial response

Microglial cells are the cell brain responsible of the immune response. Those were
revealed by immunostaining with the marker Iba1 in order to see cell morphology (Figure 14).
Images taken 15 days after the injury showed ramified microglia in untreated animals (Figure 14.A)
but presented amoeboid microglia in LA treated group (Figure 14.B). The quantification of the
density of Iba1l positive cells (Figure 14.C) showed a statistically significant increase in both

experimental groups 15 days after the injury compared to control (p < 0.001).
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Figure 14. Immunohistochemistry for Iba1 in untreated animals (A) and
treated animals (B). Scale bars: 100 pm. Quantification of cell density Iba1
positive (n° cells/mm?) (C). *** p <0.001.

On the other hand, activated microglia/macrophages were evaluated through
immunohistochemistry for ED1 (Figure 15.A and 15.B). The quantification of the density of cells
(n° cells/mmz) (Figure 15.C) showed an statistically significant increase in both experimental
groups 15 days after the injury (p < 0.01 and p < 0.001 respectively). Moreover, activated microglia
were statistically significant increased in LA treated group compared with non-treated group
(p < 0.05).
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Figure 15. Immunofluorescence for ED1 in untreated animals (A) and treated
animals (B). Scale bars: 200 ym. Quantification of positive ED1 cell density (n°
cells/mm?®) (C). * p <0.05, *** p <0.001.

3.1.6. Molecular study of pCREB and BDNF

On the other hand, the quantification of the western blots after 15 days (Figure 16.A),
showed a statistically significant increase (p < 0.01 and p < 0.001 respectively) of both pCREB
(Figure 16.B) and BDNF (Figure 16.C) proteins in the LA treated group (CR+LA) compared with the
non-treated group (CR).
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Figure 16. Image of the band detection for
pCREB (Left) and BDNF (Right) proteins.
Quantification of the band density of pCREB
protein (B) and BDNF protein (C). **p < 0.01;
***p < 0.001.

3.2. Evaluation of the combined use of lipoic acid treatment and p(EA-co-HEA) 90/10

biomaterial after brain cryo-injury

3.2.1. Histological study of the biomaterial implantation

Biomaterial was successfully implanted in the coordinates described previously (see
section 2.1.2 de Materials y Methods), close to SVZ (Figure 17.A). We found no rejection from the
brain tissue in case case. In addition, we observed continuity between the biomaterial and the

neural tissue (Figura 17.B).

On the other hand, it was very important that the biomaterial were perfectly inserted close
to the lateral ventricle (Figure 17.C) to make it accessible the proliferation and migration of cells
from SVZ, and fortunately, biomaterial was colonized for an important number of cells
(Figure 17.D).

The staining showed apparently that the cell density inside the biomaterial was lower in
untreated animals (Figure 18.A y 18.B) rather than LA treated animals (Figure 18.C y 18.D), and

even they presents less cytoplasmic expansions.
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Figure 17. Haematoxylin-eosin staining of a
brain coronal section with BM (A). Boundary
between the old tissue and the BM tissue (B).
Biomaterial close the LV (C). Image of the
inside of BM (D). The dotted line delimits the
WB neural tissue. BM: biomaterial, LV: lateral
ventricle. Scale bars: 500 pm in A, 100 pm in
B and 500 ym in C and D.

Figure 18. Haematoxylin-eosin staining of
the biomaterial. BM: biomaterial, BM+LA:
biomaterial and lipoic acid treatment.

Scale bars: 200 pm and 50 pm in the

expansions.
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Counting the cellular density inside the biomaterial, we confirmed that (Figure 19), the
number of cells at 15 days was much lower in both untreated and LA treated animals compared to
control (p < 0.001 and p < 0.05 respectively), but there were not statistical differences between
both experimental groups. However, at 60 days, LA treated group increased the number of cells

compared with untreated group (p < 0.05), reaching control values.
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Figure 19. Cell density (n° cells/mm?) present in
the biomaterial for each of the groups at both
times. Control: no injury or biomaterial,
BM: biomaterial injured but untreated,
BM+LA: injured, biomaterial and LA treatment.

3.2.2. Study of the angiogenesis inside the biomaterial

The presence of blood vessels is of a remarkable importance to oxygen supply. For that
reason we evaluate the presence of blood vessels inside the biomaterial though
immunofluorescence of Collagen IV (Figure 20.A-L).

The density of cells Collagen IV (Figure 20.M), showed a statistical significant increase in
LA treated group compared with untreated at 15 days (p < 0.01). However, at 60 days, we found an
increase in both experimental groups compared with control (p < 0.01).

On the other hand, the percentage of Collagen IV cells was calculated (Figure 20.N). At 15
days, we found en a statistical significant decrease in untreated group and an increase in LA
treated group compared with control (p < 0.05 and p < 0.001 respectively). And we observed a
statistical significant increase in LA treated group compared with untreated (p < 0.001). At 60 days,
we found s statistical significant increase in untreated group compared with control (p <0.01) and a
decrease in LA treated group compared with untreated (p < 0.01).
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Figure 20. Immunofluorescence for Collagen IV (blood vessels) at 15 days in
untreated animals (A-C) and LA treated animals (D-F), and at 60 days in
untreated animals (G-1) and LA treated animals (J-L). Scale bars: 200 ym. The
graphs represent the quantification of collagen positive cell density (n°
cells/mm?) (M), the percentage of cells (%c ells CIV*) (N) and the percentage
of area occupied by blood vessels (O). * p <0.05, ** p <0.01, ***p <0.001.
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In addition, area extended by blood vessels was quantified (Figure 20.0), observing an
statistical significant increase of this area in LA treated animals compared with untreated animals at
15 and 60 days (p < 0.05 y p < 0.01 respectively), and between LA treated group and control at 60
days (p < 0.001).

3.2.3. Study of the astroglial reactivity inside the biomaterial

Immunofluorescences for GFAP (astrocytes) were done in order to study the astroglial
reaction inside the biomaterial (Figure 21.A-L).

The quantification of the cell density (Figure 21.M) showed, a statistical significant increase
in LA treated animals compared to control at 15 and 60 days (p < 0.05 y p < 0.01 respectively). The
percentage of cells (Figure 21.N), showed at 15 days, a statistical significant decrease in untreated
group compared with LA treated group and control (p < 0.01 and p < 0.001 respectively) and a
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statistical significant decrease in both experimental groups compared with control at 60 days

(p <0.001 in BM and p < 0.01 in BM+LA).
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Figure 21. Immunofluorescence for GFAP (astrocytes) after 15 days in
untreated animals (A-C) and LA treated animals (D-F), and at 60 days in
untreated animals (G-1) and treated animals (J-L). Scale bars: 200 ym. The
graphs represent the quantification of collagen positive cell density (n°
cells/mm?) (M), the percentage of cells (% GFAP" cells) (N) and the percentage
of area occupied by astrocytes (O). * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

In addition, the percentage of GFAP positive cells was quantified (Figure 21.0). We found
at 15 days a statistical significant increase in LA treated group compared with untreated and control
(p < 0.001). However, at 60 days, we observed a statistical significant increase in untreated group

compared to control (p < 0.001) and a decrease in LA treated group.

3.2.4. Study of the microglial reactivity inside the biomaterial

The study of the presence and morphology of microglial cells was carrying out though

immunofluorescences of Ibal and simultaneously with ED1 to observe microglial

activation/macrophages (Figure 22).
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Figure 22. Immunofluorescence for
ED1 (green) and Iba1 (red) after 15
days in untreated animals (A) and
LA treated animals (B), and at 60
days in untreated animals (C) and
LA treated animals (D). Scale bars:
50 pm.

The density of the Iba1 cells showed (Figure 23.A) a statistical significant increase in both
experimental groups compared with control at 15 and 60 days. On the other hand, the percentage
of Iba1 cells (Figure 23.B) showed a statistical significant increase in LA treated group at 15 days
compared with untreated group and control (p < 0.01 and p < 0.001 respectively). And at 60 days,
we found no differences between groups.

The number of ED1 cells showed a statistical significant increase in both experimental
groups compared to control at 15 and 60 days (p < 0.001) and a statistical significant decrease in
LA treated group compared with untreated (p< 0.01) at 15 days (Figure 23.C). In addition, the
percentage of ED1 cells (Figure 23.D) showed a statistical significant increase in both experimental
groups at 15 and 60 days (p < 0.001).

The study of the colocalization between the two markers (lba1 and ED1) showed a
statistical significant increase of the number of cells expressing both markers at 15 and 60 days (p
< 0.001) and a decreased in LA group compared with untreated at 15 days (p < 0.05)
(Figure 23.E).

On the other hand, we quantified the number of cells expressing only one marker. We
found that the number of cells expressing only the marker ED1 (macrophages) (Figure 23.F), were
increased in both experimental groups compared with control (p < 0.01 in BM and p < 0.05 in
BM+LA) and in untreated group at 60 days compared with control (p < 0.001). On the hand, the
evaluation of cells expressing only the marker Iba1 (resting microglia) (Figure 23.G). We found the
number of these cells were statistical decreased in LA treated group at 15 days compared to
control (p < 0.05) and at 60 days, the untreated group showed a statistical significant increase
compared with LA treated and control group (p < 0.001 and p < 0.01 respectively).
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Figure 23. The graphs represent Iba1 cell density (n° cells/mm?)
(A), the percentage of cells Iba1 (B), ED1 cell density (C), ED1
cell percentage, the number of Iba1l and ED1 co-labelling (E), the
density of single cells positive Iba1 (F) and the density of only
ED1 positive cells (G). *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001.

3.2.5. Neural cells inside the biomaterial

A preliminary study inside the biomaterial at 15 days showed that the number of neurons

were too lower, that the reason why the images and data showed are form animals of 60 days.

gt

M+LA

Figure 24. Immunofluorescence for Tuj1 (immature neurons) in
red and MAP2 (mature neurons) in green in LA treated animals at
60 days (A and B), the nuclei are marked with DAPI in blue.
Immunofluorescence for MAP2 in treated animals (C and D). The
white arrows indicate the axons within the biomaterial. Scale
bars: 100 um in A and B, 50 in C um, 25 um in D.
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We found, in animals treated with LA, some young neurons terminations (Tuj1) extending
inside the biomaterial (Figure 24.A). Moreover, we found some young neurons expressing markers
from mature neurons (MAP2) (Figure 24.B), and in some cases, completely mature neurons

extending nervous terminations inside the biomaterial (Figure 24.C-D)..

The quantification of the number of immature neurons (Tuj1) (Figure 25.A) showed a
statistical significant increase in LA treated group compared with untreated and control group
(p <0.05). On the other hand, mature neurons showed a statistical significant decrease in
untreated group and an increase in LA treated group compared to control (p < 0.001 and p < 0.05
respectively) and, LA treated group showed a statistical significant increase of mature neurons
compared with untreated (p < 0.001).
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Figure 25. Quantification of cell density (n° cells/mm?) MAP Tuj1 +
and + (A) and percentage of each cell type (B) in each of the groups.
*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

In addition, the percentage of cells was quantified (Figure 25.B), showing an statistical
significant increase in both experimental groups compared with control (p < 0.05 in BM and p <
0.01 in BM+LA) when immature neurons were quantified, and a statistical significant decrease in
untreated group compared with control and LA treated group when matured neurons were
quantified (p 0.01 and p < 0.05 respectively).

3.2.6. Structural and functional study through MRI

In order to develop the structural and functional study, magnetic resonances of the animal
brains were done. Structural T2 scanners were done in untreated (Figure 26.A) and LA treated
animals (Figure 26.B) with the biomaterial implanted. In T2 scanners, the fat is identified in dark

colours and water is identified in white colour.

The evaluation of these scanners in grey values showed a statistical significant decrease in
both experimental groups compared with control animals when biomaterial area was evaluated at 2
and 6 months (p < 0.001) and, a statistical significant increase in LA treated group compared to
untreated group at 6 months (p < 0.001) (Figure 26.C).
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Figure 26. T2 scanner images of an untreated
animal (A) and LA treated (B) in which you
can see the biomaterial inserted.
Quantification inside the biomaterial at 2 and
6 months in grey values (C). *** p <0.001.

We developed a study through functional magnetic resonance imaging (fMRI) to evaluate

the functionality inside the biomaterial after 2 months. Red pixels indicate activation area

(Figure 27 up).

Control

Figure 27. Images fMRI scans (top) and corresponding
activation profile (bottom).

We found no activation inside the biomaterial in any case, however, we found BOLD
activation close to the biomaterial in 50% of LA treated animals and 33% of untreated animals.
Graphs represent activation profile of corresponding to the activation area (Figura 40 down). We

observed then, a right activation in somatosensorial.
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4. Discussion

One of the first findings herein is the description of three zones around the injured area 15
days after lesion. As described previously, there is a well-established glial scar (GS) followed by a
degeneration zone (DZ) surrounding the cystic cavity (CC). Finally, a third unaffected zone named
as intact zone (1Z) as part of the neural parenchyma (Figure 28.A). LA treatment for 7 days after
lesion significantly diminished the GS 15 days after LA treatment. Instead, we observed a
continuity of neural tissue named herein as regeneration zone (RZ) characterized by the presence
of several blood vessels expanded through the RZ. This RZ expanded inside the CC and some
glial cells and neurons with synaptic endings with large intercellular spaces were found filling the
CC. This fact could be reasonably interpreted as a renewing process with cell death and
proliferation (Figure 28.B).
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Figure 28. lllustration representing both injured area of non-treated animals (A)
and LA treated animals (B). CC: cystic cavity; GS: glial scar; DZ: degeneration
zone; IZ: intact zone; RZ: regeneration zone.

On the other hand, it has been reported that, after a brain injury, a large number of cells
die. Because of this death, many neurotoxic chemicals are released into the extracellular medium,
promoting an increase of ROS and triggering more apoptotic/necrosis processes (Kaur and Ling,
2008) and deceasing GSH levels as a consequence of oxidative stress. Many studies have
reported the antioxidants properties of LA after a brain trauma (Packer et al., 1997, Lynch, 2001)
increasing GSH production (Packer et al., 1995) and the BBBp recovery. In this study, an increase
of the total antioxidant capacity was observed in the injured area after 7 days of treatment,
indicating that LA was able to cross the BBB (Shay et al., 2009) and to act as an antioxidant in the
brain (Annahazi et al., 2007). Moreover, LA was able not only recovering GSH levels but also
stimulating the synthesis of GSH de novo, which decreases ROS formation after brain injury
(Packer et al., 1997, Toklu et al., 2009). It has been reported that a decrease in ROS promotes cell

survival (Silva and Coultinho, 2010). Recent studies suggest that LA works as a good
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neuroprotectant by acting as an antioxidant and anti-inflammatory agent (Freitas, 2009, Toklu et
al., 2009), and is able to switch the regulation of several genes linked to cell survival, inflammation
and oxidative stress (Larghero et al., 2007). Therefore our present data agree with previous
studies. Herein, we demonstrate that a treatment with LA for 7 days is able to decrease

environmental ROS and to promote cell survival in the injured area after 15 days.

There are increasing evidences that inflammatory response in nerve trunks is important for
axonal regeneration (Barrette et al., 2008) and also it is well known that the presence of microglia
stimulates injured neurons to regenerate their axons (Lu and Richardson, 1991, Leon et al., 2000).
BDNEF is a trophic factor designated to play a central role in the CNS, as a neuroprotective agent
(Schabitz et al., 1997, Wu, 2005) essential for brain plasticity stimulation (Bessis et al., 2007,
Schabitz et al., 2007, Mattson, 2008). The important role of microglia in brain neuroplasticity
stimulation may be due to BDNF production, which has been involved in learning, memory and
neuroplasticity (Binder and Scharfman, 2004, Lipsky and Marini, 2007, Xia et al., 2010). Thus,
BDNF is thought to promote the survival of young neurons originated in the SVZ (Pencea et al.,
2001) and play a role as a trophic factor for neurons that have matured and are becoming
integrated into functional circuits (Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Phosphorylated
CREB is involved in the BDNF activation pathway. In this study we show an increase of both
proteins after LA treatment. These data suggest the direct implication of LA in neural tissue

regeneration processes and neural plasticity.

Recently, it has been studied some substances with antioxidant capacity such as
Resveratrol, a natural stilbene present in grapes, whose administration has been reported to
improve the TBI outcome probably by regulating VEGF and nitric oxide synthase (Tsai et al., 2007,
Dong et al., 2008). It is also known that antioxidants, such as LA, help to reduce the permeability of
the BBB and therefore cell damage, while maintaining the ionic balance of Ca®* and Mg2+ in brain
endothelial cells (Li et al., 2000, Rochette et al., 2013). In our study, it has been observed that LA is
able to stimulate angiogenesis after brain injury. It has been also demonstrated blocking VEGF that

LA is able to stimulate angiogenesis by itself.

Although astrocyte cell density was not significantly different between groups, it must be
highlighted the especial glial distribution around the injured area. Animals that did not receive LA
treatment presented a marked glial scar, delimiting the injured area fully insulate of the rest of the
brain constituting an end to the regeneration of the injury. Astrocytes play an active role in
maintaining the structure, metabolism and function of the brain (Barcia et al., 2008). In response to
diverse brain injury astrocytes become hypertrophic; such astrocytes are also referred to as
reactive and/or activated astrocytes (Bushong et al., 2004, Wilhelmsson et al., 2006, Chvatal et al.,
2007). Reactive astrocytes are recognized through their increase in size and upregulation of glial
fibrillar acidic protein (GFAP) expression and immunoreactivity (Faulkner et al., 2004, Das et al.,
2012). In this sense, LA treatment did not showed a decrease in astrocytes number but did it in
size, showing a reduction of area occupied by this glial cells. The reduction in the glial scar allows

possibly the arrival of microglial cells, which are involved in remodelling processes.
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EXTENDED SUMMARY

In this work we have observed new astrocytes sharing the space close to the damage area
with new blood vessels. Probably the presence of new blood vessels improved a local reperfusion
and consequently cellular survival. Similar studies, demonstrate cell proliferation in subventricular
zone (SVZ) and posterior migration of newborn cells to the injured area (Panigrahi et al., 1996,
Yamashita et al., 2006, Kojima et al., 2010). In our work we cannot demonstrate that astrocytes
and newborn cells have arrived from the SVZ, however we have shown evidences of proliferation

and/or migration in the injured area.

In view of these results we can say that, the administration of LA is able to increase the
antioxidant capacity of the environment, reduce glial scar, stimulate angiogenesis and promote
neural tissue regeneration. As a consequence, neural tissue grew in the direction of the cystic
cavity, new cells were produced and reorganized and this damage was reduced. However we don’t
know how much time would be necessary for a complete recovery of the injury and even if it could
be possible. We therefore propose secondly strategy, the use of biomaterials as scaffolds to that
end.

As seen above, brain injury causes immediately and delayed cell death, which involves the
formation of a cavity delimited by a glial scar (Fitch et al., 1999, Rocamonde et al., 2012). It has
been previously studied that placing a scaffold into the damaged area or cavity may provide
support for the surrounding brain tissue, working as a substrate for cell growth, regeneration of

axons and formation of neurites (Tsai et al., 2007, Veiga et al., 2011, Martinez-Ramos et al., 2012).

The strategies studied long ago on the regeneration of lesions in the PNS and CNS have
not been very successful due to lack of knowledge about the mechanisms of injury in both systems
(An et al., 2006, Das et al., 2012). Still, the size of the lesion is a very important limiting factor in the
process of regeneration (Papadopoulos et al., 2002, Lakatos et al., 2003). To overcome this
problem and favour the regeneration of neural tissue after CNS injury effort has been devoted to
investigate the use of different types of polymeric scaffolds in the brain (Martinez-Ramos et al.,
2012). Polymeric biomaterials are widely preferred as scaffolds for the regeneration of the
peripheral nervous system (PNS) and central (CNS), both in vivo and in vitro (Bellamkonda et al.,
1995, Schmidt and Leach, 2003, Subramanian et al., 2009, Veiga et al., 2011, Sur et al., 2012,
Zhang et al., 2013). Scaffolds made of hyaluronic acid, poly(epsilon-caprolactone), poly(glycolic
acid) or even polydimethylxilosane have been employed in animal models of cortical damage (Hou
et al., 2005, Zhang et al., 2007). A suitable scaffold for tissue engineering in the brain should
support cell growth, maintain differentiated cell functions, be highly porous and be as compliant as
the host tissue; the porosity facilitates the accommodation of many cells, (Woerly et al., 1999, Tian
et al., 2005) enables a uniform distribution of the cells and the diffusion of oxygen and nutrients
from host tissue, and must permit the neovascularization of the matrix if the cells inside it must

survive (Martinez-Ramos et al., 2012).

In the second part of our study, we used a polymeric biomaterial composed by p(EA-co-
HEA) in a ratio 90/10, which was successfully implanted near the SVZ and did not suffer any kind

of rejection by the animal (Martinez-Ramos et al., 2012). Moreover, the combined use of this
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biomaterial together with LA treatment for 7 days was able to promote colonization of the

biomaterial by a large number of neural cells.

It has ben previously described, that vascularization and local angiogenesis processes
become crucial for neuroregeneration strategy (Morgan et al., 2007). In our study we found that the
biomaterial provides a good environment for the growth of blood vessels within it and the
combination with LA treatment promotes the formation of that blood vessels. Furthermore, it has
been observed that blood vessels play an important role as guides in neural cell migration from the
SVZ to the injured area (Kojima et al., 2010).

On the other hand, astrocytes are another important cell type for the formation of new
tissue, which are related with blood vessel forming the BBB and provide support to the cells (Rohl
et al., 2010). In our study, astroglial response initially suffered a significant increase in LA treated
animals, but this declined thereafter, in contrast to a delayed response in untreated animals. It has
been reported that, after a trauma, astrocytes release trophic factors that stimulate microglial
activation, initialling repairing mechanism and promoting new neurites growing (Wang et al., 2007,
Loov et al., 2012). Moreover, astrocytes supplied nutrients to the NS, such as glucogen and make
the glucogenolisis induced by norepinephrine. This function is very important due to neurons are
not able to restore energetic molecules (Lucas et al., 2006). Probably in our case, astrocytes suffer

an initial activation and migration to the biomaterial to promote support to other cells.

Although there is currently an open question about the role of microglial cells, there is
increasing evidence showing that, under certain circumstances, microglia may have a
neuroprotective role (Neumann et al., 2006, Lalancette-Hebert M et al., 2007) and promote adult
neurogenesis (Kim et al., 2009, Thored et al., 2009). Our studies showed that, there were not
differences in the number of microglial cells (Iba1) in the presence or absence of LA, however, we
found an statistical increase at 15 days in the number of macrophage cells (ED1) in untreated
animals compared with LA treated animals. Maybe the explanation for the presence of
macrophages in the biomaterial resides in the fact of LA absence that could stop the cascade of

processes that activates microglial cells.

We have observed that the treatment with the stimulated the proliferation and migration to
the biomaterial of a significant number of immature neurons (Tuj1). Likewise, we also found some
mature neurons (MAP2) within the biomaterial with synaptic processes. Recent studies in this type
of biomaterials showed good performance thereof as support for stem cells. It was observed that a
large number of these cells were able to survive and differentiate into both neurons and glial cells
with dendritic extensions (Veiga et al.,, 2011, Martinez-Ramos et al., 2012). Although we found
some mature neurons within the biomaterial, we could not observe any activation using fMRI, this
is probably because the number of neurons was not high enough and that these had not yet been
able to establish the necessary connections to activation.

We conclude that the use of polymeric biomaterials formed by p(EA-co-HEA) 90/10
provides good support for the regeneration of damaged tissue. We have also seen that the use of

LA treatment combined with biomaterial seems to favour neurons migrations that are able to grow
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and maturate inside the biomaterial. We do not know if these neurons in the future will be able to

fully reconstruct the architecture of the cerebral cortex and much less if get reconnect the circuit.

The treatments for traumatic and degenerative brain diseases have traditionally had limited
success outside of a few pharmacological agents capable of modifying disease symptoms. Today,
however, advances in drug delivery and tissue engineering is opening opportunities that extend
beyond the symptomatic relief and neuroprotection includes neurorepair (Xia et al., 2010).
Furthermore, biomaterials are being used increasingly to promote endogenous regeneration. The
successful development of biomaterials capable of effective brain protection, repair and
regeneration requires a complex interaction between researchers and practitioners from diverse
disciplines. The main reason for this lies in the complexity of the brain itself and the myriad of
biochemical cellular responses associated with injury and repair (Orive et al., 2009). As such, the
development of a meaningful understanding of how to rationally design biomaterials for brain repair
will require significant advances in the development of new materials, along with a clear
understanding of the types of brain injury, as well as a more refined understanding biological
responses to TBI.
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