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1. La corteza cerebral 

1.1. Estructura de la corteza cerebral 

La corteza cerebral de los mamíferos es una estructura extremadamente compleja en la 

que los órganos sensoriales diferentes están representados en algunas zonas o áreas conocidas 

como áreas sensoriales primarias. Desde el sentido del olfato para la visión, cada modo tiene su 

propio territorio sensorial cortical, que mantiene una zona relativamente constante en todos los 

mamíferos (Valverde, 2002, Bear et al., 2007). Además de estas áreas sensoriales primarias, la 

corteza cerebral tiene múltiples áreas secundarias somáticas, de asociación y motoras, en las que 

los diferentes sistemas corticales aferentes y de asociación producen finalmente respuestas 

complejas en el aprendizaje, la memoria y el comportamiento (Squire et al., 2012). La organización 

de esta estructura, desde nuestra perspectiva humana, adquiere su máxima complejidad en el 

hombre, es el resultado de un lento proceso evolutivo que pudo haber comenzado hace 150 

millones de años en el supuesta transición reptil-mamífero (Jerison, 1970). 

 

 

 
Figura 1.  T inción de Giemsa de la corteza cerebral ,  en la que se 
puede dist inguir  la distr ibución en capas. Puede observarse como 
las neuronas presentan un tamaño celular mucho mayor que las 
células gl ia les ( izquierda).  Esquema de la distr ibución neuronal 
en capas de la corteza, como se observaría tras una t inción de 
Golgi  (derecha) (Wil ls et  a l . ,  2011).  

 

 

El neocórtex es la corteza más 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 neocórtex se asocia con características de 

integración más 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 
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presencia de 6 capas de diferentes tipos de neuronas, que determina una organización horizontal 

y vertical de fibras (Kiernan and Steel, 2000, Valverde, 2002). Fue precisamente Ramón y Cajal 

quien hizo por primera vez una descripción completa de la organización intrínseca de la corteza 

cerebral del hombre y de los vertebrados, que muestra la estructura y conexiones de diferentes 

tipos de neuronas, su organización dendrítica y axonal, y la disposición del plexo de fibras aferente 

y eferente (Figura 1). 

El neocórtex está dividido en seis capas basándose en la densidad celular y en la 

disposición: 

I. Molecular capa (capa plexiforme): Es el estrato más superficial que se encuentra 

cubierto por piamadre. Es un estrato de asociación 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 aquí algunos axones provenientes 

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

II. Capa granular externa: estrato de asociación intracortical. Las dendritas de estas 

neuronas terminan en la capa molecular, mientras que sus axones se dirigen a las capas más 

profundas y algunos pasan a la sustancia blanca. Contiene un gran número de pequeñas células 

piramidales y estrelladas (Kiernan, 2000). 

III. Capa piramidal externa: estrato de asociación intracortical. Las dendritas de estas 

neuronas también terminan en la capa molecular, sus axones se dirigen a las capas más 

profundas, proyectándose luego hacia otras áreas corticales, especialmente las del hemisferio del 

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

IV. Capa granular interna: estrato receptor de proyección, porque recibe impulsos desde 

la región subcortical, específicamente del tálamo, las que se distribuyen por este cuarto estrato en 

forma de estrías, denominadas Estrías Tálamo Corticales (Kiernan, 2000). Esta capa está 

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

V. Capa piramidal interna (capa ganglionar): estrato efector de proyección. Aquí 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 tamaño medio (Kiernan, 2000, Bear et al., 2007). 

VI. Capa multiforme (capa de células polimórficas): estrato de asociación 

interhemisférico, cuyos axones van a formar parte del cuerpo calloso. Aunque la mayoría 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. Definición y clasificación 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 
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propia individualidad, dada por variedades celulares específicas y por sus conexiones, pero ha de 

señalarse que estas capas no operan de forma aislada: los elementos que las caracterizan están 

íntimamente relacionados con los componentes de las otras capas corticales, siendo ésta la 

filosofía sobre la que se han desarrollado modernos conceptos de operación modular de la 

corteza, la cual es contemplada como una organización 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 está 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 según su morfología y función 

(Figura 2).  

Sin embargo, la estructura general es en todas la misma. Estas están formadas por un 

soma o cuerpo celular, el cual contiene el núcleo. Desde este soma se proyectan dos tipos de 

prolongaciones llamadas neuritas: las dendritas y los axones (Ramón y Cajal, 1988). Las dendritas 

son de mayor grosor que los axones, tienen una composición 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 sináptico, modulado por 

neurotransmisores (Nieuwenhuys, 2009). 

 

 

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

 

 

El número, la longitud y la forma de la ramificación de las neuritas brindan un método 

morfológico para clasificar a las neuronas: 
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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 

características estructurales y funcionales de un axón. En este tipo de neuronas, las finas 

ramas terminales halladas en el extremo periférico del axón 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 única. 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 excepción de la prolongación larga, el axón, el resto de las neuritas son dendritas. La 

mayoría de las neuronas del encéfalo y de la médula espinal son de este tipo (Von 

Economo, 2007). 

 

b) CÉLULAS GLIALES: la estructura de la glía del sistema nervioso central (CNS), así 

como la proporción de los tipos celulares, varía de unas zonas a otras. Estas células en general 

son más pequeñas que las neuronas y las superan en 5 a 10 veces en número (50% del volumen 

del encéfalo y la médula espinal). Las células gliales se dividen en base a su tamaño celular en 

dos grupos: 

I. Macroglia: son células de mayor tamaño. Entre estas cabe destacar: 

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

prolongaciones finas ramificadas solo en sus extremos (Figura 3 izquierda). La 

oligodendroglía se halla en la sustancia blanca y en la sustancia gris. La de la 

sustancia blanca, conocida como oligodendroglía interfascicular, es responsable 

de la formación 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 oligodendroglía 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 morfología 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 

sanguíneos, formando así la barrera hematoencefálica (BBB). A causa de esta 

estrecha relación, se cree que los astrocitos desempeñan un papel esencial en el 

transporte de sustancias entre los capilares y las neuronas (Peters, 1975), 
mantenimiento el balance iónico 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 así las 

células nerviosas de recibir una estimulación desmedida (Schousboe and 

Redburn, 1995). Además, participan en el suministro de nutrientes al NS, como el 

glucógeno. Esta función 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 último, participan en la 

reparación y cicatrización de heridas traumáticas del NS y otras patologías (Lucas 

et al., 2006).  

 

 

 
Figura 3.  Imagen de una célula de ol igodendrogl ia de la 
corteza cerebral  de un ratón GFP (Broeke, 2005) 
( izquierda).  Imagen de un astroci to de la corteza cerebral  
de una rata marcado con GFAP (derecha). 

 

 

Ante circunstancias patológicas los astrocitos cambian su morfología, 

redondeándose y formando los llamados corpúsculos granulosos, los cuales son 

capaces de almacenar lípidos y posteriormente digerirlos (Xia et al., 2010). 
Además, los astrocitos no sólo son capaces de proliferar sino que además 

aumentan la producción de gliofibrillas formando así 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 

axónicos de los nodos de Ranvier (Davis et al., 2002), confinando los 

neurotransmisores a la hendidura sináptica y eliminando los excesos (Squire et al., 

2012). Por otro lado, los astrocitos protoplasmáticos se encuentran dispersos en la 

sustancia gris, constituyendo una gran parte de la misma. Unos establecen intimas 

conexiones con los vasos sanguíneos y otros extienden sus prolongaciones hasta 

contactar con la piamadre encefálica y medular, formando la membrana pial-glial 

(Retzius, 1894, Davis et al., 2002). 
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II. Microglia: son células de menos tamaño celular que las descritas 

anteriormente (Figura 4). La microglía se encuentra en todas las regiones del CNS (Davis 

et al., 2002). Se caracteriza por poseer un cuerpo pequeño y alargado, de extraña forma. 

El citoplasma extiende largas prolongaciones que se ramifican a su vez, dándole a la 

célula un aspecto espinoso (Neumann et al., 2006, Nieuwenhuys, 2009, Ribak et al., 

2009). 

Entre las características de la microglía encontramos la capacidad para almacenar 

lípidos, hiero y pigmentos (Streit and Kincaid-Colton, 1995). La microglía puede cambiar su 

morfología, redondearse y transformarse en corpúsculos granulosos, capaces de fagocitar 

sustancias de desecho gracias a su movimiento ameboide (Graeber and Streit, 2010). 
Esta cualidad pone de manifiesto la participación de estas células en procesos 

inflamatorios y degenerativos. De aquí 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 
microgl ia de la corteza cerebral  
marcada con el  ant icuerpo Iba1. 

 

 

Gracias a la tinción de carbonato de plata, ya en los años 20, se observó que la 

microglía en el cerebro en desarrollo aparecía como cuerpos amorfos y a continuación se 

diferenciaba en formas ramificadas que establecían contactos con neuronas y astrocitos. 

También se pudo observar que ante una lesión o infección estos se asemejaban a 

macrófagos, ya que emigran a las zonas afectadas, proliferan y se hacen fagocíticos 

(Graeber and Streit, 2010). Más adelante se realizaron estudios sistemáticos con 

anticuerpos monoclonales que se unían a la microglía, pudiendo destacar las microglía 

como presentadora de antígenos, en concreto el complejo de histocompatibilidad clase II 

(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 sanguíneos (Kreutzberg, 1996). A medida que el SNC madura, esta microglía pasa 

a una forma ramificada y libera factores de crecimiento que favorecen la maduración y la 

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

Tras un trauma, los astrocitos liberan factores neurotróficos que estimulan la 

activación de la microglía, iniciando mecanismos de reparación, promoviendo el 

crecimiento de nuevas neuritas (Wang et al., 2007). Las células que no se transforman 

inmediatamente en fagocíticas, pueden revertir al estado de reposo si la lesión es leve o 

reversible. Cuando el daño es grave y mueren neuronas, las células de la microglía 

comienzan a actuar como macrófagos fagocíticos. Sin embargo, la actividad de la 

microglía puede contribuir, paradójicamente, a la muerte de las neuronas y puede dar 

lugar a algunas enfermedades neurológicas (Aloisi, 2001, Ribak et al., 2009, Xia et al., 

2010). 

 

c) CÉLULAS EPENDIMARIAS: revisten las paredes de los ventrículos y el conducto 

central de la médula espinal. Forman una capa única de células cúbicas o cilíndricas 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). El movimiento de los cilios de 

las células ependimales es necesario para el normal flujo del liquido cerebroespinal y la migración 

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 

características radiales de neuroglia y dar lugar a neuroblastos y astrocitos en respuesta a un 

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

 

 

 
Figura 5. Imagen de una t inción 
de hematoxi l ina-eosina de las 
células ependimarias con los 
c i l ios hacia el  inter ior del  
ventr ículo.  
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2. Lesiones  cerebrales 

Las lesiones cerebrales acarrean, como consecuencia, múltiples discapacidades 

(Unterberg et al., 2004) y son unas de las principales causas de muerte, especialmente entre los 

jóvenes (Prins and Hovda, 2003, Gaetz, 2004). A diferencia del resto de tejidos del organismo, una 

determinada lesión del CNS resulta prácticamente irreparable, ya que directa o indirectamente se 

activan un conjunto de mecanismos que dificultan y reducen la remodelación eficiente del sistema, 

conduciendo, en último lugar, a la pérdida de las facultades neurológicas del individuo (Gaetz, 

2004, Sharp et al., 2011). 

 

2.1. Lesión primaria y secundaria 

La comprensión de la dinámica fisiopatología de la lesión cerebral es vital en el desarrollo 

de estrategias terapéuticas adecuadas. La lesión primaria es el resultado directo de la lesión inicial 

y puede ser difícil de tratar, pero conocer la compleja cadena de los cambios bioquímicos 

implicados en la lesión secundaria puede ayudarnos a encontrar diversas estrategias de 

tratamiento (Gaetz, 2004, Unterberg et al., 2004, Pitkänen and Macintosh, 2005). De este modo, 

se hace especial hincapié en el diseño racional de medicamentos dirigidos a la inflamación y la 

toxicidad del glutamato (Heo et al., 2005, Marklund et al., 2006, Schouten, 2007, Del Rio et al., 

2011). Después de la lesión mecánica primaria, la lesión cerebral induce una respuesta 

multifactorial en el tejido, incluyendo la ruptura de la BBB y activación de las vías inflamatorias, lo 

que influye en la supervivencia neuronal y la recuperación funcional (Shlosberg et al., 2010). La 

neuroinflamación es una característica asociada con lesión cerebral traumática. En particular, los 

factores desencadenantes de TBI son la activación de astrocitos y microglía y la liberación de 

citoquinas proinflamatorias incluyendo TNF-α, IL-1β e IL-6 (Ziebell and Morganti-Kossmann, 

2010). Sin embargo, las consecuencias funcionales de la respuesta neuroinflamatoria permanecen 

en controversia. En modelos de ratón y de rata de lesión cerebral traumática (TBI), se ha podido 

observar que la liberación de citoquinas promueven lesiones en la BBB y empeoran el daño 

cerebral y, por tanto, funcional (Utagawa et al., 2008). Mientras que otros estudios sugieren que 

algunos aspectos de la inflamación 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 lesión lleva consigo la interrupción 

de los vasos sanguíneos, provocando así una extravasación importante de sangre. Así mismo, se 

produce una infiltración y activación de las células que van a llevar a cabo la respuesta 

inflamatoria (Quintana et al., 2007). Además de la característica gliosis, tiene lugar la muerte 

neuronal y de células gliales causada por la hipoxia y producción de especies reactivas del 

oxígeno (Minghetti, 2005, Lucas et al., 2006, Xia et al., 2010). La activación de la compleja 

cascada de sucesos fisiológicos y bioquímicos tiene lugar durante las primeras horas e incluso 

días posteriores a la lesión (Gaetz, 2004, Xia et al., 2010). 
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En segundo lugar, las neuronas dañadas por la lesión son difícilmente remplazadas por 

nuevas neuronas, de tal modo que la muerte de grandes poblaciones neurales va 

irrevocablemente acompañada de la pérdida crónica de la función que desempeñan. Aunque se 

haya constatado la continua generación 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 proliferación y diferenciación son insuficientes para reparar las zonas 

lesionadas sin que sean por sí sola una vía eficaz para el restablecimiento de la estructura y 

función neural (Kokaia and Lindvall, 2003, Whitney et al., 2009, Thau-Zuchman et al., 2010). 

Por último, la lesión induce a las células gliales del CNS a entrar a un estadio de 

reactividad, donde no sólo van a intervenir los procesos de degeneración tisular sino que también 

van a participar activamente en el impedimento del crecimiento de los axones dañados. Los 

axones de las neuronas centrales, a diferencia de los axones del PNS, presentan una reducida 

capacidad de crecimiento. Situación que agrava el pobre soporte regenerativo aportado por las 

células gliales y que, en último término, impide la reconexión del circuito (Gennarelli, 1997, Zohar 

et al., 2003). 

A pesar de que constituyen la mayoría de las lesiones de cabeza, los pacientes con 

traumatismos por contusión leve han estado poco representados en los ensayos clínicos, 

reduciendo la posibilidad de estudiar una administración adecuada de agentes farmacológicos 

(Jennings et al., 2008). 

 

2.2. Modelo de criolesión 

Se han desarrollado varios modelos experimentales de lesión cerebral traumática (TBI) en 

un intento por reproducir los diferentes aspectos de las alteraciones biomecánicas y déficits 

neurológicos observados en las lesiones cerebrales en el hombre. El modelo de percusión por 

fluido produce una lesión cerebral por la rápida inyección 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 neumático para lesionar el cerebro 

expuesto con una velocidad de impacto y deformación cortical medible y controlable (Dixon et al., 

1991). En comparación con estos dos modelos de TBI focal, el modelo de lesión criogénica 

unilateral o criolesión, descrito por Klatzo por primera vez en 1958 (Klatzo et al., 1958) induce 

lesiones que son altamente reproducibles en cuanto a tamaño y ubicación.  

El modelo criolesión (también llamado lesión fría) se sitúa en posición intermedia dentro de 

la jerarquía de los modelos de lesiones cerebrales (Klementiev et al., 2008), entre el modelo de 

craneotomía (Prins and Hovda, 2003, Williams et al., 2005) y el modelo de traumatismo craneal  

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

La criolesión cerebral es un modelo bien establecido que puede imitar algunas de las 

características 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., 
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1999), la inflamación (Flentjar et al., 2002) y la disrupción de la barrera hematoencefálica (BBB) 

(Methia et al., 2001). Este modelo requiere una cirugía poco invasiva y mantiene el estado de 

asepsia, pero produce cambios severos en la  morfología del cerebro, así como trastornos 

cognitivos y motores (Jones et al., 2005, Penkowa et al., 2006). Además permite por sí mismo el 

estudio de la angiogénesis y de los procesos de reparación 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 traumáticas en la corteza cerebral humana (Nag, 1996, Raslan et al., 2012).  

 

 

3. Estrés oxidativo y radicales libres 

Se define el estrés oxidativo como una situación 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 formación constante de pro-oxidantes balanceada por la 

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

Se denomina radicales libres a todas aquellas moléculas que contienen en su orbital más 

externo un electrón desapareado, por tanto, el electrón de dicho orbital necesitaría de otro para 

poseer una configuración bioquímica y electromagnética estable. Los radicales libres tienden a 

reaccionar con otras moléculas cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando 

con ello la configuración electrónica 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 fisiológico de los radicales libres 

En cuanto al papel fisiológico, se ha demostrado la función 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 inactivación o 

activación de ciertas enzimas (Fillebeen and Pantopoulos, 2002, Sindhu et al., 2005, Circu and 

Aw, 2010) y contribuir a la regulación de la extensión del proceso inflamatorio (Bourbon et al., 

2004). Además, 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 oxígeno proceden de fuentes metabólicas 

endógenas o de agresiones oxidativas externas. Dentro de las fuentes endógenas de producción 

de radicales libres podemos encontrar la cadena electrónica 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 activación del metabolismo del ácido araquidónico en procesos 

inflamatorios (Winyard et al., 1994), la activación de la enzima óxido nítrico 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 exógenas de daño oxidativo son las radiaciones ionizantes 

(Fridovich, 1983, Datta et al., 2012) el aumento en la disponibilidad de metales de transición en 

algunas enfermedades metabólicas y en procesos inflamatorios (Halliwell and Gutteridge, 1986), la 

acción de xenobióticos y algunos fármacos (Trush et al., 1982) y el exceso en la concentración de 

oxígeno o los procesos en los que hay fenómenos de isquemia-reperfusión (McCord and Roy, 

1982, Gandhi and Abramov, 2012). 

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

cierta información sobre el estado de estrés oxidativo del tejido. 

 

3.2. Los radicales libres en las lesiones cerebrales  

Tras una lesión cerebral, la inflamación incontrolada incrementa el daño neuronal tras una 

lesión cerebral, ya que inicia una respuesta inflamatoria masiva y compleja, que contribuye a la 

liberación directa de mediadores neurotóxicos, la interrupción del flujo sanguíneo y la disfunción 

de la BBB con el posterior edema (Pitkänen and Macintosh, 2005, Xia et al., 2010). Tanto la etapa 

primaria como la secundaria producen una liberación de radicales libres que contribuyen a un 

aumento del estrés oxidativo y contribuyen a un incremento del daño neuronal (Gaetz, 2004) 
(Figura 6). 

 

 

 
Figura 6.  Esquema de los procesos metaból icos e inf lamator ios y 
consecuencias de las lesiones cerebrales (Pun et a l . ,  2009).  

ROS cannot be dismissed, especially when it appears
to be a converging point across various mechanisms
of BBB breakdown, as will be discussed below and as
depicted in Figure 1. Besides, AA may also facilitate
NADPH oxidase activity, thus increasing ROS pro-
duction further [22].
Apart from increasing AA production from mem-

brane phospholipids, bradykinin can also induce BBB
opening by increasing Ca2! levels within endothelial
cells. In fact, an increase in intracellular Ca2! levels
has been correlated with a decrease in transendothe-
lial electrical resistance (TEER), while antagonizing
the key bradykinin receptor B2 prevented this Ca2!

spike and drop in TEER [16]. Interestingly, gluta-
mate-receptor antagonists also prevented this brady-
kinin-related rise in Ca2! levels [23], suggesting a
link between excitotoxicity (commonly associated
with glutamate) and bradykinin-induced BBB break-
down.
There are several ways by which Ca2! elevation

can stimulate ROS production. For example, Ca2!,
via the Ca2!-calmodulin complex, can activate nitric
oxide synthase (NOS) [24]. NOS appears particularly
important to bradykinin-induced BBB opening as
cells expressing low levels of NOS were resistant to
the effects of bradykinin, a sharp contrast against
those which had high levels of NOS expression [25].
The exact NOS isoform involved remains a subject of
debate which we discuss later in this review. NOS
activation leads to increased nitric oxide (NO)
production [24]. NO and the NO-derived peroxyni-
trite (ONOO") may then increase BBB permeability
by affecting TJ proteins [26]. NO could also induce
BBB breakdown by activating the cGMP-PKG cas-
cade. This cascade has been shown to decrease BBB
resistance in vivo and in intact perfused microvessels

[27,28]. Thus, NO could elevate BBB permeability
by modification of TJ proteins or via the cGMP-PKG
pathway.

The second pathway which Ca2! can activate is the
PLC#DAG#PKCpathway.Ca2! activatesPLC,which
cleavesPIP3toproduceIP3andDAG[29].DAGinturn
activates PKC which causes BBB disruption either by
modulating the actin cytoskeleton or by increasingNO
productionviaNOS[30].Alternatively,PKCactivation
could also lead to the up-regulation and activation of
NADPHoxidase, leading to increasedROSproduction
[31,32].

Thirdly, Ca2! can activate PLA2, stimulating AA
production [33]. AA, as earlier described, can in turn
cause an increase in ROS production.

In summary, bradykinin can cause BBB breakdown
either by increasing AA production or by increasing
intracellular Ca2! levels, both of which ultimately
lead to elevated ROS generation. Because various
compounds including apocynin (an NADPH oxidase
inhibitor) [34], indomethacin (a non-selective COX
inhibitor) and N-acetylcysteine (an antioxidant) [35]
are known to inhibit different pathways associated
with bradykinin and to ameliorate BBB dysfunction,
it appears that the extent and severity of bradykinin-
induced BBB opening may be determined by the
cross-talk between the various pathways described
above.

Excitotoxicity. Excitotoxicity is a situation in which
there is an overload of excitatory amino acids like
glutamate or excitotoxins, resulting in pathology via
ways such as increased ROS production and elevated
AA generation.

Glutamate is a central molecule in several neuro-
logical conditions [36#38]. For instance, in TBI,

Figure 1. Pathways by which an initial insult can increase ROS generation and by which ROS can cause BBB breakdown.

350 P. B. L. Pun et al.
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En particular, la agregación de los leucocitos y las plaquetas producen una alteración en la 

BBB y el edema cerebral contribuyen a la lesión secundaria (Lucas et al., 2006, Wang et al., 

2007). La cascada de procesos inflamatorios en el tejido es similar a la observada en el daño por 

reperfusión isquémica. La pérdida de la integridad celular es consecuencia de los cambios iónicos 

en el edema citotóxico y contribuyen a daños en los vasos sanguíneos, en las células gliales y 

neuronas (Jennings et al., 2010). 

La neurodegeneración está frecuentemente asociada al daño por radicales libres. Sin 

embargo, el aumento de las especies reactivas del oxigeno (ROS), el cual puede llevar en último 

término a la muerte celular. Los radicales libres generados a altas concentraciones bajo 

condiciones patofisiológicas no son detoxificados suficientemente (Jeong et al., 2012). Lo principal 

debe ser prevenir la salida de calcio para reducir la disipación de electrones mitocondriales (Circu 

and Aw, 2010, Gandhi and Abramov, 2012). 

 

3.3. Radicales libres y barrera hematoencefálica 

La BBB es una membrana protectora que restringe la entrada de moléculas y células 

blancas de la sangre de la circulación sistémica al CNS. Entre sus funciones esta la de mantener 

el balance homeostático 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 están aumentadas en las lesiones cerebrales y que contribuyen a 

un aumento de la permeabilidad de la BBB (Olesen, 1987, Liu et al., 2011). Además, las 

alteraciones en los niveles de antioxidantes y el daño oxidativo se han sido asociadas a la 

disfunción de la BBB (Pun et al., 2009) (figura 6). Por ejemplo, la disminución del glutatión 

reducido (GSH) en cerebro produce un aumento de permeabilidad de la BBB, mientras que la 

restauración 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 fisiológico, tales observaciones apoyan aún más 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 está presente a 

concentraciones bajas en comparación con las del sustrato oxidable, retrasa o previene 

significativamente la oxidación 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 proteínas, lípidos, carbohidratos y ADN. La desintoxicación de las especies reactivas del 

oxígeno 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 tripéptido (constituido por ácido glutámico, cisteína y glicina) de 

interesantes propiedades biológicas debido a dos características estructurales: el  enlace  

γ-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 más abundante de 

prácticamente todas las células animales (Dringen, 2000) y su presencia se puede explicar en 

función de su protección frente a la toxicidad del oxígeno (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 mayoría 

GS-S-proteína. Estas proteínas son responsables del mantenimiento de su estado redox en 

condiciones fisiológicas (Meister and Anderson, 1983, Wilkins et al., 2013) y se pueden detectar 

fácilmente por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) (Reed et al., 1980). 

 

 

4. Antioxidantes 

Un antioxidante es una  molécula capaz de retardar o prevenir la oxidación de otras 

moléculas (Kaur and Ling, 2008). La oxidación es una reacción química de transferencia de 

electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las reacciones de oxidación pueden producir 

radicales libres que comienzan reacciones en cadena que dañan las células. Los antioxidantes 

terminan estas reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de 

oxidación, oxidándose 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 crónicas pueden estar causadas por 

radicales libres. Los antioxidantes ayudan a neutralizar estos radicales libres (Li et al., 2000, Kaur 

and Ling, 2008). No existe ningún antioxidante perfecto por sí mismo. Sin embargo, debido a sus 

características bioquímicas, el ácido lipoico se acerca bastante a este ideal (Packer et al., 1995, 

Sena et al., 2008). El uso de ácido lipoico ha sido ampliamente empleado, en la última 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 ácido lipoico como antioxidante 

El ácido lipoico (LA), también conocido como ácido 1,2-ditiol-3-pentanoico o ácido tioico, 

es un compuesto organosulfurado derivado del ácido caprílico (Shay et al., 2009, Rochette et al., 
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2013). Contiene dos átomos de azufre (en el carbono 6 y en el carbono 8) unidos mediante 

un puente disulfuro y, por tanto, está considerado como un oxidante (aunque el átomo de azufre 

puede existir en estados de oxidación altos) (Packer et al., 1995). El átomo de carbono 6 es quiral 

y la molécula existe como dos enantiómeros por separado: R-(+)-ácido lipoico (RLA) y S-(-)-ácido 

lipoico (SLA) (figura 7), y como una mezcla racémica de los dos enantiómeros: R/S-ácido lipoico. 

Sólo el enantiómero RLA existe en la naturaleza y es un cofactor esencial de cuatro complejos 

enzimáticos mitocondriales. El RLA y R/S-LA están disponibles en suplementos nutricionales y 

han sido utilizados nutricional y clínicamente para enfermedades y diversas condiciones (Shay et 

al., 2009, Rochette et al., 2013). 

 

 

 
Figura 7.  Estructura química de los 
enant iómeros R y S del  ácido l ipoico 
(Shay et a l . ,  2009) .  

 

 

4.1.1. Propiedades del ácido lipoico  

El LA es liposoluble e hidrosoluble, por lo que puede actuar en cualquier parte del 

organismo, es capaz de desarrollar su acción tanto dentro como fuera de las células (Packer et al., 

1995, Shay et al., 2009). El ácido lipoico participa en el ciclo redox, elimina varios radicales libres y 

ROS. Además de ser un potente antioxidante, es capaz de mejorar la actividad de la mitocondria y 

es un posible estimulante de la síntesis proteica. La reactividad química del LA está 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 reducción estándar de -0,32 V. Esto hace el DHLA uno de los 

más 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 ácido hipocloroso (Searls and Sanadi, 1960, 

Buffo et al., 2010, Loov et al., 2012). El LA, y especialmente el DHLA, tienen la capacidad 

de impedir la formación de proteínas carbonilo por la captación de residuos hipoclorito 

(Hernandez-Ontiveros et al., 2013). Además, DHLA tiene la capacidad de regenerar otros 

antioxidantes endógenos (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 interacción con la vitamina C y el glutation (Packer et al., 

1995, Shay et al., 2009). 

 

4.1.2. Uso terapéutico del ácido lipoico en el sistema nervioso 

Algunos antioxidantes como el α-tocoferol, son capaces de producir un efecto 

neuroprotector. Sin embargo, estos solo producen este efecto al ser administrados después de la 

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

El LA, sin embargo, es un antioxidante usado tanto en la prevención como en el 

tratamiento de varios desordenes relacionados con el estrés oxidativo (Durrani et al., 2007). LA es 

tanto hidrofílico y lipofílico, lo que es una característica única entre los antioxidantes. Por esta 

razón, se la denomina "antioxidante de antioxidantes" (Emmez et al., 2010). Así mismo, la 

administración de ácido lipoico ha demostrado ser beneficiosa en numeroso modelos de estrés 

oxidativo tales como isquemia, diabetes, formación de cataratas, neurodegeneración y daño 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 detoxificación de agentes neurotóxicos producidos 

por la inflamación (Flier et al., 2002, Khabbazi et al., 2012). Pero, no solo es protector del sistema 

nervioso, sino que además esta relacionado con la regeneración 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, formación de trombos y otras alteraciones del 

cerebro relacionadas con el daño producido por los radicales libres (Packer et al., 1997, Lynch, 

2001, Rocamonde et al., 2012). Además, el ácido 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 diferenciación 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 mayoría 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 reducción de volumen. Las capas celulares que 

rodean al ventrículo forman lo que se ha denominado zona ventricular (VZ) y constituyen un 
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epitelio pseudoestratificado de células radiales que proliferan continuamente, dando lugar a, 

prácticamente, 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 ventrículos laterales (LV), o la zona subgranular de la circunvolución dentada del hipocampo. 

Tras una agresión al sistema nervioso, bien sea traumática, isquémica, tumoral, etc, o tras una 

enfermedad degenerativa, se produce un daño en las neuronas que puede ser reversible o 

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

Las neuronas dañadas responden de distinta forma dependiendo de sí tienen que 

regenerar su axón en el PNS o en el CNS. Esta diferente capacidad regenerativa fue descrita por 

primera vez en mamíferos adultos, hace aproximadamente un siglo, por D. Santiago Ramón y 

Cajal, “Histología 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 dañados en el PNS son capaces de regenerar espontáneamente 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 

comparación, los axones que sufren una agresión dentro del CNS son incapaces de crecer, 

quedando interrumpida permanentemente la vía nerviosa lesionada. Esto se debe a que las 

células de glía que rodean a los axones lesionados crean un entorno no permisivo para su 

regeneración . En el lugar de la lesión se forma una cicatriz glial, constituida por microglía y 

astroglía, 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 lesión y 

fuera de ella, es la inhibición del proceso regenerativo. Esto conduce a una pérdida permanente e 

irreversible de las funciones mediadas por las neuronas dañadas (Zohar et al., 2003, Sharp et al., 

2011). 

 

5.1. Neurogénesis en el estado adulto 

La neurogénesis es la producción de las células neurales del sistema CNS. Este, puede 

tener lugar durante el desarrollo, produciendo neuronas y otros tipos de células neurales que 

constituirán el tejido nervioso; y también puede darse en el estado adulto, que incluye la 

proliferación celular, supervivencia, migración y diferenciación 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 detectó en mamíferos y en el ser 
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humano. Además también se descubrió las células responsables de dicha neurogénesis (Alvarez-

Buylla et al., 2002). 

Hoy día se sabe que en todos los grupos de vertebrados, desde peces hasta mamíferos, 

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 ventrículos laterales. Actualmente sabemos que, además, 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 simultáneamente de la capacidad de 

autorrenovación (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 generación 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 áreas de la corteza cerebral (Lledo et al., 2006). También se ha descrito esta 

neurogénesis en la región prefrontal, en la región temporal inferior, y en la región parietal posterior. 

 

5.1.1. Neurogénesis en la zona subventricular 

La SVZ es la zona germinal más extensa del cerebro y se encuentra a lo largo las paredes 

de los ventrículos (Doetsch et al., 1997, Gonzalez-Perez et al., 2012). En todos los mamíferos 

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 podrían emplearse para 

terapia celular (Figura 8).  

Por otra parte, se ha podido observar que tras una lesión cerebral, las neuronas jóvenes, 

recién generadas aparecen en el área de infarto, donde la neurogénesis no se producir bajo 

condiciones normales (Lindvall and Kokaia, 2006, Kaneko and Sawamoto, 2009). Estudios 

recientes han implicado varias señales moleculares en la regulación de la migración de las NPCs 

en el cerebro lesionado, incluyendo factores angiogénicos y quimiocinas (Robin et al., 2006, 

Thored et al., 2006). Sin embargo, los mecanismos exactos de la migración de las NPCs en el 

cerebro lesionado no están claros (Kojima et al., 2010). 
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Figura 8 .  Organización y l inaje en la SVZ. Sección transversal  
del  cerebro de un roedor indicando la local ización de la SVZ 
en la pared del  LV ( izquierda).  Composición y organización 
celular de la SVZ (derecha) (Alvarez-Buyl la et  a l . ,  2002)  

 

 

5.2. Capacidad migratoria de las células madre neurales 

Durante la formación del CNS y durante el estado adulto también se produce la migración 

de células desde los nichos neurogénicos hasta diversos puntos del cerebro (Alvarez-Buylla and 

Kirn, 1997). Miles de neuronas jóvenes migran al bulbo olfatorio todos los días (Lois and Alvarez-

Buylla, 1994) pero sólo una fracción de estas células sobreviven para completar su diferenciación. 

Este proceso es aún más evidente en el hipocampo adulto (Barnea and Nottebohm, 1994, 

Kempermann et al., 1997, Gould et al., 1999) y los núcleos del canto de las aves adultas 

(Nottebohm, 1985, Alvarez-Buylla et al., 1990) dos sistemas en los que la generación de neuronas 

adultas ha sido ampliamente estudiado, se ha sugerido que estas nuevas neuronas están 

implicadas en la plasticidad y el aprendizaje (Alvarez-Buylla and Kirn, 1997, Bergstrom and 

Forsberg-Nilsson, 2012).  

Dentro del los procesos de migración se pueden distinguir dos modalidades: la migración 

radial y la migración tangencial. La migración radial es el principal modo de migración que tienen 

durante el desarrollo del córtex cerebral (Hatten, 1999). Según 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 migración también se le llama migración 

gliofílica, debido a la interacción entre las neuronas que migran y el sustrato glial (Nadarajah and 

Parnavelas, 2002). Otra modalidad la constituye la migración tangencial, ó neurofílica, según 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 migración lo 

siguen fundamentalmente las interneuronas que son originadas en la eminencia ganglionar, 

situada en el telencéfalo ventral para alcanzar el córtex en desarrollo (Kojima et al., 2010). 

open. Understanding this process may yield novel mechanisms of
neuronal orientation.

Once cells reach the core of the OB, they separate from the
chains, individually migrate to more superficial layers, and differ-
entiate into granule and periglomerular neurons. Nothing is
known about the signals in the OB that induce this change of
migration pattern. The mechanism of radial migration within the
bulb is also not known. Interestingly, in the adult OB, radial glia
are no longer present, raising the question of what guides these
young neurons from the OB core to more superficial layers.

Function
Thousands of young neurons migrate (A cells) into the OB every
day (Lois and Alvarez-Buylla, 1994), but only a fraction of these
cells survive to complete their differentiation. This process is
even more conspicuous in the early postnatal brain, where the
RMS is massive (Luskin, 1993). Why are all these new neurons
incorporated into the olfactory system during postnatal life?

In the adult hippocampus (Barnea and Nottebohm, 1994; Kem-
permann et al., 1997; Gould et al., 1999a) and the song control
nuclei in adult birds (Nottebohm, 1985; Alvarez-Buylla et al.,
1990a), two systems where adult neuronal incorporation has been
extensively studied, it has been suggested that new neurons par-
ticipate in plasticity and learning. Much less is known about the
function of new neurons in the OB of postnatal animals. Optimal
olfactory circuitry may be assembled by the incorporation of
neurons when olfactory circuits are already responding to envi-
ronmental signals. The continuous replacement of neurons in the
OB may allow for adjustment of olfactory circuitry as the envi-
ronment or relevance of odors change.

Naris closure decreases the recruitment of new neurons to the
OB (Frazier-Cierpial and Brunjes, 1989; Corotto et al., 1994). It
is possible that only granule cells connected to relatively active
mitral or tufted cells survive, whereas all others undergo apopto-
sis. Recent work indicates that soon after new granule cells
develop synaptic connections in the OB, there is a period of
intense cell death, perhaps reflecting this selection process (Pe-
treanu and Alvarez-Buylla, 2001). What could be the advantage of
continual replacement of granule cells? Granule cell activity is
known to extensively shape the activity of mitral and tufted cells.

Modeling experiments indicate that selection of new granule cells
based on their level of activity alone could continually redistrib-
ute odorant representations across the OB (Cecchi et al., 2001).
This model predicts a remarkable improvement in olfactory dis-
crimination by maximizing differences between similar odors.
Studies in NCAM (!/!) mice, in which the number of newly
formed SVZ cells that reach the OB from birth is severely
reduced, olfactory discrimination between odors is impaired, but
odor sensitivity and olfactory memory appear normal (Gheusi et
al., 2000). Thus, experimental and theoretical approaches are
beginning to suggest that new neurons in the OB have some role
in olfactory discrimination.

Neurogenesis may in adult animals may allow brain circuitry
involved in sexual behavior to be modified. In birds, steroid
hormones play important roles in regulating the survival of newly
generated neurons in song control nuclei (Rasika et al., 1994,
1999; Burek et al., 1995; Hidalgo et al., 1995). Similarly, in the
adult hippocampus, estrogen appears to increase the number of
dividing cells in the subgranular layer (Tanapat et al., 1999). New
interneurons are also added to the accessory OB (Bonfanti et al.,
1997), a region known to process olfactory information related to
sexual behavior. Interestingly, recent work in prairie voles shows
a dramatic increase in the number of dividing cells in the RMS
during estrous (Smith et al., 2001). BDNF promotes the survival
of A cells (Kirschenbaum and Goldman, 1995; Pencea et al.,
2001b). As in birds, the effects of steroid hormones on the
survival of the new neurons may be mediated through this trophic
factor (Rasika et al., 1999). However, BDNF is thought to func-
tion as a trophic factor for neurons that have matured and are
becoming integrated into functional circuits. It is, therefore, very
intriguing that the survival of a population of migrating precur-
sors should be regulated in this manner. Moreover, A cells far
outnumber the new neurons that become incorporated in the OB;
why then is regulation of their survival so critical?

This is just the beginning of our understanding of what is,
perhaps, the most intriguing problem: the role of the new neurons
in the OB. More sensitive behavioral models to test olfactory
discrimination are needed. Animal models in which only a sub-
population of granule cells born postnatally could be ablated are

Figure 3. Organization and lineage in the SVZ. Left,
Cross section of the anterior rodent brain indicating
the location of the SVZ on the lateral wall of the LV.
On the right is the cellular composition and organiza-
tion of the SVZ. Chains of young neurons (A cells,
red) are surrounded by B cells (blue) that have astro-
cytic characteristics and form tube-like structures.
Clusters of highly proliferative C cells are associated
with the chains of A cells. Ependymal (E) cells form
an epithelial layer that separates the SVZ from the
ventricle (LV ). B cells generate transient amplifying C
cells that generate the A cells (top). Bottom lef t, BMPs
inhibit neurogenesis and favor glial differentiation
(blue). Noggin secreted by ependymal cells binds
BMPs and releases some B cells to become neurogenic
and produce C ( green) and A (red) cells.

632 J. Neurosci., February 1, 2002, 22(3):629–634 Alvarez-Buylla and Garcı́a-Verdugo • The Adult Brain SVZ
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Parece ser que la vasculatura esta implicada en el nicho de células madre de diversos 

tejidos de mamíferos (Yoshida et al., 2007). En la SVZ adulta, células madre neurales y 

progenitoras pueden observarse en las proximidades de los vasos sanguíneos, 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 neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) es 

producido por los vasos sanguíneos recién formados y entre sus funciones está la de mantener la 

neurogénesis (Kim et al., 2008). En el cerebro dañado de los mamíferos, incluyendo los humanos, 

las NPC aparecen próximos a los vasos sanguíneos cerca de la zona lesionada (Ohab et al., 

2006, Thored et al., 2007). Anteriormente se ha podido observar que las cadenas de generación 

de NPCs están estrechamente asociadas con los vasos sanguíneos (Yamashita et al., 2006). En 

el cerebro lesionado de roedores, se ha observado que la angiogénesis promueve la 

supervivencia de las neuronas jóvenes y acelera la neurogénesis (Teng et al., 2008). Estos 

resultados sugieren fuertemente una estrecha relación entre el sistema vascular y la neurogénesis 

en el cerebro adulto. Sin embargo, el papel exacto de los vasos sanguíneos en la neurogénesis o 

la migración NPCs después de la lesión 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 búsqueda de una estrategia experimental que 

permita a los axones lesionados crecer dentro del SNC. De esta forma, los resultados obtenidos 

en animales de laboratorio podrían 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 dañadas 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 específicas; 

favorecer el restablecimiento de conexiones sinápticas con las dianas y en los casos que sea 

necesario, permitir la remielinización 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 básica: 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 mayoría de estas técnicas se ha conseguido incrementar 

la supervivencia de las neuronas lesionadas y que éstas crezcan su axón dentro de los múltiples 

entornos permisivos implantados. Así, en el campo de la ingeniería tisular se esta produciendo un 

creciente interés por diseñar nuevos biomateriales compatibles con el sistema nervioso (Cao et al., 

2013). 
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6.1. Utilización de biomateriales en estrategias regenerativas 

El término biomaterial designa a aquellos materiales de origen no biológico utilizados en la 

fabricación de dispositivos que interactúan con sistemas biológicos 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 está ampliamente extendido en el campo de la biomedicina. La aplicación de 

polímeros sintéticos y naturales ha sido ampliamente utilizada en casos como cura de heridas, 

sistemas de liberación de fármacos, injertos vasculares o reconstrucción de tejidos (Ito et al., 

2005). Sin embargo, el diseño y evaluación de nuevos biomateriales destinados a estrategias 

neurorregenerativas es algo que requiere una especial atención 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 

biológicamente aceptables. De este modo, en la evaluación de un material resulta fundamental 

estudiar determinados parámetros relacionados con su biocompatibilidad y su duración 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 desempeñar su 

función (Livingston et al., 2002, Fujimoto et al., 2007, Yeo et al., 2008). Por tanto, conviene 

conjugar armoniosamente una serie de elementos como: las características químicas, físicas y la 

textura de la superficie del implante, su forma y diseño, así 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 biomecánicos. En este sentido, los materiales destinados 

para implantes deben reunir una serie de propiedades biológicas, físicas, químicas y mecánicas 

especificas: 

 

I. Propiedades biológicas: 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).  

 

II. Propiedades físico-químicas: las propiedades físico-químicas más importantes de los 

polímeros son la cristalinidad, el comportamiento térmico, el comportamiento mecánico y la 

resistencia a la degradación química en general. 
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La cristalinidad de un polímero varía en función de cómo se encuentren las moléculas  

ordenadas en las tres dimensiones.  Las cadenas de los polímeros son muy largas y fácilmente se 

enmarañan y a demás, en el estado fundido se mueven en un medio muy viscoso, así que no 

puede esperarse en ellos un orden tan perfecto, pero algunos polímeros exhiben ordenamiento 

parcial (Otsuka et al., 2013).  

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

la de descomposición y la de transición vítrea. 

 

III. Propiedades mecánicas: los materiales seleccionados para implantes deben poseer 

unas propiedades mecánicas adecuadas. Las propiedades más importantes para este fin son la 

rigidez, porosidad, interconectividad y tamaño de poros, superficie específica, permeabilidad y 

rugosidad del sustrato. Las características mas relevantes de la superficie del implante son: 

rugosidad, grado de pulido, porosidad, potencial eléctrico, humectación y comportamiento 

hidrofóbico o hidrófilo, son factores decisivos que afectan su compatibilidad y determinarán la 

interacción 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 deformación que experimenta ante la 

aplicación de cargas y se determina mediante el módulo de elasticidad (cociente entre la carga 

aplicada y la deformación que está produce dentro del rango de comportamiento elástico del 

material). En anteriores estudios se han comparado la eficiencia de materiales rígidos frente a 

otros con menor rigidez. Para estos estudios se utilizaron co-cultivos procedentes del ganglio 

basal y de la médula espinal, mostrándose una predisposición de las neuronas para crecer en los 

sustratos más flexibles, es decir, en aquellos menos rígidos (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 adherían y se expandían óptimamente en  los sustratos más rígidos. La 

rigidez mecánica puede afectar a la locomoción celular, a la morfología, a la adhesión, y a la 

expresión de proteínas del citoesqueleto (Georges et al., 2006, Sheridan et al., 2012). La tensión 

que la célula es capaz de generar depende de las propiedades inherentes de la matriz: una matriz 

relativamente rígida resistirá una fuerza celular mayor que una blanda, causando que la célula sea 

más rígida 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 diseño y de la fabricación del 

un sustrato artificial, incluyen: porosidad, interconectividad y tamaño de poros, permeabilidad y 

rugosidad superficial. Estas características influyen tanto sobre las propiedades mecánicas del 

andamio como sobre su funcionalidad biológica.  

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

para una buena uniformidad del crecimiento de células así como para una adherencia 



  

24 
 

suficiente de los nuevos tejidos formados. Sin embargo, un sustrato con tal grado de 

porosidad posee una baja resistencia mecánica, por lo que se tiene que encontrar un 

compromiso entre difusión molecular y propiedades mecánicas del sustrato artificial para 

que sirva como “andamio”. Una alta porosidad facilita la acomodación de muchas células, 

así como poros interconectados facilitan la distribución uniforme de las células y la difusión 

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

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

característica muy a tener en cuenta en la fabricación de los sustratos. Se determina por 

medidas del ángulo de contacto, a menudo se toma como parámetro indicativo de la 

humectabilidad o mojabilidad (wettability) de la superficie de un material, y correlaciona 

frecuentemente los fenómenos de interacción que ocurren con el medio biológico. 

Diversos estudios inciden sobre la influencia del sustrato en procesos biológicos como la 

proliferación celular. Igualmente, se han realizado estudios en co-polímeros con diverso 

grado de hidrofilía, llegando a la conclusión que se produce una mayor adhesión celular 

en los co-polímeros cuya composición es más hidrofóbica (Mokry et al., 2000, Young and 

Hung, 2005, Soria et al., 2006, Soria et al., 2007). En este sentido diversos experimentos 

mostraron que la proliferación decrece de forma proporcional con el incremento de la 

hidrofobia de la superficie, excepto en aquellos polímeros derivados de los diácidos 

conteniendo oxigeno en su estructura los cuales eran buenos sustratos para el crecimiento 

si su superficie era muy hidrófoba (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 electrónica de barrido y la microscopia óptica 

interferométrica entre otras. Diversos estudios muestran el papel determinante  de la 

rugosidad superficial del biomaterial en la  adhesión, proliferación y diferenciación celular 

(Xu et al., 2004, Wan et al., 2005). 

 

6.3. Aplicación de biomateriales en el Sistema Nervioso 

En los últimos años, se han utilizado diferentes matrices biogénicas con el fin de crear un 

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

colágeno han demostrado que favorecen los procesos de regeneración y reconstrucción del nervio 

periférico (Ejim et al., 1993, Brown et al., 1994, Keilhoff et al., 2003, Zhang et al., 2013). 

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

que favorezcan el crecimiento axonal. Así, los filamentos de ácido poliglicólico combinado con 

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

probados como sustratos para apoyar el crecimiento axonal con la reducción de la formación 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 diferenciación 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-ácido glicólico) (PLGA), que fueron implantados en la corteza cerebral de ratas 

adultas, estudiándose la respuesta astrocitaria que producían en el tejido tras el implante (Danhier 

et al., 2012), se observó que aquellos biomateriales basados en  el polímero PCL producían 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 ácido hialurónico (HA) 

modificados con laminina y se observó que tras 12 semanas del implante, los hidrogeles de HA 

poseían propiedades mecánicas y comportamientos reológicos similares al tejido cerebral. Estos 

hidrogeles actuaron como un andamio, los cuales podían soportar infiltración 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., 2006, 

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

Por otra parte, recientemente se han estudiado una variedad de técnicas para conjugar 

factores de crecimiento u otras sustancias químicas, con los biomateriales naturales o sintéticos. 

Estos factores estará disponible para las células que entren en contacto con la matriz, 

proporcionando una señal muy localizada para controlar el destino de células (por ejemplo, la 

diferenciación de células madre (Dawson et al., 2008, Lee et al., 2011). Además, varios polímeros 

biodegradables tales como poli(ácido láctico), poli(ácido láctico-co-glicólico), 

poli(butilcianoacrilato), quitosano (CS), y polilisina han sido explotados como sistemas de 

liberación controlada en el CNS (Gref et al., 2003, Xie et al., 2012). Estos biomateriales deben ser 

capaces de promover la regeneración nerviosa de una manera controlada y localizada. 

Actualmente, los tratamientos para TBI están enfocados en preservación el tejido sano restante 

después de la lesión en lugar de tratar de regenerar el tejido dañado. La sustitución de los tejidos 

dañados con scaffolds que contienen fármacos podrían ayudar a promover la regeneración y la 

recuperación 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 regeneración y sus efectos sobre el sistema nervioso. En esta tesis se estudian 

algunos de los efectos de los materiales formados por co-polímeros de p(EA-co-HEA) 90/10, 

combinados a su vez con la administración de LA sobre la regeneración de la corteza cerebral tras 

un modelo experimental de lesión en rata. 
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Las lesiones cerebrales traumáticas son la principal causa de muerte y discapacidad en 

todo el mundo (Maegele and Schaefer, 2008, Shitaka et al., 2011). Después de una lesión 

cerebral, un gran número de células mueren, segregando productos neurotóxicos al medio 

extracelular, lo que incrementa las especies reactivas del oxigeno, este hecho afecta a la 

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

Aunque no existe ningún tratamiento verdaderamente efectivo, recientemente toman 

relevancia en investigación terapias neuroprotectoras y antioxidantes con el fin de evitar daños 

ulteriores tras un daño cerebral. En este sentido, el ácido lipoico es un potente antioxidante y 

neuroprotector usado como tratamiento de muchas enfermedades neurodegenerativas como la 

esclerosis múltiple o la neuropatía diabética (Shay et al., 2009, Rochette et al., 2013).  

Por otra parte, el uso de biomateriales con fines regenerativos está ampliamente extendido 

en el campo de la biomedicina. Sin embargo, el diseño y evaluación de nuevos biomateriales 

destinados a estrategias neurorregenerativas es algo muy novedoso y que requiere una especial 

atención 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 físico en los procesos de regeneración tisular, con 

un  tratamiento farmacológico basado en el empleo de ácido lipoico con el fin de mejorar las 

condiciones de supervivencia celular tras un daño cerebral. 

Así pues, las hipótesis que se proponen en este trabajo son las siguientes: 

El uso de ácido lipoico aplicado como tratamiento tras una lesión cerebral local es capaz 

de disminuir el estrés oxidativo y como consecuencia aumentar la capacidad de supervivencia 

celular tras la lesión, permitiendo la regeneración y reorganización del tejido nervioso. 

El uso combinado de ácido lipoico y biomateriales poliméricos formados por etilacrilato-

hidroxietilacrilato, proporcionan un soporte y un ambiente extracelular que facilita la regeneración 

del tejido nerviosos tras un daño cerebral. 
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El principal objetivo de esta tesis doctoral es evaluar una estrategia neuroregenerativa 

basada en la combinación de un tratamiento farmacológico antioxidante con el uso de 

biomateriales polimericos biocompatibles tras daño cerebral focal. 

Por ello, esta tesis doctoral plantea los  siguientes objetivos: 

 

Evaluar  la capacidad neuroregenerativa del tratamiento con ácido lipoico aplicado tras un 

modelo de lesión cerebral. 

 

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

 

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

zona lesionada en presencia de ácido lipoico. 

 

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

ácido lipoico. 

 

 

Evaluar el tratamiento farmacológico con ácido 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 daño cerebral. 

 

Objetivo 5: Analizar el proceso de colonización celular y determinar los tipos celulares 

presentes dentro del biomaterial en presencia y ausencia de tratamiento farmacológico con ácido 

lipoico.  
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1. Estabulación y manejo de los animales 

Para este trabajo se utilizaron ratas macho de raza Wistar que procedían de una camada 

original de Harlan (Italia). Los animales utilizados tenían un peso al inicio del experimento de unos 

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

La estabulación se realizó en las instalaciones de la Unidad de Investigación 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 estabulación tuvieron acceso a agua y 

a una dieta estándar para pequeños animales de laboratorio, fabricada y distribuida por Harlan 

(Italia). 

La manipulación y cuidado de los animales se realizó siguiendo la Normativa del Real 

Decreto 1201/05 y los protocolos fueron previamente aprobados por la Comisión de Ética del 

Bienestar Animal de la Universidad CEU-Cardenal Herrera. Además, se tuvo la precaución de 

evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. El número de animales se reduce 

al mínimo necesario para garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos. El sacrificio de los 

animales se lleva a cabo mediante la técnica más incruenta, rápida e indolora que, por otra parte, 

no influya en las variables consideradas en cada experimento.  

 

 

2. Diseño experimental y metodología 

En este trabajo se detalla el estudio de la aplicación combinada de un antioxidante, como 

es el ácido lipoico, y el implante de un biomaterial o scaffold tras un modelo de criolesión en la 

corteza cerebral.   

En primer lugar, se llevó a cabo el estudio del efecto de la administración ácido lipoico tras 

el modelo de criolesión. Tras realizar la criolesión, se aplicó el tratamiento con ácido lipoico (LA) 

durante 7 días.  

 

2.1. Modelo de criolesión 

Para llevar a cabo la lesión en la corteza cerebral se realizó la técnica de criolesión 

adaptada del protocolo de Quintana et al.  (Quintana et al., 2007). El animal se anestesió mediante 

inyección intraperitoneal de una mezcla de ketamina (12 mg/kg) (Imalgene, Leonvet, España) y 

acepromicina (0.4 mg/kg) (Calmo Neosan, Pfizer, España). El animal se colocó en posición de 

decúbito prono en el estereotáxico (Leica) utilizando soportes intraauriculares y para el maxilar 

superior con el fin de mantener el cráneo sujeto.  
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Se rasuró con máquina eléctrica la zona a intervenir, pincelando toda el área con una 

solución al 10% de polividona yodada. A continuación se realizó una incisión longitudinal en la 

línea media de la cabeza, se separó la piel, exponiéndose así el cráneo y con ayuda del bisturí se 

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

 

 

 
Figura 10.  Imagen superior  del  cráneo de una rata (A),  e l  punto rojo indica 
donde se real izó la t repanación y la poster ior cr io lesión. Lámina de un corte 
coronal a la al tura de bregma indicando las posic ión y extensión de la 
lesión real izada (B).  (Paxinos and Watson, 1986).  

 

 

 

Tomando Bregma como punto de referencia (0,0) y con la ayuda de un taladro quirúrgico 

se realizó una craneotomía de 2 mm de diámetro (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 continuación se empleó un estilete de acero 

inoxidable (1 mm ø), previamente sumergido en nitrógeno líquido (-196 ºC), que se insertó 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 suturó la piel y se le administró buprenofina 

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

 

2.2. Administración de ácido lipoico 

El tratamiento aplicado es una solución de ácido α-lipoico (LA) (Sigma Aldrich, España) 

disuelta en suero fisiológico (NaCl 0.9%) pH 7.4. Este se administra por vía intraperitoneal una vez 

al día, durante 7 días consecutivos, comenzando el mismo día de la operación. Al otro grupo 

experimental se le administra el mismo volumen de una solución de suero fisiológico.  

 

Además, con el objetivo de realizar un estudio sobre la proliferación celular se procedió a 

la administración de bromodesoxiuridina. 
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2.3. Administración de bromodesoxiruridina (BrdU) 

La 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) es un nucleótido sintético análogo de la timidina. La 

técnica de BrdU es comúnmente empleada para la detección de células en división en tejidos 

vivos ya que el BrdU puede incorporarse a la nueva síntesis de DNA durante la fase S del ciclo 

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

Para el estudio de la proliferación celular, a los animales se les administró por vía 

intraperitoneal, una dosis diaria (100 mg/kg) de una solución de BrdU (Sigma Aldrich, España) 

disuelto en tampón Tris 0.1M pH 7.4, los dos primeros días tras la operación. 

 

Los animales fueron sacrificados a los 7 días para el estudio de la capacidad antioxidante 

y el GSH, y a los 15 días para determinaciones inmunohistoquímicas, western blot y microscopia 

electrónica (Figura 11). 

 

 

 
Figura 11. Esquema del d iseño experimental   y los procedimientos real izados en el  
estudio del  efecto del  ácido l ipoico tras el  modelo de cr io lesión.  

 

 

 

2.4. Estudio de la capacidad angiogénica del ácido lipoico 

Para el estudio de la capacidad angiogénica del LA se realizó el procedimiento descrito 

anteriormente (ver apartados 2.1 y 2.2.). A los animales se les administró una dosis i.p. de 

bevacizumab (10 mg/kg) (Avastin®, Roche, España), un agente bloqueante  de VEGF (Kobold et 

al., 2009) justo antes de la operación de la operación. Los animales fueron sacrificados a los 15 

días y se llevaron a cabo western blot de las proteínas VEGF y Colágeno IV (Figura 12). 
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Figura 12. Esquema del d iseño experimental  y los procedimientos real izados 
en el  estudio de la capacidad angiogénica del  ácido l ipoico.  

 

 

En segundo lugar, se realizó el estudio de la combinación del tratamiento con ácido lipoico 

y el implante del biomaterial.  

 

2.5. Implante del biomaterial 

Se realizó el procedimiento descrito anteriormente con el fin de llevar a cabo la criolesión, 

pero esta vez la lesión se llevó a una profundidad de 4 mm. (Figura 13.A y 13.B).  

 

 

 
Figura 13 .  Dibujo de un cráneo de rata en vista dorsal  indicando 
donde se real iza el  t répano (A).  Dibujo del  lugar de real ización de 
la lesión e implante del  b iomater ia l  dentro de la corteza cerebral  
(B).  Fotografía de un cerebro f i jado al  que se le ha implantado e l  
b iomater ia l  (C).  Aspecto del  b iomater ia l  implantado, imagen 
tomada por microscopia electrónica de barr ido(D).  Barras de 
escala:  10 mm en C y 200 µm en D.  
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Los biomateriales empleados eran co-polimeros acanalados de poli-etilacrilato-

hidroxietilacrilato (p(EA-co-HEA)) en una proporción 90/10 facilitados por el Centro de 

Biomateriales de la Universidad Politécnica de Valencia. Antes del implante, los biomateriales 

fueron lavados con suero fisiológico 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 microcirugía 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 días (ver 

apartado de Material y Métodos 2.2.). Se sacrificaron los animales a los 15 y 60 días para 

determinaciones inmunohistoquímicas, y a los 60 y 180 días se realizaron resonancias magnéticas 

(Figura 14).  

 

 
Figura 14.  Esquema del d iseño experimental  y los procedimientos real izados en el  
estudio de la combinación de biomater ia les y ácido l ipoico. 

 

 

 

3. Obtención y procesado de muestras  

3.1. Obtención de muestras para determinaciones bioquímicas 

Para la obtención de las muestras para determinaciones bioquímicas, los animales fueron 

sacrificados por sobredosis de pentobarbital sódico (Dolethal, Vetoquinol, España), se extrajo el 

cerebro y se realizó la disección de la zona lesionada con la ayuda de un sacabocados (2 mm de 

diámetro interno). Este material se conservó a -80ºC hasta su utilización.  

 

3.2. Obtención de muestras para inmunohistoquímicas 

3.2.1. Perfusión 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 solución de 

paraformaldehido (PFA) al 4% en suero fisiológico salino (NaCl 0.9%) pH 7.5. 
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Los animales fueron sacrificados por sobredosis de pentobarbital sódico. Antes de 

comenzar la perfusión se lavó la bomba de perfusión (Minipus 3 Gilson) con salino y se purgó para 

eliminar las burbujas. A continuación se colocó el animal de cúbito supino en un bloque y se 

inmovilizó. Se realizó un corte sobre el esternón de 8 cm, lo suficiente para exponer el final del 

esternón. Se pinzó el mismo, se cortó el diafragma y se realizaron ambos cortes laterales en las 

costillas. A continuación de introdujo una cánula dentro del corazón, entrando por el ventrículo 

izquierdo. Con unas tijeras pequeñas se realizó una incisión en la aurícula derecha para evitar el 

exceso de presión en el corazón y facilitar la circulación de retorno. Entonces, se encendió la 

bomba  y se lavó el sistema con salino durante 10 min. Finalmente, se colocó la solución 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 solución fijadora de PFA 4% a 4ºC. 

Posteriormente, se cambiaron a una solución de sacarosa 30% entre 24-48 h  a 4ºC y se 

incluyeron en OCT para poder ser cortadas a 20 µm en el criostato (Leica). Los cortes fueron 

guardados a -80ºC hasta su utilización. 

 

3.3. Obtención de muestras para microscopía electrónica 

Parte de los animales de los grupos CR (n=4) y CR+LA (n=4) fueron perundidos con 

100 mL de una solución de NaCl 0.9% y 200 mL of de paraformaldehido 2% + glutaraldehido 2.5% 

para el estudio de microscopia electrónica. Una vez perfundidos los cerebros fueron extraídos y 

post-fijados a 4ºC con la misma solución de fijación durante 2 h. Los cerebros fueron entonces 

cortados con vibratomo (200 µm) y las rodajas resultante fueron teñidas con fosfatasa alcalina. 

Las rodajas fueron introducidas en PBS durante toda la noche y colocadas a 4ºC para el lavado. 

Fueron fijadas con tetraóxido de osmio 1% y glucosa 7% durante 1 h a temperatura ambiente, 

lavadas 3 veces con ácido málico e incubadas con acetato de uranilo durante 1 h (2% en ácido 

málico). Las secciones fueron lavadas con ácido málico y deshidratadas con soluciones crecientes 

de alcoholes (30º, 60º, 90º, 100º). Se lavaron durante 2 min en oxido de propileno y se 

embebieron en Durcupan™ (Fulka, España). A partir de este momento el procesado de las 

muestra se llevó a cabo según Doetsch et al. (Doetsch F, 1997).  

 

 

4. Procedimientos y técnicas 

4.1. Tinción de hematoxilina-eosina 

Para el estudio histológico macro y microscópico se realizó la tinción 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, España) durante 5 min. 

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

montaje Eukitt® (Sigma Aldrich, España). 

  

4.2. Determinaciones bioquímicas 

Las muestras se homogenizaron introduciéndolas en un homogenizador de vidrio, que 

contenía 300 µL de tampón fosfato potásico 0.1 M pH 7.0 a una temperatura de 4°C. A 

continuación se centrifugaron a 6000 rpm durante 2 min a 4ºC y se recogió el sobrenadante. 

Inmediatamente después, se acidificaron 180 µL del homogenado con 20 µL de ácido 

perclórico (PCA) al 20%. Se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4ºC, se recogió el 

sobrenadante que se conservó a -20°C para la determinación de la concentración de glutatión por 

HPLC. El resto del homogenado sin acidificar se centrifugó a 6000 rpm durante 2 minutos a 4ºC, 

se recogió el sobrenadante e igualmente se conservó a -20°C para la determinación de proteínas. 

 

4.2.1. Determinación de proteínas (Método de Lowry) 

Se realizó según el procedimiento descrito por Lowry et al. (Lowry et al., 1951), con las 

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

i. Solución A: Na2CO3 4%, NaOH 0.8% (se disolvieron 40 g de carbonato sódico y 8 g de 

hidróxido sódico en 1 litro de agua bidestilada).  

ii. Solución B: CuSO4 1.25 mM, C4H4KNaO6 1.42 mM. (se disolvieron 200 mg de sulfato de 

cobre y 400 mg de tartrato sódico potásico en 1 L de agua bidestilada).  

Las soluciones A y B se conservaron a 4ºC hasta su utilización.  

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

en dilución 1:2 en agua bidestilada.  

iv. Solución D: Solución estándar de albúmina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL (Sigma 

Aldrich, España). 

La solución D se conserva a -20ºC hasta su utilización.  

Se prepararon tubos de ensayo de la curva patrón con cantidades diferentes de la 

solución D (0, 10, 25, 50, 75 y 100 µL) y se añadió agua bidestilada hasta un volumen de 200 mL. 

Los tubos de ensayo donde se añadieron las muestras contenían 15 mL de muestra y 185 mL de 

agua bidestilada. Tanto la curva patrón 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 añadió 1 mL de 

esta mezcla. Se dejó reaccionar durante 10 min a temperatura ambiente, tras lo cual se añadieron 

100 µL de la solución C (reactivo de Folin) a cada uno de los tubos. Se agitó bien y se esperó 

durante 25 ó 30 min. Pasado este tiempo se midió la absorbancia de cada uno de los tubos de 

ensayo en espectrofotómetro (Genesys) a una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 

nm es directamente proporcional a la concentración de proteínas. Con los valores de absorbancia 
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de los distintos estándares obtenemos la recta patrón y por extrapolación obtenemos las 

concentraciones de proteínas de las muestras analizadas.  

 

4.2.2. Determinación de glutatión 

La concentración de GSH en las distintas muestras se determinó por el procedimiento 

descrito por Reed (Reed et al, 1984). El método se basa en la reacción del ácido iodoacético con 

los grupos tioles para formar derivados carboximetilos seguido de una derivatización cromófora de 

los grupos amino con el reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) dando lugar a derivados 

N-DNP. Estos derivados son rápidamente separados por HPLC lo que permite la cuantificación de 

niveles nanomolares de GSH, GSSG y aminoácidos relacionados. 

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

componentes:  

w   Bombas cromatográficas:  Gilson 322 Pump.  

w Detector:  Gilson  156 UV/VIS.  

w Lámpara UV y visible. 

w Desgasificador Gilson 864 

w Autoinyector 234 Gilson con loop de 100 µL.  

w Gilson serial Input /Output Chanel (GSIOC).  

w Ordenador 486/50 Hz.  

w Software: Unipoint TM System.  

La columna cromatográfica de separación empleada fue una Kromasil Amino 5 µm,  de 

250 x 4,6 mm (Análisis Vínicos, España). Las condiciones iniciales del flujo fueron de 1 mL/min, 

80% de la fase móvil A y 20% de la fase móvil B. Estas condiciones iniciales fueron mantenidas 

durante 10 min seguidas de un gradiente lineal hasta el 95% de la fase móvil B durante 40 min y 

reequilibrado con las condiciones iniciales durante 10 min antes del análisis 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 inyección de cada muestra se realizó 

automáticamente con un autoinyector con capacidad para 45 muestras.  

La fase móvil A se preparó con metanol al 80% en agua de calidad HPLC y la fase móvil B 

se preparó con acetato sódico 5 M en metanol al 80%. Posteriormente se filtraron a través de un 

filtro-membrana (Scheicher und Schuell) de 0.45 µm de poro y 47 mm de diámetro. La solución 

madre de calibración se preparó diariamente y se conservó en nevera a 4°C. Dicha solución 

madre consistió en una concentración 10 mM de glutation reducido en agua ultrapura.  

La solución 1 es una preparación de ácido iodoacético (100 mM) y m-cresol 0.2 mM. La 

solución 2 es una preparación de DNFB (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno) 1.5% v/v en etanol puro. Se 

preparó fresco cada día y se conservó a 4ºC 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 ácido 

iodoacético 100 mM en 0.2 mM de m-cresol. Cada solución se ajusta a un pH de 8,5-9 por adición 

de KHCO3 3 M en KOH 10 M. Incubamos durante 30 min a temperatura ambiente  y en oscuridad 

antes de la adición de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno para formar los derivados N-DNP. Éstos 

requieren un mínimo de 4 h en oscuridad a 4ºC para su formación. Posteriormente se 

centrifugaron 10 min a 13000 rpm y el sobrenadante se utilizó para el análisis en el equipo de 

HPLC. La cantidad de muestra mínima inyectada fue de 115 µL para tener la seguridad de llenar 

el loop de 100 µL.  

En cada análisis se preparó un blanco y una curva de calibración de estándares (0; 20; 40; 

50; 60; 80 y 100 µM). El área del pico obtenido es directamente proporcional a la concentración de 

GSH en la muestra, que se calcula por extrapolación en la recta de regresión obtenida con los 

estándares. Los valores obtenidos fueron referidos a la concentración de proteínas de la muestra. 

 

4.2.3. Determinación de la capacidad antioxidante  

La capacidad antioxidante total se midió mediante un kit comercial de ELISA Antioxidant 

Assay Kit (Cayman Chemical Company,, USA). El método se basó en la habilidad de los 

antioxidantes de la muestra para inhibir la oxidación 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 reacción realizada, los 

antioxidantes de la muestra causan una supresión de la absorbancia a 740 nm o 405 nm 

proporcional a su concentración. De este modo, la capacidad de los antioxidantes de la muestra 

para prevenir la oxidación de ABTS fue realizada por comparación con el Trolox, un tocoferol 

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

En primer lugar, se reconstituyeron los componentes del kit. Diluimos 3 mL de la solución 

buffer 10X (5 mM fosfato potásico pH 7.4, 0.9% cloruro de sodio y glucosa 0.1%) con 27 mL de 

agua bidestilada. Reconstituimos el cromógeno ABTS con 6 mL de H2Odd y aplicamos vortex. A 

continuación añadimos 600 µL de la solución buffer 1X al vial de la metmioglobina. Se adicionó 

1 mL de H2Odd  al vial del Trolox. Este fue empleado para realizar la curva patrón. Una vez diluidos 

10 µL de peróxido de hidrógeno 8.82 M con  990 µL de H2Odd , se pipetearon 20 µL y se diluyeron 

en 3’98 mL de H2Odd  para conseguir una solución de trabajo de 441 µM. 

Se prepararon los patrones de Trolox (P0, P30, P60, P90, P120, P150, P220) diluyéndolo en la 

solución buffer 1X.  

A continuación se adicionaron 10 µL de metmioglobina, 150 µL de cromógeno y 10 µL de 

los patrones y de las muestras correspondientes. Por último añadimos 40 µL de H2O2 e incubamos 

en oscuridad y agitación durante 5 minutos. Inmediatamente después, se midió la absrobancia en 

un lector de placas (VICTOR Perkin Elmer 2030) a 405 nm. Los valores obtenidos ([ABTS+]) 

fueron referidos a la concentración de proteínas de la muestra. 
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4.2.4. Electroforesis y Western blotting 

La electroforesis incluye las técnicas de separación que implican la separación en un 

campo eléctrico de partículas cargadas. En el caso de la electroforesis de proteínas, el proceso se 

diferencia en función de los electrodos, el tampón de electroforesis y el soporte que utiliza. 

La metodología de western blot empleada esta descrita en “Current Protocols in Protein 

Science” (Coligan, 2003). Este procedimiento consistie en la separación de proteínas 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 proteínas estudiadas en las 

muestras fueron obtenidas a partir de la lisis del tejido extraído de la corteza cerebral y se puso de 

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

i. Aislamiento de las proteínas: los tejidos extraidos de los animales se homogenizaron en 

un tampón de lisis (150 mM NaCl, 1% Tritón, 1mM DTT, 50 mM Tris pH 8.0) más un cóctel de 

inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche, Mannheim, Germany) y de fosfatasas (10 mM 

NaF, 1mM Na3VO4) y se incubaron durante 30 min en hielo. Tras la centrifugación de los lisados 

(20.800 g, 20 min en una centrifuga refrigerada) (Eppendorf 5417 R, Barkhausenweg, Germany) 

se recogió el sobrenadante para su posterior cuantificación. 

ii. Cuantificación de la proteínas: la cuantificación de las proteínas se realizó mediante el 

método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando el kit de detección Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). La absorbancia de la reacción colorimétrica se midio a 595 nm en un 

espectrofotómetro modelo Spectronic ® 20 Genesys™. 

iii. Migración electroforética en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): la electroforesis en gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizó en ccubetas Mini Trans-Blot Transfer Cell (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) en geles del 11-15% de poliacrilamida, cargando 50 µg de proteína total. 

Antes de realizar la carga, se añadió a las muestras tampón de carga 5X (15% SDS; 50% glicerol; 

0.1% azul de bromofenol; 312.5 mM Tris-Hcl, pH 6.8; 16% β-mercapto-etanol) y se calentaron a 

95ºC durante 5 min. 

Para separación por electroforesis vertical en geles de poliacriamida, se utilizo un sistema 

MiniProtean III (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y un tampón compuesto por 50 mM Tris, 27 mM 

glicina y 0.1% SDS. La electroforesis se realizó a 200V durante 60 minutos. 

Como patrón para identificar el peso molecular de las proteínas 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 tampón compuesto por 20% metanol, 20 mM 

Tris y 150 mM glicina. 

Transcurrido ese tiempo, las membranas se tiñeron en una solución 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 tampón tris salino (TBS, 20 mM 
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Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5) y se incubaron en solución de bloqueo (5% de leche descremada en 

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

 

 

Tabla 1. Listado de ant icuerpos pr imarios y secundarios para western blot .  

Anticuerpo 1º Casa 

comercial 
Nº catálogo Dilución Descripción 

Anti-VEGF (A-20) Santa Cruz sc-152 1:1000 Policlonal  de conejo 

BDNF Santa Cruz Sc-548 1:1000 Policlonal de conejo 

pCREB-1 Santa Cruz sc-7978 1:200 Policlonal de conejo 

COL4A2 (T-15) Santa Cruz sc-70246 1:1000 Policlonal de conejo 

Actina Sigma A-5060 1:1000 Policlonal de conejo 

Anticuerpos 2º Casa comercial Referencia Dilución 

Anti Mouse IgG-

HRP (Fc) 
Thermoscientific 31437 1:5000 

anti Rabbit IgG-

HRP (Fc) 
Santa Cruz Sc-3837 1:5000 

 

 

v. Incubación con el primer y segundo anticuerpo: a continuación las membranas se 

incubaron con los respectivos anticuerpos primarios (Tabla 1) disueltos en seroalbúmina 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 rábano (HRP) y se volvieron a lavar 2 veces con 

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

La detección de las proteínas 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 imágenes por quimioluminiscencia ImageQuant™  y 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 apoptóticas in situ. El tunel pone de manifiestos los extremos 3´-OH libres 

generados que han quedado expuestos durante el proceso de fragmentación de la doble cadena 

de ADN por activación de la endonucleasa endógena, presente en procesos de apoptosis. La 

enzima transferasa terminal (TdT) incorpora nucleótidos marcados (biotin-dUTP) a dichos 

extremos. El sitio que está marcado con biotina se revela con fluorescein conjugated avidin 

(avidin-FITC). 

Una vez seleccionados los cortes, se lavaron con tampón fosfato salino (PBS) 0.01M pH 

7.5, 3 veces durante 5 min en agitación. Se realizó un bloqueo con Normal Goat Serum 20%, 

diluído en PBS+BSA 1% pH 7.1 durante 45 min. Después se lavó bien con PBS. A continuación se 

incubó con TUNEL: La solución de TUNEL se obtuvo por la dilución del contenido del vial 1 y 2 

con PBS y su posterior mezcla. La incubación se hizo a 37ºC, 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 inmunohistoquímicas 

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 unión del anticuerpo es necesario hacer accesible el ADN al anticuerpo primario. 

Para ello llevamos a cabo un desenmascaramiento: 

Las muestras se introdujeron en un baño de PBS-Tritón + Metanol 10% durante 20 min, a 

temperatura ambiente y en agitación. Los cortes se intrdujeron en un baño con tampón citrato 10 

mM pH 8 hirviendo y se mantuvo en agitación durante  30 min a temperatura ambient. A 

continuación, los portas se colocaron en HCl 2N durante 30 min a 37ºC. Los portas se colocaron 

entonces en un baño de tampón borato 0.1 M pH 8.5 durante 10 min a temperatura ambiente y en 

agitación, tras lo cual se realizaron lavados con PBS. 

Tras el desenmascaramiento se procedió a realizar el bloqueo de la peroxidasa endógena 

para evitar la reactividad propia del tejido. Para ello incubamos los portas con una solución H2O2  al 

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

A continuación, se diluyó el anticuerpo primario anti-BrdU biotinilado (Invitrogen, España) a 

una concentración 1:200 en suero bovino fetal 20% en PBS–Tritón 0.1%, conocido como tampón 

bloqueo (TB) y se incubaron los cortes con esta solución overnight  y oscuridad a 4ºC. Al día 

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 señal, 1 h, a temperatura ambiente. Ese complejo 

se une a la biotina con la que está 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 

observó que las muestras van adquiriendo un color marrón se cortó la reacción lavando con H2O 

bidestilada. A continuación se lavó bien con PBS, se deshidrató con etanol 100º y se montó con 

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

 

 

Tabla 2 .  L istado de ant icuerpos pr imarios empleados.  

Anticuerpo 1º Casa comercial Nº catálogo Dilución Marcaje 

Monoclonal anti-

mouse BrdU 
Sigma Aldrich B2531 1:200 Proliferación 

BrdU biotinilado Invitrogen A21301NP 1:200 Proliferación 

anti-mouse glial 

fibrillar acidic 

protein (GFAP) 

Millipore MAB5628 1:200 Astrocitos 

Anti-rabbit glial 

fibrillar acidic 

protein (GFAP) 

Dako 

Cytomation 

Z0334 1:500 Astrocitos 

Polyclonal anti-

rabbit Collagen IV 
Abcam Ab6586 1:200 Colágeno vasos 

sanguíneos 

Polyclonal  anti-

rabbit Iba1 
Wako 019-19741 1:200 Microglia 

Monoclonal anti-

mouse ED1 
Chemicon MAB1435 1:200 Macrófago 

Anti-mouse MAP2 

Alexa Fluor® 488 

conjugated 

Millipore MAB341X 1:200 Neuronas maduras 

Anti-rabbit to 

Neuron    β-tubulin 

III (Tuj1) 

Abcam Ab18207 1:200 Neurona inmadura 
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4.4.2. Inmunohistoquímica para Iba1 

Para llevara a cabo esta inmunohistoquímica no es necesario realizar los pasos 

correspondientes al desenmascaramiento, ya que nuestro anticuerpo se sitúa de manera 

accesible en el citoplasma. Por lo que, se incubaron los cortes con la solución de H2O2  3% en 

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

este paso, se incubó overnight con el anticuerpo primario Iba1 anti-rabbit (Wako, UK) (1:200 en 

TB). Se realizaron 3 lavados en PBS-Tritón 0.1% y se incubaron los cortes con el anticuerpo 

secundario anti-rabbit biotinilado (Vector Lab, UK) (1:200 en TB). Se lavó con PBS, se incubó con 

ABC, se reveló con DAB, se deshidrató y se montó como se describe anteriormente. 

 

 

Tabla 3 .  L istado de ant icuerpos secundarios empleados. 

Anticuerpo 2º Casa comercial Nº catálogo Dilución Color de 

emisión 

Cy3 conjugated 

goat anti-mouse 

IgG ( H+L) 

Jackson 

Immunoreseach 

115-165-003 1:200 Rojo 

Alexa Fluor® 594 

donkey anti-
rabbit IgG (H+L) 

Invitrogen A21207 1:200 Rojo 

Alexa Fluor® 488 

goat anti-Rabbit 
Ig G (H+L) 

Invitrogen A11008 1:200 Verde 

Cy5 conjugated 

affinipure goat 
anti-mouse (H+L) 

Invitrogen A10523 1:200 Verde 

 

 

4.4.3. Inmunohistoquímica 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 será realizado en una cámara húmeda y en oscuridad. 
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Se seleccionaron los cortes y se lavaron previamente con PBS 0.01 M pH 7.5. A 

continuación se realizó el bloqueo con TB durante 2 h. Se incubaron con el anticuerpo primario 

overnight a 4ºC (Tabla 2).  

Al día siguiente, realizaron lavados con PBS-Tritón 0.1% e incubaron con el anticuerpo 

secundario que lleva el fluoróforo (Tabla 3). Se lavó repetidamente con PBS-Tritón 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 fluoróforo. 

 

 

5. Estudio mediante resonancia magnética 7T 

El estudio de imágenes 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 

detección del aumento de aporte de sangre oxigenada a la zona de activación (BOLD) por 

estimulación eléctrica (Weber et al., 2006). De este modo, los estudio anatómico y funcional de los 

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

 

 

 
Figura 15.  Monitor ización de la respiración en la 
MRI. 

 

 

Inicialmente se calibró el oxímetro para garantizar que el porcentaje de gases de la mezcla 

era el correcto. Se abre el gas (N2O y O2) hasta llegar a 1 Bar de presión. Conectar los tubos 

desde las líneas de gas hasta el oxímetro. Regular las columnas de gas para obtener una mezcla 

de 30% de O2 y 70% de N2O. Abrir el vaporizador de isofluorano hasta 4% y abrir la línea de la 

cámara de inducción. Pesar al animal antes de cada experimento y poner al animal en la cámara 

de inducción. Después de aproximadamente 5 minutos, cuando el animal está por debajo de 100 

respiraciones por minuto (bpm) abrir la línea de gas que va a la plataforma (Figura 15).  
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Tanto las imágenes del estudio anatómico 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 imán, retirarle los electrodos y sacar al animal de la 

plataforma. Después, despertar al animal con una inyección intraperitoneal 1 mg/kg de atipamezol 

(Antisedan®, Pfizer, España). 

 

5.1. Estudio anatómico 

Rápidamente 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 imán y comenzar lo escáneres. Se emplea el programa ParaVision 5.03 de Bruker BioSpin 

MRI, se realizan imágenes transversales T2 en dirección antero-posterior cada 1 mm. 

 

5.2. Estudio funcional 

Pesar al animal, inyectar 1 mg/kg de medetomidina (Domtor®, Pfizer, España). Prepara un 

bolo de medetomidina de 0.05 mg/kg y conectarlo a la línea, programando la bomba para liberar 1 

ml/hora. Esto proporcionará una infusión contínua de 0.1 mg/kg/h de medetomidina al animal. A 

continuación, llevar al animal a la plataforma y realizar el procedimiento descrito anteriormente.  

Insertar los electrodos subcutáneos en cada pata. Inyecta el bolo y disminuir el porcentaje de 

isofluorano gradualmente (5-15 min) controlando la respiración. Después de 15 minutos, encender 

la bomba de infusión y cerrar el vaporizador.  

Colocar la cabeza del animal en el isocentro del imán y empezar el procedimiento de MRI: 

se realiza un patrón de estimulación-reposo de 45 seg de estimulación seguido de 15 seg de 

reposo (5:45 min en total). En primer lugar se realiza en el lado contralateral para comprobar que 

la activación es correcta y a continuación en el lado a analizar. Entre estimulaciones se deja 

reposar al animal durante 3 min.  

 

 

6. Obtención y tratamiento de los resultados 

6.1. Obtención de imágenes 

6.1.1. Microscopía de campo claro 

Las imágenes de las tinciones y las imágenes de las muestras en las que se realizó la 

reacción de la avidina-biotina-peroxidasa, fueron observadas al microscopio de campo claro 

(Nikon) y fotografiadas mediante una cámara digital (Nikon). 
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6.1.2. Microscopía de fluorescencia y confocal 

Las inmunofluorescencias obtenidas de las muestras fueron observadas al microscopio de 

fluorescencia (Leica) y fotografiadas con una cámara digital (Nikon DS-Fi1) y/o con un microscopio 

confocal (Nikon, Confocal Microscope D-Eclipse C1) y fotografiadas con una cámara digital 

(Nikon).  

 

6.1.3. Microscopía electrónica de transmisión 

La microscopia electrónica de transmisión (TEM) se basa en la irradiación de una muestra 

delgada con un haz de electrones de densidad de corriente uniforme. Para que se produzca la 

transmisión 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 imágenes se puede 

obtener. Parte de esos electrones son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da 

lugar a interacciones que producen distintos fenómenos como emisión de luz, electrones 

secundarios y Auger, rayos X, etc.  

Todas estas señales se pueden emplear para obtener información sobre la naturaleza de 

la muestra como morfología, composición, estructura cristalina, estructura electrónica, etc. De 

modo que, las muestras tratadas para este fin fueron observadas al microscopio electrónico de 

transmisión (Leica) y se obtuvieron imágenes digitales de las zonas colindantes a la lesión, con el 

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

 

6.2. Contaje y análisis estadístico 

Los recuentos se realizaron en 4 cortes de cada animal (n=6) a partir de las 

inmunohistoquímicas realizadas. En el caso del primer estudio (criolesión + ácido lipoico), se 

delimitaron las primeras 500 µm colindantes a la lesión. En el caso del segundo estudio (criolesión 

+ biomaterial + ácido lipoico), la finalidad era poder cuantificar el número total de células adheridas 

y/o el número de células diferenciadas dentro del biomaterial. En ambos casos, se tomaron 

aleatoriamente 6 microfotografías de las cuales se hicieron los recuentos. Los recuentos celulares 

se realizaron mediante el análisis de las microfotografías con la ayuda del programa ImageJ 1.46q 

para Mac. El número de células se calculó por la colocalización entre los núcleos marcados con 

Dapi y el marcador citoplasmático correspondiente y se refirió al área total de estudio. El área 

ocupada por un tipo celular fue calculada  mediante el área ocupada por el marcador 

correspondiente y también fue referida al área total medida. 

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos fueron expresados como la media ± la 

desviación estándar. El tratamiento de los datos se realizó con la ayuda del programa estadístico 

GraphPad Prism 4 para Mac. Para realizar el estudio estadístico entre dos grupos se empleó un 

T-test.  Para el análisis estadístico de más de dos grupos se empleó el análisis de la varianza de 

una vía (one-way ANOVA) seguido de Fishe’s LSD test. Mientras que para la comparación de dos 
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variables se realizó un análisis de la varianza de dos vías (two-way ANOVA), y un post-test de 

Bonferronni. En todos los casos se tomó el 95% como nivel de significatividad mínimo. 
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1. Estudio del tratamiento con ácido lipoico tras el modelo de criolesión 

1.1. Efecto del ácido lipoico sobre el tejido cerebral 

Para  corroborar que el ácido lipoico era capaz de atravesar la barrera hematoencefálica y 

hacer su efecto sobre el tejido cerebral como antioxidante, se realizó un test de capacidad 

antioxidante mediante Elisa en el tejido cerebral y se midieron los valores de GSH mediante HPLC 

a los 7 días.  

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 concentración de ABTS+ obtenida en la muestra, menor 

será 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.  

 

 

 
Figura 16.  Capacidad ant ioxidante del  te j ido cerebral  a los 7 días 
de la lesión mediante ELISA (A).  Medidas de GSH mediante HPLC 
(B).  Control :  animales s in ningún t ipo de lesión ni  t ratamiento; 
CR: animales con cr io lesión; CR+LA: animales con cr io lesión 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 

estadísticamente significativo. Sin embargo, la concentración de glutatión era mayor (p < 0.01) en 

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

1.2.1. Estudio histológico de la zona afectada 

Con el objetivo de caracterizar la morfología e histología de la lesión cortical, se realizó 

una tinción de hematoxilina-eosina. La criolesión fue pues, realizada satisfactoriamente como se 

muestra en la sección coronal (Figura 17.A) y transversa (Figura 17.B). Esta estaba localizada 

cerca del ventrículo lateral (LV) (Figura 17.C) y un aumento de la lesión muestra la apariencia 

histológica de la lesión (Figura 17.D).  

 

 

 
Figura 17.  T inción de hematoxi l ina-eosina de la lesión, 
s i tuada próxima al  ventr ículo lateral  (LV) en una sección 
coronal (A, C) y una sección transversa (B, D).  Una imagen de 
la cavidad císt ica (CC) de una animal no tratado (CR) y uno 
tratado con LA (CR+LA). Las f lechas indican el  l ímite de la 
cavidad císt ica (CC) y las cabezas de f lecha indican la 
extensión del  te j ido dentro de la cavidad císt ica. Barras de 
escala:  500 µm en A, B, C, D;  250 µm en E,F. 
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En los animales no tratados con LA, se encontró una cavidad cística (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 lesión (flechas en la Figura 17.F). 

Cuando el área adyacente de la lesión fue examinada con más detalle mediante TEM, se 

observaron diferencias obvias en la evolución del tejido neural a los 15 días, 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 lesión. La 

primera zona colindante a la CC es la delimitada por la cicatriz glial (GS). A continuación hay una 

zona dañada (DZ) caracterizada por la existencia de múltiples espacios intercelulares, células en 

proceso de apoptosis y algunas células de microglia, Por último, la tercera zona o zona intacta 

(IZ), está compuesta por tejido neural que no ha sufrido ningún cambio por la lesión. Cerca de la 

CC observamos la cicatriz glial con más 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 sitúan paralelos al borde de la lesión 

creando una barrera. 

 

 

 
Figura 18.  Fotografía de un semif ino (A) de un animal no tratado (CR). Las 
l íneas punteadas del imitan las tres zona pr incipales. CC: cavidad císt ica; 
GS: c icatr iz g l ia l ;  DZ: zona dañada; IZ:  zona intacta. Imágenes obtenidas 
por TEM de la c icatr iz g l ia l  (B, C).  Los aster iscos indican los f i lamentos 
intermedios de las células gl ia les. Barras de escala: 50 µm en A; 5 µm en B 
and 1 µm 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 existía una cicatriz glial, en lugar de ello había 

una zona de regeneración (RZ), en la que el tejido había crecido hasta invadir parte de la CC, 

encontramos pues una zona en proceso de remodelación. La siguientes dos zonas se presentan 

igual que en los animales no tratados: una zona dañada (DZ) y una zona intacta (IZ) con las 

mismas características descritas anteriormente. 

 

 

 
Figura 19.  Fotografía de un semif ino (A) de un animal t ratado con LA 
(CR+LA). Las l íneas punteadas del imitan tres zona pr incipales. RZ: zona de 
regeneración; DZ: zona dañada; IZ: zona intacta. Imágenes 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 µm en A; 20 µm 
en B, C, D; 600 nm en E, F, 

 

 

 

Las imágenes tomadas con TEM muestran la presencia de vasos sanguíneos y células 

gliales en la RZ (Figura 19.B), la DZ (Figura 19.C) y la IZ (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 citológico de la zona lesionada 

1.3.1. Efecto del ácido 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 días después de la lesión cerebral. El test fue llevado a cabo en secciones de animales 

no tratados (CR) y animales tratados (CR+LA) en las primeras 500 µm desde la CC, mostrando 

diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) de la densidad de células muertas (nº 

células/mm2) (Figura 20) en animales tratados con LA comparado con animales no tratados. 

 

 

 
Figura 20.  Densidad de células 
TUNEL+ (nº células/mm2) en la 
zona de la lesión. *p < 0.05. 

 

 

 

1.3.2. Estudio de la proliferación y la diferenciación 

Con el objetivo de evaluar la proliferación de células cerca de la lesión ser llevaron a cabo 

inmunohistoquímicas para BrdU en animales no tratados (Figura 21.A) y animales tratados (Figura 

21.B) 15 días después de la lesión. 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.  

Además pudimos observar que las células BrdU positivas encontradas en los animales no 

tratados se disponían a lo largo del límite de la lesión, mientras que en los animales tratados con 

LA, estas células están dispersas por toda la zona lesionada colindante. 
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Figura 21.  Inmunohistoquímica para BrdU (f lechas) en la zona lesionada 
de animales no tratados (A) y animales tratados (B).  Desidad de células 
BrdU+ (nº células/mm2) e la zona lesionad (C).  Barras de escala:  
500 µm. *p < 0.05. 

 

 

Realizamos inmunofluorescencias para determinar si estas nuevas células habían 

diferenciado en algún tipo celular específico 15 días después de la lesión. Los estudios de 

colocalización mostraron que muchas de estas células BrdU positivas se diferenciaban en 

astrocitos (GFAP) (Figura 22.A) y vasos sanguíneos (Collagen IV) (Figura 22.B) en los animales 

tratados con LA. 

 

 

 
Figura 22 .  Inmunof luorescencia para BrdU (rojo),  GFAP (verde) (A) y Col lagen 
IV (verde) (B) en animales tratados con LA. Las f lechas indican 
colocal izaciónes entre ambos marcadores. Barras de escala:  100 µm en A; 50 
µm en B. 

 

 

 

1.3.3. Estudio angiogénico tras el tratamiento  

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

por ello la presencia de los vasos sanguíneos fue evaluada mediante una inmunofluorescencia 
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para Collagen IV. En los animales no tratados, los vasos sanguíneos aparecen con una 

distribución a lo largo de la lesión (Figura 23.A). Mientras que en los animales tratados con LA los 

vasos se disponen perpendicularmente a la lesión (Figura 23.B).  

 

 

 
Figura 23 .  Inmunof luorescencia para Col lagen IV en animales no tratados (A) y animales 
tratados con LA (B).  Porcentaje de área ocupada por los vasos sanguíneos (C).  Barras de 
escala:  200 µm. 

 

  

La cuantificación del área ocupada por los vasos sanguíneos (% área CIV) (Figura 23.C) 

muestra un aumento estadísticamente significativo (p < 0.05) en los animales tratados con LA 

comparado con los no tratados y con los animales control. 

Para entender un poco más a cerca del mecanismo molecular de la formación de estos 

vasos sanguíneos, se administró 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 síntesis de colágeno (Figura 24.A).  

La cuantificación del western blot (Figura 24.B) mostró que tras la administración de 

bevancizumab (CR+AV y CR+AV+LA) había un descenso  en los valores de VEGF y, 

consecuentemente, también un descenso estadísticamente significativo (p < 0.001) en los valores 

de colágeno comparado con el grupo control (CR y CR+LA respectivamente), indicando que 

VEGF, al menos en parte, es responsable de la síntesis de colágeno. Sin embargo, los valores de 

colágeno sufrieron un aumento estadísticamente 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 síntesis de colágeno por sí mismo.   
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Figura 24.  Imagen del western blot  de las proteínas 
COL4A2 y VEGF (A).  Cuant i f icación del  western blot  
por densi tometría (B).  CR: animales no tratados; 
CR+AV: administración de bevancizumab en animales 
no tratados; CR+LA: animales tratados con LA; 
CR+AV+LA: administración 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 ácido lipoico. 

Para llevar a cabo este fin, se realizaron en primer lugar, inmunofluorescencias con el marcador 

GFAP (astrocitos).  

El tratamiento con LA claramente disminuyó la cicatriz glía alrededor de la lesión después 

de 15 días (Figura 25.A y 25.B). La evaluación de las células de la cicatriz glial en la zona 

lesionada mostraron diferencias morfológicas en ambos grupos y aparentemente existía un 

aumento del número de células gliales en los animales no tratados (Figura 25.C), comparado con 

los tratados con LA (figura 24.D). Por otro lado, la cuantificación de la densidad de astrocitos (nº 

células GFAP+/mm2) (Figura 25.E) mostró que había un aumento estadísticamente significativo en 

ambos grupos experimentales respecto al control (p < 0.01), pero no encontramos diferencias 

entre ambos grupos experimentales. Sien embargo, encontramos un aumento estadísticamente 

significativo en el área 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.  Inmunof luorescencia de GFAP en animales no tratados (A) y 
animales tratados con LA (B).  Las f lechas indican la c icatr iz g l ia l  formada en los 
animales no tratados. Barras de escala:  200 µm en A, B; 200 µm en C, D. 
Densidad de células GFAP+ (nº células /  mm2) (E) y área (% área) ocupada por 
estas células (F).  **p < 0.01; ***p < 0.001. 

 

 

Por otro lado, se procedió a evaluar la formación de la BBB mediante 

inmunofluorescencias dobles con los marcadores GFAP (astrocitos) y Collagen IV (vasos 

sanguíneos) 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).  

 

 

 
Figura 26.  Inmunof luorescencia de GFAP (astroci tos) y Col lagen IV (vasos 
sanguíneos) en animales control  (A),  lesionado no tratado (B) y lesionado 
tratado con LA (B).  Barras de escala: 50 µm. Cuant i f icación de la densidad de 
contactos (nº contactos /  mm2) (D) y de la longitud total  de los contactos (µm) en 
cada uno de los grupos experimentales. **p < 0.01; ***p < 0.001. 
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La cuantificación de la densidad de los contactos (nº contactos/mm2)  (Figura 26.D) mostró 

que existía un aumento estadísticamente significativos de estos en ambos grupos experimentales 

(CR y CR+LA) comparado con el control (p < 0.01 y p < 0.001 respectivamente). Así mismo, 

existía 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 evaluó la longitud total de los contactos (µm), se encontró un 

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

 

1.3.5. Respuesta microglial 

Para observar la respuesta microglial después de la lesión, se realizaron 

inmunohistoquímicas para Iba1. Las imágenes muestran las células de microglía presentes en los 

animales no tratados (Figura 27.A), las cuales presentaban una morfología estrellada. En cambio, 

en los animales tratados con LA (Figura 27.B) se podía observar una morfología redondeada o 

ameboide en estas células. Al realizar la cuantificación (Figura 27.C), pudimos observar un 

aumento estadísticamente significativo en ambos grupos experimentales (CR y CR+LA) 

comparado con el grupo control (p < 0.001).  

 

 

 
Figura 27.  Inmunohistoquímica para Iba1 en animales no tratados (A) y animales 
tratados con LA (B).  Barras de escala: 100 µm. Cuant i f icación de la densidad de células 
Iba1 posi t ivas (nº células /  mm2) en cada grupo experimental  (C).  ***p < 0.001.  

 

 

Para evaluar si estas células de microglía presentaban actividad macrófaga, se realizaron 

inmunofluorescencias para ED1. Las imágenes 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.  Inmunof luorescencia para ED1 en animales no tratados (A) y animales 
tratados con LA (B).  Barras de escala: 200 µm. Cuant i f icación de la densidad de células 
ED1 posi t ivas (nº células /  mm2) en cada grupo experimental  (C).  *p < 0.05; ***p < 
0.001. 

 

 

Se realizaron recuentos de la densidad de estas células (nº células/mm2) (Figura 28.C), 

pudiendo observar un aumento estadísticamente 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 observó un aumento estadísticamente 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 tróficos, se realizaron western blot de las 

proteínas pCREB y BDNF (Figura 29.A) 15 días después de la lesión.  

 

 

 

Figura 29.  Western blot  para las protenas pCREB y BDNF (A):  
Cuant i f icación mediante densi tometría de pCREB (B) y BDNF 
(C) en ambos grupos experimentales. **p < 0.01; ***p < 0.001.  
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La cuantificación por densiometría de los western blot mostró un aumento 

estadísticamente significativo de las proteínas 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 ácido lipoico tras el 

modelo de criolesión 

2.1. Estudio histológico de la implantación del biomaterial 

El objetivo inicial en esta segunda parte del estudio consistía en evaluar la inserción del 

biomaterial polimérico dentro de la zona lesionada. La implantación del biomaterial se llevó a cabo 

satisfactoriamente en las coordenadas descritas anteriormente (ver apartado 2.1 de Material y 

métodos), 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. Además, se pudo observar cierta continuidad entre el tejido 

cerebral y el biomaterial (figura 30.B).  

 

 

 
Figura 30.  T inción de hematoxi l ina-eosina de una sección 
coronal del  cerebro con el  b iomater ia l  (A).  L imite entre e l  
te j ido ant iguo y el  b iomater ia l  (B).  Implante del  b iomater ia l  
junto al  LV (C).  Imagen del  BM (D).  La l ínea punteada 
del imita el  te j ido neural  del  b iomater ia l.  BM: biomater ia l ;  
LV: ventr ículo lateral .  Barras de escala: 500 µm  en A, 100 
µm en B, y 500 µm en C y D. 
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Por otro lado, era importante que el biomaterial quedara perfectamente insertado cerca del 

ventrículo lateral (Figura 30.C) para facilitar el acceso al mismo de las células en proliferación 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 tinción de hematoxilina-eosina mostró 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 más 

expansiones citoplasmáticas. 

 

 

 
Figura 31.  T inción de hematoxi l ina-eosina del  
inter ior del  b iomater ia l .  BM: biomater ia l ;  BM+LA: 
biomater ia l  y t ratamiento con ácido l ipoico. 
Barras de escala: 200 µm y 50 µm en las 
ampl iaciones. 

 

 

 

Para confirmar esta observación, se llevó a termino el recuento de la densidad celular 

dentro del biomaterial (Figura 32), desvelando que, la densidad celular dentro del biomaterial a los 

15 días 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 estadísticamente 

significativas entre los grupos experimentales. Sin embargo, a los 60 días, el grupo tratado con LA 

sufrió un incremento estadísticamente significativo si lo comparábamos con el grupo no tratado 

(p < 0.05) y la densidad celular llegó a equiparase con valores control. 
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Figura 32.  Densidad de células (nº células/mm2) 
presentes dentro del  b iomater ia l  para cada uno de los 
grupos a di ferentes t iempos. Control :  s in lesión ni  
b iomater ia l ;  BM: con lesión y biomater ia l  pero s in 
tratamiento; BM+LA: con lesión, b iomater ia l  y 
t ratamiento con LA. 

 

 

2.2. Estudio de la angiogénesis en el interior del biomaterial 

El aporte de oxígeno y nutrientes es una de las condiciones esenciales para el desarrollo 

de un tejido. Para ello es imprescindible la presencia de vasos sanguíneos dentro del tejido, por lo 

que el siguiente paso del estudio se centraba en la evaluación de la angiogénesis dentro del 

biomaterial. Para llevar a cabo dicho estudio, se realizaron inmunofluorescencias para Collagen IV 

(vasos sanguíneos) en los animales tratados y no tratados, a los 15 y 60 días posteriores a la 

lesión (Figura  33.A-L).  

Se realizaron recuentos de la densidad de células Collagen IV positivas (Figura  33.M), 

encontrando un aumento estadísticamente significativo en el grupo tratado con LA respecto al no 

tratado (p < 0.01). Sin embargo, a los 60 días encontramos que, ambos grupos experimentales 

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

Por otro lado, se calculó el porcentaje de células colágeno positivas (Figura 33.N), en este 

caso,  encontramos, a los 15 días, 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 días, observamos un aumento 

estadísticamente significativo en el grupo no tratado comparado con el control y el grupo tratado 

con LA (p < 0.01). Así mismo, el grupo tratado con LA sufrió un descenso significativo en el 

porcentaje de células, situándose en valores control. 

Además, se calculó el porcentaje de área ocupada por los vasos sanguíneos 

(Figura 33.O), encontrando un aumento estadísticamente significativo del área ocupada por los 

vasos sanguíneos en los animales tratados con LA respecto al grupo no tratado, a los 15 y 60 días 

(p < 0.05 y p < 0.01 respectivamente), y respecto al control a los 60 días (p < 0.001). 
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Figura 33.  Inmunof luorescencia de Col lagen IV (vasos sanguíneos) a los 15 días en animales 
no tratados (A-C) y animales tratados con LA (D-F);  y a los 60 días en animales no tratados 
(G-I)  y animales tratados con LA (J-L).  Las gráf icas representan la cuant i f icación de la 
densidad de células colágeno posi t ivas (nº células /  mm2) (M),  e l  porcentaje de células (% 
células CIV+) (N) y el  porcentaje de área ocupada por los vasos sanguíneos (O).  Barras de 
escala:  200 µm. *p < 0.05; **p < 0.01; p < 0.001. 

 

 

 

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 producía algún tipo de respuesta 

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

 

2.3.1. Estudio de la astroglía 

Para el estudio de la astroglía en el interior del biomaterial se realizaron 

inmunofluorescencias con el anticuerpo GFAP (astrocitos) en los animales tratados y no tratados 

con LA, a los 15 y 60 días (Figura 34.A-L).  
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Figura 34.  Inmunof luorescencia de GFAP (astroci tos) a los 15 días en animales no 
tratados (A-C) y animales tratados con LA (D-F);  y a los 60 días en animales no 
tratados (G-I)  y animales tratados con LA (J-L).  Las gráf icas representan la 
cuant i f icación de la densidad de células colágeno posi t ivas (nº células/mm2) (M), e l  
porcentaje de células (% células GFAP+) (N) y el  porcentaje de área ocupada por los 
astroci tos (O).  Barras de escala:  200 µm. *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 días)  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 calculó el porcentaje de células GFAP positivas (Figura 34.N), en este caso encontramos que, 

existía un incremento estadísticamente 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 

disminución estadísticamente significativa comparado con el control (p < 0.001).  

Además, se calculó el porcentaje de área ocupada por los astrocitos (Figura 34.O). A los 

15 días encontramos que el grupo tratado con LA sufrió un incremento estadísticamente 

significativo en el área ocupada por los astrocitos comparado con el grupo no tratado y el control 

(p < 0.001). En cambio, a los 60 días, se produjo un aumento estadísticamente significativo en el 

grupo no tratado comparado con el control (p < 0.001). Y, por otro lado, el grupo tratado con LA 

sufrió una disminución en el área ocupada por los astrocitos. 
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2.3.2. Estudio de la microglía 

El estudio de la presencia y morfología de células de microglía se llevó 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 macrófaga 

(Figura 35). 

 

 

 

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

  

 

Se realizaron recuentos de la densidad de células Iba1 positivas (Figura 36.A) 

encontrando un aumento significativo en los grupos experimentales respecto al control, tanto a los 

15 días como a los 60 días. Por otro lado, el porcentaje de células Iba1 positivas (Figura 36.B) 

sufrió, a los 60 días, un aumento estadísticamente 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 microglía 

activa/macrófago 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 días (p < 0.001), y a su vez, un aumento estadísticamente 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 mostró un aumento estadísticamente significativo en todos los 

grupos experimentales respecto al control (p < 0.001).  

 

 

 
Figura 36.  Las gráf icas representan la densidad de células Iba1 (nº células Iba1/mm2) (A),  
e l  porcentaje de células Iba1 (B),  la densidad de células ED1 (C),  e l  porcentaje de células 
ED1,  la densidad de células ED1 e Iba1 que colocal izan (E),  la densidad de células solo 
Iba1 posi t ivas (F) y la densidad de células sólo ED1 posi t ivas (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 número de células que expresaban ambos 

marcadores en todos los grupos experimentales (p < 0.001), por lo que estas células de microglía 

presentaban también capacidad de microglía activa/macrófaga. Sin embargo, al igual que en el 

caso anterior, este número fue estadísticamente superior a los 15 días en los animales no tratados 

comparado con los tratados (p < 0.05). 
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Por otro lado, se calculó el número de células que tan sólo expresaban uno de los dos 

marcadores. En el caso de ED1 (Figura 36.F), encontramos que había un aumento 

estadísticamente significativo de estas células en todos los grupos experimentales respecto al 

control, excepto en los animales tratados con LA a los 60 días. Por otro lado, las células que tan 

solo expresaban el marcador Iba1 (Figura 36.G), no mostraban grandes diferencias a los 15 días, 

pero sí a los 60 días, donde existía un aumento estadísticamente 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 días mostró que, la cantidad de 

neuronas existentes dentro del biomaterial era considerablemente baja para poder realizar el 

estudio, por lo que los datos e imágenes que se muestran a continuación son los relativos a los 

60 días.  

 

 

 
Figura 37.  Inmunof luorescencia para Tuj1 (neuronas inmaduras) en rojo y 
MAP2 (neuronas maduras) en verde en los animales tratados con ácido l ipoico 
a los 60 días (A y B),  los nucleos aparecen marcados con Dapi en azul .  
Inmunof luorescencia para MAP2 en los animales tratados (C y D).  Las f lechas 
blancas indican los axones dentro del  b iomater ia l .  Barras de escala:  100 µm en 
A y B; 50 µm en C; 25 µm en D. 
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A este tiempo encontramos algunas terminaciones nerviosas de neuronas jóvenes (Tuj1+) 

que se adentran en el biomaterial (Figura 37.A). Además 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 extendían sus terminaciones nerviosas dentro del 

biomaterial (Figura 37.D). 

El recuento neuronal mostró que la densidad de neuronas inmaduras a los 60 días 

(Figura 38.A) era estadísticamente 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).  

 

 

 

Figura 38. Cuanti f icación de la densidad de células (nº cel ls/mm2) MAP+ y Tuj1+  (A) y 
porcentaje de cada t ipo celular (B) en cada uno de los grupos. *p < 0.05; **p < 0.01; 
***p<0.001. 

 

 

 

Por otra parte, se calculó el porcentaje de células pertenecientes a cada tipo celular 

(Figura 38.B). Encontrando un aumento estadísticamente significativo en el número de neuronas 

jóvenes 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 estadísticamente 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. 
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2.6. Estudio mediante resonancia magnética  

2.6.1. Estudio estructural  

En este estudio, se realizaron escáneres estructurales T2 de los animales (Figura 39.A y 

39.B) a los 2 y 6 meses posteriores a la lesión. En las imágenes T2 la parte grasa del cerebro 

aparece en color oscuro y la parte líquida de color blanco. Esto nos proporciona información sobre 

posibles procesos patológicos en el cerebro o el grado de recuperación de un tejido dañado.  

Los resultados obtenidos de los valores de grises mostraron que, a los dos meses existía 

una disminución estadísticamente significativa en los valores de gris en ambos grupos 

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

 

 

 
Figura 39.  Imágenes del  escáner T2*-weight de un animal no 
tratado (A) y uno tratado con LA (B) a los 6 meses. Cuant i f icación 
en valores de gr ises del  te j ido del  inter ior del  b iomater ia l  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 estadísticamente significativo en los valores de grises comparado con el grupo no tratado 

y con el control (p < 0.001).  
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2.6.2. Estudio funcional 

Para evaluar la presencia de funcionalidad dentro del biomaterial, se realizó el estudio 

mediante resonancia magnética funcional (fMRI). Los pixeles en rojo representan zonas de 

activación.  

 

 

 
Figura 39.  Imágenes de los escáneres fMRI (arr iba) y su correspondiente perf i l  de 
act ivación (abajo).  Los pixeles en rojo s igni f ica señal BOLD posi t iva. 

 

 

Los resultados mostraron que no había activación dentro del biomaterial en ninguno de los 

animales, ya fueran tratados o no tratados, a ningún tiempo. Sin embargo, se pudo detectar señal 

BOLD (activación) 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 gráficas representan los perfiles de activación 

de los diferentes grupos (Figura 40 abajo). En gran parte de los animales tratados con LA 

encontramos una correcta activación del área somatosensorial, en cambio, en muchos de los 

animales no tratados encontramos que no había ningún tipo de activación de dicha zona. 
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La TBI está considerada como una de las mayores casusas de muerte y discapacidad en 

todo el mundo (Maegele and Schaefer, 2008). Un importante número de pacientes con TBI 

sobreviven con importantes daños cerebrales y déficit de comportamiento, incluso después de una 

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

El TBI implica, por lo general, la disrupción de la barrera hematoencefálica (BBB), falta de 

energía, excitotoxicidad y liberación 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 regulación de varios genes asociados con la supervivencia 

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

 

 

 
Figura 41.  I lustración que representa la zona lesionada de los animales no tratados (A) 
y los animales tratados (B).  CC: cavidad císt ica; GS: c icatr iz gl ia l ;  DZ: zona de 
degeneración; IZ:  zona intacta; RZ: zona de regeneración. 

 

 

Una de las conclusiones más destacables en este trabajo es la descripción de las tres 

zonas alrededor de la zona lesionada 15 días después de la lesión. Cuando se produce una lesión 

cerebral con pérdida de masa encefálica, la regeneración espontánea es imposible debido a su 

propio entorno inhibitorio, que incluye la formación de la cicatriz glial (Schmidt and Leach, 2003, 

An et al., 2006, Rocamonde et al., 2012). La primera zona a describir está delimitada por una 

cicatriz glial (GS) que rodea a la cavidad cística central (CC). Seguido de una segunda zona de 

degeneración (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 (IZ) como parte del 

parénquima neural (Figura 41.A). Sin embargo, el tratamiento con LA durante 7 días sucesivos a la 

lesión, disminuyó significativamente la GS. En su lugar, se observó una continuidad de tejido 

neural nombrado en este documento como zona de regeneración (RZ), caracterizado por la 
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presencia de varios vasos sanguíneos 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 sinápticas llenando la CC. Este hecho podría ser 

razonablemente interpretado como un proceso de renovación, con muerte celular y proliferación 

(Figura 41.B). 

Por otra parte, se ha observado que, después de una lesión cerebral, un gran número de 

células mueren. Debido a esta muerte, muchas sustancias neurotóxicas se liberan al medio 

extracelular, promoviendo un aumento de ROS y la activación 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 producción de GSH (Packer et al., 1995) y la recuperación de la BBB. En 

este estudio, se ha observado un incremento de la capacidad antioxidante total en el área 

lesionada después de 7 días 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 sólo promovió sobre la recuperación de los niveles de GSH, sino 

que también estimuló la síntesis de GSH de novo, lo que disminuye la formación de ROS después 

de una lesión cerebral (Packer et al., 1997, Toklu et al., 2009). Es bien conocido que una 

disminución 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 

regulación de varios genes asociados con la supervivencia celular, la inflamación y estrés 

oxidativo (Larghero et al., 2007). Además, 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 días es capaz de disminuir el estrés oxidativo del entorno y 

promover la supervivencia celular en el área lesionada después de 15 días. 

Numerosos estudios demuestran que, tras una lesión en el CNS, se activa la proliferación 

de células en la zona subventricular (SVZ) y la posterior migración 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 proliferación tras la lesión. En este aspecto, cabe destacar 

la obtención de dos conclusiones razonables. La primera de ellas es el hecho que el LA aumenta 

la proliferación y/o migración de células en la zona lesionada. La segunda se basa en la 

distribución 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 

lesión, mientras que la ausencia de tratamiento lleva a estas células a distribuirse a lo largo del 

límite de la lesión.  

Además, hemos podido observar que muchas de estas células de nueva formación 

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 formación de 

una cicatriz glial y distribución de estos astrocitos a lo largo del límite de la lesión, formando una 
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barrera física que impediría la regeneración de la lesión. Este patrón de distribución corresponde 

con el descrito por las células de nueva formación, por lo que es razonable pensar que se trata de 

las misma células. 

Los astrocitos desempeñan un papel activo en el mantenimiento de la estructura, el 

metabolismo y la función del cerebro (Barcia et al., 2008). En respuesta a diversas lesiones 

cerebrales los astrocitos se vuelven hipertróficos; 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 tamaño y la regulación 

de la proteína GFAP (Faulkner et al., 2004, Das et al., 2012). En este sentido, el tratamiento LA no 

mostró diferencias en el número de astrocitos, pero si lo hizo en el tamaño, mostrando una 

reducción de la superficie ocupada por esta células gliales. La reducción de la cicatriz glial permite 

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

Por otro lado, Por otro lado, recientes estudios revelaron que los astrocitos, guiados por 

VEGF, juegan un papel crucial en la formación y el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos 

(Bozoyan et al., 2012). En este trabajo se han observado que nuevos astrocitos comparten el 

espacio cerca de la zona de lesión con nuevos vasos sanguíneos. Además, se ha demostrado que 

la administración de LA promueve la formación de vasos sanguíneos y que, además, estos se 

distribuyen de forma perpendicular a la lesión, hecho que probablemente mejore la reperfusión y el 

aporte de oxígeno y nutrientes en la zona colindante a la lesión. 

Recientemente, se ha estudiado algunas sustancias con capacidad antioxidante tal como 

resveratrol, un estilbeno natural presente en las uvas, demostrando que su administración  mejora 

el resultado frente al TBI probablemente mediante la regulación de la óxido nítrico 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 lesión cerebral, 

además, al bloquear VEGF, por la administración de bevancizumab, hemos podido demostrar que 

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

Por otro lado, la barrera hematoencefálica es una membrana protectora que restringe la 

entrada de moléculas y células blancas de la sangre de la circulación sistémica al CNS. Entre sus 

funciones está la de mantener el balance homeostático del fluido extracelular cerebral (Pun et al., 

2009). Se sabe que estas ROS están 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 daño 

celular, mientras se mantiene el equilibrio iónico de Ca2+ y Mg2+ 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 número de contactos entre astrocitos y vasos sanguíneos, pero no se 

han observado diferencias en la longitud de los contactos. Estos hecho están en concordancia con 

el efecto del LA estudiado previamente en modelos animales de TBI y en accidente 

cerebrovascular, mostrando una restauración de la disrupción de la BBB y la normalización de los 
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niveles de activación 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 regeneración axonal (Barrette et al., 2008). Y también es bien sabido que la 

presencia de microglía estimula las neuronas lesionadas para regenerar sus axones (Lu and 

Richardson, 1991, Leon et al., 2000). La función de la microglía en reposo en condiciones 

normales no está clara. En condiciones patológicas, la microglía se activa rápidamente y se 

expande en la población para responder a la lesión o estímulo. Algunos autores han argumentado 

que la distribución de la microglía en el cerebro permite "sentir" su entorno inmediato, por lo que 

las células individuales podrían responder a las señales químicas o mecánicas para activar la 

respuesta a la lesión (van Rossum and Hanisch, 2004). En este trabajo, hemos observado que la 

administración de LA produce una activación de las células de microglía a los 15 días. Como 

hemos mencionado anteriormente, el LA evita la formación de la cicatriz glial y promueve la 

formación de vasos sanguíneos, es razonable hipotetizar que estos procesos hacen posible el 

acceso a estas células de microglía con capacidad macrófaga para la eliminación de desechos y la 

remodelación de la zona lesionada (Stoll and Jander, 1999), procesos que no serían posibles en 

ausencia del tratamiento.  

El BDNF es un factor trófico que desempeña un papel importante en el CNS como un 

agente neuroprotector (Schabitz et al., 1997, Wu, 2005) esencial para la estimulación de la 

plasticidad cerebral (Bessis et al., 2007, Schabitz et al., 2007, Mattson, 2008). El importante papel 

de la microglía en la estimulación de la neuroplasticidad cerebral  puede ser debido a la 

producción 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 jóvenes que se originaron en la SVZ (Pencea et al., 

2001) y desempeña un papel como un factor trófico para las neuronas que han madurado y se 

están integrando a circuitos funcionales (Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Además, se 

sabe que pCREB está implicado en la vía de activación de BDNF. En este estudio, se muestra un 

incremento de ambas proteínas después del tratamiento con LA. Estos datos sugieren que el LA 

podría estar implicado en la estimulación de las proteínas pCREB y BDNF, proteínas realcionadas 

con la supervivencia y maduración de las neuronas (Pencea et al., 2001, Alvarez-Buylla and 

Garcia-Verdugo, 2002). 

En vista de estos resultados, se puede decir que, la administración de LA es capaz de 

aumentar la capacidad antioxidante del medio ambiente, reducir la cicatriz glial, estimular la 

angiogénesis y promover la regeneración del tejido neural. Como consecuencia, el tejido neural 

crece hacia la cavidad cística, se producen nuevas células y se reorganizan, reduciendo así el 

daño del tejido (Fitch et al., 1999, Rocamonde et al., 2012). Sin embargo no sabemos cuánto 

tiempo sería necesario para una completa recuperación de la lesión o incluso si sería 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 colocación de un scaffold en el área dañada o 

cavidad puede proporcionar soporte para el tejido cerebral circundante, funcionando como sustrato 

para el crecimiento celular, la regeneración de axones y para la formación de neuritas (Tsai et al., 

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

Las estrategias estudiadas tiempo atrás en la regeneración de las lesiones en el PNS y el 

CNS no han tenido mucho éxito debido a la falta de conocimientos sobre los mecanismos de 

lesión en ambos sistemas (An et al., 2006, Das et al., 2012). Además, el tamaño de la lesión es un 

factor limitante muy importante en el proceso de regeneración (Papadopoulos et al., 2002). Para 

superar este problema y favorecen la regeneración de tejido neural después de una lesión, 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 regeneración 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 ácido 

hialurónico, poli (epsilon-caprolactona), poli (ácido glicólico) o polydimethylxilosane se han 

empleado en los modelos animales de lesión cortical (Hou et al., 2005, Zhang et al., 2013). Un 

biomaterial adecuado para la ingeniería de tejidos en el cerebro debe soportar el crecimiento 

celular, debe ser altamente poroso debido a que soporta mayor número de células y ser 

compatible con el tejido del huésped (Woerly et al., 1999, Tian et al., 2005). Además debe permitir 

una distribución uniforme de las células, así como la difusión de oxígeno y nutrientes de los tejidos 

del huésped, y debe permitir la neovascularización para favorecer la supervivencia de las células 

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

En la segunda parte de nuestro estudio, disponíamos de un biomaterial polimérico 

compuesto por p(EA-co-HEA) en una proporción 90/10, que fue implantado satisfactoriamente 

cerca de la SVZ y no sufrió ningún tipo de rechazo por parte del animal (Martinez-Ramos et al., 

2012). Además, el implante del biomaterial en combinación con el tratamiento con LA durante 7 

días fue capaz de promover la colonización del biomaterial por un gran número de células 

neurales. 

El principal requisito que se deben dar en un tejido para poder regenerado, es sin duda, el 

aporte de oxígeno y nutrientes que viene dado por los vasos sanguíneos (Brown et al., 1985, 

Morgan et al., 2007). En nuestro estudio encontramos que el biomaterial proporciona un buen 

ambiente para el crecimiento de vasos sanguíneos dentro del mismo. Se ha podido observar que 

los vasos sanguíneos juegan un papel importante como guías de migración de las células neurales 

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

Por otro lado, otro tipo celular importante para la formación del nuevo tejido son los 

astrocitos, que establecen relación con los vasos sanguíneos y proporcionan un soporte a las 

células, y por otro lado, participan en la respuesta a la inflamación (Rohl et al., 2010). En nuestro 

estudio la respuesta astroglial sufrió un aumento significativo inicialmente en los animales tratados 

con LA, pero esta disminuyó posteriormente. En cambio en los animales no tratados el aumento 

de la respuesta astroglial se dio tardíamente. Recientemente se ha podido observar que, después 
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de un trauma, los astrocitos liberan factores tróficos que estimulan la activación microglial, el 

mecanismo de reparación 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 glucógeno y 

realizan la glucogenolisis inducida por norepinefrina. Esta función 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 cuestión abierta sobre el papel de las células 

microgliales, también hay evidencias crecientes que muestran que, bajo ciertas circunstancias, la 

microglía podría 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 activación temprana de las células de microglía en ausencia de LA. 

Además, hemos observado que tras la lesión, se produce inicialmente una infiltración de 

macrófagos de la sangre, que se ve aumentada en ausencia de LA. En este sentido, algunos 

autores han observado la infiltración de macrófagos y neutrófilos polimorfonucleares de la sangre 

tras un daño cerebral (Neumann, 2006); sin embrago, desconocemos los efectos de estas células 

en la participación de la regeneración de la lesión. 

Hemos podido observar que el tratamiento con LA estimula la proliferación y migración al 

biomaterial de un gran número de neuronas inmaduras (Tuj1). Así mismo también encontramos 

algunas neuronas maduras (MAP2) dentro del biomaterial con procesos sinápticos. Recientes 

estudios en este tipo de biomateriales mostraron un buen rendimiento de los mismos como 

soporte de  para células madre. Se observó que un gran número de estas células eran capaces de 

sobrevivir y diferenciarse tanto en células gliales como en neuronas con extensiones dendríticas 

(Veiga et al., 2011, Martinez-Ramos et al., 2012). A pesar de que encontramos algunas neuronas 

maduras dentro del biomaterial, no pudimos observar ningún tipo de activación mediante fMRI, 

esto probablemente sea debido a que el número de neuronas no era suficientemente elevado y 

que estas aun no habían sido capaces de establecer las conexiones necesarias para la activación. 

Pero los escáneres estructurales nos mostraron que, trascurridos 2 meses tras la lesión, existía un 

aumento en la cantidad de líquido dentro del biomaterial, indicada por unos valores bajos en el 

escáner T2. Sin embargo, a los 6 meses, pudimos observar que el grupo tratado con LA 

presentaba una disminución en la cantidad de líquido dentro del biomaterial (incremento en los 

niveles de gris), esto nos indica que hubo cierta recuperación 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 regeneración del tejido lesionado. Así 

mismo, el uso combinado del tratamiento con LA y el biomaterial parece favorecer en cierto grado 

la migración de neuronas maduras. No sabemos si estas neuronas en un futuro serán capaces de 

reconstruir completamente la arquitectura de la corteza cerebral y mucho menos si conseguirán 

reconectar el circuito. 

Los tratamientos para las enfermedades cerebrales y degenerativas tradicionalmente han 

tenido un éxito limitado fuera de unos pocos agentes farmacológicos capaces de modificar 

síntomas de la enfermedad. Hoy en día, sin embargo, los avances en la administración de 
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fármacos y la ingeniería de tejidos se están abriendo posibilidades, que se extienden más allá del 

alivio sintomático, para incluir la neuroprotección y neuroreparación. Además, los biomateriales se 

están utilizando cada vez más para promover la regeneración endógena. El éxito del desarrollo de 

biomateriales eficaces en la protección cerebral, reparación o regeneración requerirá de una 

interacción compleja entre investigadores y clínicos de disciplinas dispares. La principal razón de 

esto radica en la complejidad del propio cerebro y la miríada de respuestas celulares bioquímicas 

asociadas con la lesión y la reparación (Orive et al., 2009). Como tal, el desarrollo y diseño 

racional de los biomateriales para la reparación del cerebro requerirá avances significativos en 

esta campo, junto con una mejor comprensión de los tipos de lesiones cerebrales y un mejor 

conocimiento sobre las respuestas biológicas 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 (Ito 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 ø) 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 ø) 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  s igh of a rat  skul l  (Paxinos and Watson, 1986).  
Red point indicates the coordinates where the cryo- in jury 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  s ight of  a rat  skul l .  Red dot indicates 
the coordinates of the in jury (A).  Drawing of the place of 
in jury and the biomater ia l  implant with in the cerebral  
cortex (B).  Picture of  a brain at tached to that has been 
implanted biomater ia l  (C).  Implanted biomater ia l ,  image 
taken by scanning electron microscopy (D).  Scale bar:  
10 mm in C and 200 µm 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 µm 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 µm) 

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 µm 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).  



EXTENDED SUMMARY 

 

 
101 

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 (nº cells/mm2) was quantified in the first 500 µm 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 HCl 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% H2O2 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 µL 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 UnipointTM System software program. Kromasil Amino 5 µm, 

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 Na2VO4 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 (N2O and O2) up to 1 bar. Connect the tubing from the gas lines to the 

oximeter. Evaluate columns for a gas mixture of 30% O2 and 70% N2O. 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. 



EXTENDED SUMMARY 

 

 
103 

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 (nº cells/mm2) was quantified in the first 500 µm 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). 

 

 

 
Figure 3. Measure of the ant ioxidant capacity 
af ter 7 days of brain homogenate samples by 
ELISA (A).  GSH measurement by HPLC from 
homogenated brain t issue (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. Haematoxyl in-eosin stain ing of the 
cort ical  brain in jury local ized close to lateral  
ventr ic le (LV) in a coronal s ight (A) and sagit ta l  
s ight (B).  A detai l  of  the in jury in coronal (C) and 
sagit ta l  s ight (D).  And the histological  
appearance the cyst ic cavi ty (CC) of the in jury in 
a non-treated animal (CR) (E) and LA treated 
animal (CR+LA) (F).  Arrows indicate the l imit  of  
the in jury and arrowheads indicate the new 
neural  t issue. Scale bar = 500 µm in A, B, C,D;  
250 µm 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 (IZ), 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 semith in stained sect ion (A) of  a 
non-treated animal (CR). The pointed l ines del imit  three 
pr incipals zones. First  zone close to the cyst ic cavi ty (CC) 
is the gl ia l  scar (GS); second zone is the damaged zone 
(DZ) and third is the intact zone ( IZ).  Image of e lectron 
microscopy of the gl ia l  scar (B).  Aster isk indicates 
the intermediate f i laments of the astrocytes cel ls forming 
the gl ia l  scar (C).  Scale bar = 50 µm in A; 5 µm in B; 1 µm 
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 (IZ). 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 IZ, the intact tissue has no intercellular spaces (Figure 6.G).   

 

 

 
Figure 6. Image of a semithin stained sect ion (A) of  a LA 
treated animal (CR+LA). The pointed l ines del imit  three 
zones. First  zone is the regenerat ion zone (RZ),  second 
zone is the damaged zone (DZ) and th ird zone is the intact 
zone ( IZ).  Image of e lectron microscopy of the RZ (B, E),  
DZ (C, F) and IZ (D, G).  The blue colour in f igure E and F 
indicate the intercel lu lar spaces. Scale bar= 50 µm in A; 20 
µm in B, C, D; 600 nm in 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 µm from the CC, showing a 

statistically significant decrease (p < 0.05) of the density of dead cells (nº cells/mm2) (Figure 7.A) 

in animals treated with LA compared with non-treated.  
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Figure 7. Measurement of  
TUNEL posit ive cel ls in the 
in jured 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.  

 

 

 
Figure 8. Immunohistochemistry for BrdU in in jured area of 
non-treated animals (A) and LA treated animals (B).  Arrows indicate 
BrdU posi t ive cel ls.  Scale bar = 500 µm. Quant i f icat ion of the 
densi ty of  BrdU posi t ive cel ls (nº cel ls/mm2) in the in jured 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.  

 

 

 
Figure 9. Immunohistochemistry for BrdU (red) and GFAP (green) (A) 
and BrdU (red) and Col lagen IV (green) (B) in LA treated animals 
(CR+LA). Arrows indicate co- label l ing between two markers. Scale 
bar = 100 µm in A; 50 µm 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 (nº 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 in jured area 
of non-treated animals (A) and LA treated animals (B).  Arrows indicate 
the gl ia l  scar formed in non-treated animals.  Appearance of astrocytes 
in non-treated animals (C) and LA treated animals (D).  Scale bar = 200 
µm in A, B; 200 µm in C, D. Quant i f icat ion of the density of astrocytes 
(nº cel ls GFAP+/mm2) (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.  

 

 
Figure 11.  Immunof luorescence for GFAP (astrocytes) and Col lagen IV 
(blood vessels) in control  animals (A),  in jured and LA non-treated (B) 
and in jured and LA treated (B). Scale bars:  50 µm. Quant i f icat ion of the 
densi ty of  the contacts (contact number/mm2) (D) and the total  length of 
the contacts (µm). **  p <0.01, ***  p <0.001. 
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The quantification of the number of contacts (nº contacts/mm2) 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 (µm) 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). 

 

 

 
Figure 12.  Immunohistochemistry for Col lagen IV  in  non-treated animal (A) and 
LA treated animals (B).  Scale bar:  200 µm. Quant i f icat ion 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 Col lagen IV 
in animals administrated with Bevancizumab 
(Avast in) in non-treated animals (A) and LA treated 
animals (B).  Scale bar = 200 µm. Image of a 
western blot  for COL4A2 and VEGF proteins (C).  
Quant i f icat ion in densi ty uni ts of  COL42 and VEGF 
proteins. CR: non-treated animals;  CR+AV: non-
treated animals with Avast in ;  CR+LA: LA treated 
animal;  CR+AV+LA: LA treated animals with 
Avast in.  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 Iba1 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 µm.  Quant i f icat ion of cel l  densi ty Iba1 
posi t ive (nº cel ls/mm2) (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 

(nº cells/mm2) (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).   

 

 

 
Figure 15.  Immunof luorescence for ED1 in untreated animals (A) and treated 
animals (B).  Scale bars:  200 µm. Quant i f icat ion of posi t ive ED1 cel l  densi ty (nº 
cel ls/mm2) (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 detect ion for 
pCREB (Left)  and BDNF (Right)  proteins. 
Quant i f icat ion of the band densi ty 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.  Haematoxyl in-eosin stain ing of a 
brain coronal sect ion with BM (A).  Boundary 
between the old t issue and the BM t issue (B).  
Biomater ia l  c lose the LV (C).  Image of the 
inside of BM (D).  The dotted l ine del imits the 
WB neural  t issue. BM: biomater ia l ,  LV: lateral  
ventr ic le.  Scale bars:  500 µm in A, 100 µm in 
B and 500 µm in C and D.  

 

 

 

 

 
Figure 18.  Haematoxyl in-eosin stain ing of  

the biomater ia l .  BM: biomater ia l ,  BM+LA: 

biomater ia l  and l ipoic acid treatment.  

Scale bars:  200 µm and 50 µm 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. 

 

 

 
Figure 19.  Cel l  densi ty (nº cel ls/mm2) present in 
the biomater ia l  for each of the groups at both 
t imes. Control :  no in jury or b iomater ia l ,  
BM: biomater ia l  in jured but untreated, 
BM+LA: in jured, biomater ia l  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.  Immunof luorescence for Col lagen 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-I)  and LA treated animals (J-L).  Scale bars:  200 µm. The 
graphs represent the quant i f icat ion of col lagen posi t ive cel l  densi ty (nº 
cel ls/mm2) (M),  the percentage of cel ls (%c el ls CIV+) (N) and the percentage 
of area occupied by blood vessels (O).  *  p <0.05, **  p <0.01, ***p <0.001. 

 

 

In addition, area extended by blood vessels was quantified (Figure 20.O), 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). 

 

 

 
Figure 21.  Immunof luorescence for GFAP (astrocytes) af ter 15 days in 
untreated animals (A-C) and LA treated animals (D-F),  and at 60 days in 
untreated animals (G-I)  and treated animals (J-L).  Scale bars:  200 µm. The 
graphs represent the quant i f icat ion of col lagen posi t ive cel l  densi ty (nº 
cel ls/mm2) (M),  the percentage of cel ls (% GFAP+ cel ls)  (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.O). 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 Iba1 and simultaneously with ED1 to observe microglial 

activation/macrophages (Figure 22). 
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Figure 22.  Immunof luorescence for 
ED1 (green) and Iba1 (red) af ter 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 µm. 

 

 

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 (Iba1 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 cel l  densi ty (nº cel ls/mm2) 
(A),  the percentage of cel ls Iba1 (B),  ED1 cel l  densi ty (C),  ED1 
cel l  percentage, the number of  Iba1 and ED1 co- label l ing (E),  the 
densi ty of  s ingle cel ls posi t ive Iba1 (F) and the densi ty of  only 
ED1 posi t ive cel ls (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. 

 

 
Figure 24.  Immunof luorescence 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. 
Immunof luorescence for MAP2 in treated animals (C and D).  The 
white arrows indicate the axons with in the biomater ia l .  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).  

 

 

 
Figure 25.  Quant i f icat ion of cel l  densi ty (nº cel ls/mm2) MAP Tuj1 + 
and + (A) and percentage of each cel l  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 biomater ia l  inserted. 
Quant i f icat ion inside the biomater ia l  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).  

 

 

 
Figure 27.  Images fMRI scans ( top) and corresponding 
act ivat ion prof i le (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 (IZ) 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).  

 

 

 

Figure 28. I l lustrat ion represent ing both in jured area of non-treated animals (A) 
and LA treated animals (B).  CC: cyst ic cavi ty;  GS: gl ia l  scar;  DZ: degenerat ion 
zone; IZ:  intact zone; RZ: regenerat ion 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 



  

122 

 

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). 
BDNF 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 Ca2+ 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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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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