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“We cannot change the cards we are dealt, just how we play the hand”.

“The Last Lecture”. In Memoriam: Randy Pausch.

“La paciencia es virtud, arte, sabiduria de saber esperar con calma, paz
interior y hasta sentido del honor, algo que deseamos y necesitamos
pero que tarda en llegar. La paciencia y aceptacion de la realidad
constituyen la mejor opcion ante lo irreversible. Cuanto mds costoso nos
resulte un objetivo, mds necesitaremos de la paciencia porque es ella la

que al final nos garantizara el éxito”.

“La confianza es un valor que sélo se gesta en las mentes positivas y
abiertas a la esperanza, y en los corazones bondadosos, fuertes, nobles
y esforzados. La desconfianza, por el contrario, casi siempre es punto de
referencia de los cobardes, fracasados, rencorosos, débiles e inseguros.
La verdadera confianza-esperanza siempre se traduce en fe en uno
mismo y en seguridad de que, antes o después, llegard el fruto del

propio esfuerzo”.

“La inspiracion existe, pero tiene que encontrarse trabajando”.

Pablo Ruiz Picasso.
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Resumen

Las caracteristicas topograficas y bioquimicas en las que se desarrollan las células
son criticas para un correcto crecimiento axonal (Nianzhen y Folch, 2005). Sin un
sustrato adecuado no seria posible obtener neuronas funcionales, ya que es la presencia
de determinados estimulos de contacto y de determinadas moléculas de senalizacion lo
que permite que se desarrollen y se estabilicen los contactos sinapticos adecuados
(Goldner y col., 2006). Ambos aspectos resultan fundamentales a la hora de llevar a
cabo la regeneracion de circuitos neuronales in vivo, para el tratamiento de
determinadas enfermedades degenerativas o traumaticas del Sistema Nervioso (por
ejemplo, la Enfermedad de Parkinson o la lesion medular post-traumatica,

respectivamente) (Potter y col., 2008).

Por todo ello, en este trabajo de Tesis Doctoral se presenta el desarrollo, la
caracterizacion y la validacion de un nuevo soporte polimérico capaz de inducir la
diferenciacion neuronal in vitro, combinando técnicas de fotolitografia y de tecnologia
de matrices extracelulares (Gunn y col., 2010). La biocompatibilidad y la eficiencia en
la diferenciacion neuronal y dopaminérgica sobre el soporte desarrollado, se ha
comprobado tanto a nivel de linea celular establecida (PC12) como a nivel de cultivos
primarios. En este caso, se han utilizado tres tipos de células: (i) células de hipocampo
de rata embrionaria (E18), (ii) células precursoras neurales de zona subventricular de
rata neonata (P2-P3), y (iii) células precursoras derivadas de piel de rata adulta (Toma y
col., 2001). Con estos tres tipos celulares se ha pretendido demostrar, respectivamente,
(1) la capacidad de diferenciacion neuronal de células ya determinadas al linaje neuronal
en estadios tempranos de desarrollo (embrionario); (ii) la capacidad de diferenciacion
no so6lo neuronal sino también dopaminérgica de células multipotentes neurales, con
capacidad de plasticidad y relacionadas con la neurogénesis adulta; y (iii) la respuesta
de células de origen no neural, descritas en la literatura como una fuente importante de
células precursoras neurales con potencialidad en trasplantes autdlogos. Como
conclusion global del trabajo presentado, se puede decir que el cultivo de células
precursoras neurales en sustratos tridimensionales con componentes similares a la
propia matriz extracelular neural, representa un medio eficaz para el desarrollo de
nuevos tejidos neurales trasplantables. Ademas, el cultivo de otros tipos celulares en el
soporte desarrollado puede servir como modelo de liberacion controlada de moléculas
implicadas en la diferenciacion celular, o como modelo para el estudio de moléculas

implicadas en diferentes enfermedades.



Abstract

The topographical and biochemical characteristics of the substrata in which the
cells develop are critical for proper axonal outgrowth (Nianzhen y Folch, 2005).
Without a suitable substrate would not be possible to obtain functional neurons, because
only the presence of certain contact stimuli and signaling molecules allows them to
develop and stabilize the appropiate synaptic contacts (Goldner y col., 2006). Both
aspects are essential when carrying out the regeneration of neural circuits in vivo, for the
treatment of certain degenerative and traumatic diseases of the Nervous System (for
example, Parkinson’s Disease or post-traumatic spinal cord injury, respectively) (Potter

y col., 2008).

Therefore, this Doctoral Thesis work presents the development, characterization
and validation of a new polimeric support that is able to induce neuronal differentiation
in vitro, combining both photolitographic techniques and extracellular matrix
technology (Gunn y col., 2010). The biocompatibility and efficiency in dopaminergic
neuronal differentiation over the developed substrate has been studied with PC12 cell
line, as well as with some primary cultures. In this case, three types of cells have been
used: (i) cells of rat embryonic hippocampus (E18), (ii) neural progenitor cells of
neonatal rat subventricular zone (P2-P3), and (iii) skin-derived precursor cells of adult
rats (Toma y col., 2001). With these three types of cells, the present work demonstrates,
respectively, (i) the ability of some cells committed to the neural lineage to differentiate
into neuronal phenotypes in early stages of the development (embryonic); (ii) the ability
of some neural multipotent cells (with plasticity potencial and related to adult
neurogenesis) to differentiate into both neuronal and dopaminergic phenotypes; and (iii)
the response of some non-neural origin cells, described in the literature as an important
source of neural precursor cells with a great potencial in autologous transplants. As an
overall conclusion to this work, it is possible to affirm that the culture of neural
precursor cells over the developed three-dimensional substrata (with components related
to the natural neural extracellular matrix), represents an effective system to develop new
transplantable neural tissues. In addition, the culture of other types of cells over the
developed support can be useful as a model of controlled release system of some
molecules involved in cell differentiation, or as a model for the study of molecules

involved in different diseases.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Este trabajo de Tesis Doctoral engloba conceptos de varias areas del conocimiento como
son los biomateriales y las células madre/progenitoras, encuadrados dentro del campo de la
Ingenieria Tisular aplicada a la reparacion del Sistema Nervioso dafiado por motivo de una
enfermedad neurodegenerativa, concretamente por la Enfermedad de Parkinson. Por ello, antes
de pasar a enumerar los objetivos fundamentales de este trabajo, se realizara una introduccién

de los conceptos principales de dichas areas, aplicados a la exposicion de esta Tesis Doctoral.

1.1. INGENIERIA TISULAR

El término Ingenieria Tisular (del inglés, Tissue Engineering) fue adjudicado a esta
disciplina en 1987 durante la reunion de la Fundacion Nacional de Ciencias, aunque muchas de
las técnicas utilizadas ya habian sido desarrolladas en décadas anteriores (Skalak y col., 1988).
La idea de la Ingenieria Tisular se forjo con la union de la experiencia ganada en diversos
campos como la Biologia Celular, la Bioquimica y la Biologia Molecular, y su posterior
aplicacion a la Ingenieria de Tejidos. El rol de la Ingenieria Quimica y la Biologia fue
fundamental para la aplicacion racional de los principios de los sistemas vivientes. La tercera
arma de conocimiento fue proporcionada por la Terapéutica Humana, brindada por médicos y

cirujanos.

Hoy en dia, cientificos de diversas areas colaboran activamente con ingenieros
biomecanicos para desarrollar tejidos analogos a los originales, que permitan a los médicos

mejorar, mantener y restaurar la funcion de los tejidos dafiados.

Por ello, la Ingenieria Tisular se define como un campo multidisciplinario e
interdisciplinario que aplica los principios de la Biologia y de la Ingenieria para el desarrollo de
sustitutos tisulares que permitan mejorar, mantener y restaurar la funcion de tejidos dafiados o
enfermos. Una aproximacién a la Ingenieria Tisular consiste en cultivar células del propio
paciente en matrices poliméricas biodegradables que contienen factores de crecimiento y de
sefalizacion especificos, para después implantar todo el sistema en el tejido dafiado, de manera
que se obtenga una integracion funcional y, consecuentemente, una recuperacion funcional del

mismo.

Por lo tanto, la Ingenieria Tisular se fundamenta en el uso de células especificas, de

tejidos u organos, y de componentes extracelulares, naturales o sintéticos, para crear sustitutos
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biologicos con la finalidad de mejorar, mantener, reparar o reemplazar la funcionalidad de los

tejidos o de los 6rganos (Vacanti y Langer, 1999).

Dentro de este campo, se pueden diferenciar dos enfoques distintos. El enfoque mas
comun consiste en aislar células especificas a través de una pequefia biopsia del paciente y
cultivarlas sobre soportes porosos tridimensionales bajo unas condiciones de cultivo
controladas. Posteriormente, el conjunto soporte/células se sitiia en la zona deseada del paciente
con la finalidad de dirigir la formacion del nuevo tejido a través del soporte (Mano y col.,
2004). Por otro lado, se encuentra la alternativa de implantar el soporte sin células directamente
in vivo, con el proposito de estimular y dirigir la formaciéon de tejido in situ (Drotleff y col.,

2004).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se pueden definir tres pilares basicos sobre los
cuales se sustenta la Ingenieria Tisular. En primer lugar, es necesario usar células con
caracteristicas similares a aquellas del tejido u organo que se pretende tratar y que son
expandidas en cultivos ex vivo. En segundo lugar, es necesario crear un soporte ideal para la
supervivencia, desarrollo y diferenciacion de dichas células. Ademas, la posibilidad de agregar
factores inductores que se vayan liberando de una forma controlada, incrementa potencialmente
la calidad del tejido a reemplazar. Estos soportes tridimensionales porosos son conocidos como
matrices tisulares (del inglés, scaffolds). En tercer y ultimo lugar, es necesario obtener un medio
de cultivo adecuado para el cultivo de las células seleccionadas sobre los soportes porosos de

una manera exitosa (Arala, 2007).

En los siguientes apartados, se presentaran algunos de los biomateriales y de los tipos
celulares que se han utilizado hasta ahora con estos fines, siempre desde el punto de vista de su

utilizacion en Ingenieria Tisular aplicada a la reparacion del Sistema Nervioso dafiado.

1.2. BIOMATERIALES

En 1982 se defini6 como biomaterial a toda aquella sustancia o combinacién de
sustancias, de origen sintético o natural, que podia ser utilizada durante un cierto periodo de
tiempo, en sustitucion de cualquier tejido, 6rgano o funcion del organismo humano. Las mas
recientes definiciones describen a los biomateriales como sustancias que, sin ser nutrientes ni
farmacos, estan incluidos en sistemas terapéuticos o diagnosticos (Peppas y Langer, 1994);
también se pueden definir como componentes de origen bioldgico que no se relacionan con sus

aplicaciones (Langer y Tirrel, 2004).
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La Medicina recurre de manera creciente a materiales ajenos al organismo con la
finalidad de encontrar un remedio, definitivo o temporal, al déficit de una funcion biologica.
Los biomateriales no son, exclusivamente, los dispositivos destinados a ser implantados en el
cuerpo humano, sino también los que estan en contacto con las mucosas, los que estan

destinados a tratar la sangre, o los que permiten la liberacion controlada de farmacos.

Los biomateriales deben cumplir el requisito fundamental de la biocompatibilidad, es
decir, no deben interactuar de forma perjudicial con el organismo. El grado de
biocompatibilidad de un material depende de su forma, de su estructura, de su composicion y de
sus propiedades quimicas, fisicas, mecanicas y eléctricas, ademas de su localizacion en el
organismo y de su tipo de aplicacion. Otro requisito muy importante de un biomaterial es su
duracion, es decir, la capacidad que presente de mantener sus prestaciones durante el tiempo

necesario, ya sea en forma de implante provisional o definitivo.

Los biomateriales candidatos a ser utilizados en Ingenieria Tisular tienen que presentar la
doble funcioén de dirigir la morfogénesis in vivo y de servir de soporte estructural y funcional del

implante durante su integracion en el tejido del huésped.

Por lo tanto, todo biomaterial o soporte ideal, disefiado para su aplicacion en regeneracion

tisular, deberia:

Estar compuesto por un material biocompatible, es decir, que no resulte citotoxico.

- No alterar el potencial clonogénico y proliferativo de las células que se cultiven en él.

- Actuar como soporte para el crecimiento del tejido en tres dimensiones.

- Poseer una red de poros interconectados con un didmetro superior a 100 um,
que permita tanto la penetracion de las células como la formacion y vascularizacion del
tejido nuevo.

- Integrarse en el tejido del huésped sin que se forme una cicatriz.

- Presentar una textura superficial y una composicion quimica que promueva la adhesion

celular y la adsorcion de moléculas biologicas como factores de crecimiento y

moléculas de sefalizacion.



Introduccion

- FEliminarse gradualmente a medida que se repare el tejido danado, generando productos

de degradacion no toxicos que puedan ser excretados facilmente.

- Poder producirse en formas que se ajusten a las del defecto a tratar.

- Tener unas propiedades mecanicas adaptadas a las necesidades del tejido a regenerar.

- Poder producirse comercialmente bajo las regulaciones existentes y con un coste que

permita su uso rutinario en la practica clinica.

La moderna Ciencia de los Biomateriales se caracteriza por su intensa busqueda de
nuevos materiales que, con unas propiedades especificas, permitan mejorar determinadas
prestaciones de los biomateriales actuales (Ratner y Bryant, 2004). Por otro lado, entre los
cientificos que trabajan en este area, esta creciendo el interés por profundizar en los mecanismos
de interaccion entre las células y la matriz extracelular, con el objetivo de determinar cémo esta
matriz extracelular condiciona e influye en los procesos de desarrollo celular. La integracion de
estos nuevos conocimientos con el disefio de los mas avanzados biomateriales es lo que esta
proporcionando la funcionalidad que permite conseguir interacciones y sefiales especificas entre

el biomaterial y la superficie de las células (Payne, 2007).

En los afios noventa, se intent6 recubrir determinados materiales con proteinas naturales
-tanto estructurales como de adhesion- de la matriz extracelular (por ejemplo, fibronectina,
colageno y/o laminina) (Hersel y col., 2003), pero su uso en aplicaciones médicas generd
algunos inconvenientes. Las fuentes bioldgicas a partir de las cuales se obtuvieron estas
proteinas ocasionaron respuestas autoinmunes y aumentaron los riesgos de infeccion; ademas,
estas proteinas sufrian procesos de protedlisis acelerada como consecuencia de los procesos
inflamatorios, por lo que tenian que ser renovadas continuamente, imposibilitando su utilizacién
a largo plazo. Asimismo, s6lo una parte de las proteinas exponian apropiadamente sus dominios
de adhesion celular debido a su deposicion estocastica sobre la superficie de los materiales que,
por su naturaleza, podian modificar la conformacion y/o el estado nativo de las proteinas.
Muchos de estos inconvenientes se solucionaron presentando los motivos de reconocimiento

celular de forma aislada en forma de péptidos inmovilizados, lineales o ciclicos.

Los propositos que la Ciencia de los Biomateriales tendra que alcanzar estan relacionados
con la mejora de la biocompatibilidad, es decir, con la identificacion de las caracteristicas que
dotan al material de la capacidad para pasar desapercibido e integro hasta su diana; y con el

desarrollo de nuevos biomateriales cuyas propiedades puedan ser controladas y modificadas
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segun unas necesidades especificas. Entre éstos ultimos se encontrarian los llamados “materiales
inteligentes” (del inglés, smart biomaterials) (Sarikaya y col., 2003; Jones, 2004) como, por
ejemplo, geles que respondan a determinados estimulos fisico-quimicos (por ejemplo, cambios
de temperatura o de pH), permitiendo la liberacion controlada de ciertas moléculas o farmacos.
A este respecto, merece la pena sefialar que las aportaciones que realice la Nanotecnologia

también resultaran determinantes (Silva, 2006).

Actualmente, un sector importante de la investigacion en biomateriales esta
evolucionando hacia la Medicina Regenerativa. Esta disciplina considera una aplicacion distinta
del biomaterial: una aplicacion no sélo vinculada a la obtencidon de dispositivos médicos o de
tejidos/6rganos artificiales biocompatibles para trasplantes, sino vinculada al crecimiento de
tejidos/6rganos a partir de células del propio paciente (autdlogos), con el objetivo tltimo de
personalizar cada tratamiento terapéutico. La Medicina Regenerativa se beneficia de un
conjunto de complejas técnicas utilizadas para seleccionar las células del paciente y
desarrollarlas in vitro en combinacion con biomateriales adecuados para ello. Como se ha
comentado en el apartado anterior, a esto es a lo que se refiere el término actual de Ingenieria de

Tejidos.

Para poder desarrollar todas las posibles aplicaciones de la Medicina Regenerativa, se

deberian conocer y controlar varios aspectos como, por ejemplo:

Las propiedades de los diferentes tipos de células y de los biomateriales.

- Los mecanismos de interaccion entre las células y la superficie de los biomateriales.

- Los procesos de adhesion y de crecimiento de las células tanto sobre la superficie como

en el interior de los biomateriales para obtener un desarrollo tridimensional.

- Los mecanismos de promocion de la adhesion, del crecimiento y de la diferenciacion

de las células a través del uso de sefales moleculares especificas.

- Los mecanismos de interaccion entre los biomateriales y el ambiente biologico.

Actualmente, se pueden encontrar en la literatura numerosas clasificaciones de los

biomateriales; un ejemplo de ello, se muestra en la Figura 1.1.
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Clasificacion de los
biomateriales

En funcién de los efectos En funcion de la interaccion En funcién de la naturaleza
producidos en el material material/organismo quimica
L. Poliméricos
Bioestables B!ohox!oo Metalicos
. Bioactivo . -
Biodegradables . Ceramicos
Bioinerte .
Composites

Figura 1.1. Clasificacion de los biomateriales en funcién de los efectos producidos en el material, de

la interaccion con el material/organismo, y de la naturaleza quimica.

1.2.1. Biomateriales poliméricos

En el caso de los biomateriales poliméricos, es necesario distinguir los polimeros
sintéticos (por ejemplo, el acido polilactico o el acido poliglicolico) de los polimeros naturales
(por ejemplo, los polisacaridos y las proteinas) porque las caracteristicas, tanto estructurales
como de composicion, del polimero utilizado determinaran el comportamiento de las células

expuestas a dicho biomaterial (Shiy col., 2004).

En una situacion ideal, las células y el biomaterial deberian interaccionar para garantizar
la estabilidad del sistema en su conjunto. Se pueden definir tres tipos de interacciones entre los
biomateriales y las células. En el caso de los biomateriales no adhesivos, sus superficies
altamente hidrofobicas no permiten a las células interaccionar con ellas. Otros biomateriales
consiguen una adhesion celular pasiva, es decir, sus superficies proporcionan interacciones
fisico-quimicas que aportan adsorcion entre el biomaterial y las células, siendo este tipo de
interaccion reversible, de manera que las células adheridas pueden desprenderse del biomaterial
manteniendo su integridad. Finalmente, otros biomateriales consiguen una adhesion celular
activa, es decir, las células que pueblan estas superficies activan espontineamente sus procesos
de adhesion y propagacion celulares. En estos casos, las células sufren modificaciones que
imposibilitan su desprendimiento espontaneo del biomaterial, aunque no se observen cambios

morfologicos importantes en ellas (Kikuchi y Okano, 2005).
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Para mejorar estas interacciones, se han estudiado métodos de modificacion superficial de
los polimeros mediante la introduccion de sefiales bioquimicas especificas (Dovbeshko y col.,
2003). Una de las estrategias mas prometedoras en este sentido es la creacion de dominios de
union especificos para proteinas expresadas en las propias células, que sirvan no so6lo para
anclar a las células al soporte sino para controlar su comportamiento celular. Algunas de las
proteinas que servirian para este fin serian, por ejemplo, la laminina o la fibronectina, cuyos
dominios de unidn son reconocidos de manera especifica por receptores de las propias células.
Por ejemplo, los dominios de unioén de la fibronectina son reconocidos por receptores de la
familia de las integrinas y consisten en lazos peptidicos formados por la secuencia especifica
RGD (tripéptido formado por arginina, glicina y acido aspartico). Concretamente, esta secuencia
peptidica ha sido descrita en la literatura como inductora del crecimiento axonal y de la

induccion de la morfologia neuronal (Ahmed y Jayakumar, 2003).

Desafortunadamente, los soportes poliméricos actuales presentan varios inconvenientes.
Por un lado, muchos de los polimeros biodegradables que se han estado utilizando en la practica
clinica no muestran un claro comportamiento biocompatible. Por otro lado, ningiin biomaterial
puede satisfacer al 100% todos los requisitos necesarios para ser utilizado como material 6ptimo
de una matriz tisular. Como se comentara mas adelante, la matriz extracelular (del inglés,
ExtraCellular Matrix, ECM) es una estructura compleja por lo que no se puede pretender
desarrollar una ECM en base a un solo biomaterial. Una solucion seria la fabricacion de una
ECM formada por diversos biomateriales, teniendo en cuenta que cada tipo celular tiene unos
requerimientos especificos y que no se puede desarrollar una tinica ECM para todos ellos, sino
que la composicion de una ECM concreta debera ser acorde con las células que se vayan a

cultivar en ella (Alava y col., 2004).

1.2.2. Biomateriales poliméricos aplicados al Sistema Nervioso dafiado

Teniendo en cuenta las caracteristicas del Sistema Nervioso, los biomateriales que se

implanten en ¢l deberian presentar las siguientes propiedades generales:

e Biocompatibilidad y biodegradabilidad. El biomaterial no debe generar rechazo

inmunoldgico por parte del individuo receptor y debe ser degradable, ya que la presencia
cronica de un material que no se degrada provoca la compresion nerviosa y la reactividad
tisular cronica al implante (Merle y col., 1989). Ademas, la velocidad de degradacion del

biomaterial debe ser lo suficientemente lenta como para permitir la regeneracion del tejido



Introduccion

nervioso a reparar. Finalmente, los productos de degradacion no deben ser toxicos para el

individuo receptor porque generarian un rechazo inmediato.

o Estructura porosa adecuada. Una estructura porosa resulta imprescindible para que los vasos

sanguineos atraviesen el biomaterial, de manera que haya un aporte apropiado de nutrientes y
una eliminacion adecuada de los productos de desecho. La influencia de la porosidad de un
biomaterial en la vascularizacién de un tejido se ha demostrado mediante estudios de
diferenciacion de células troncales humanas en geles de alginato (Gerecht-Nir y col., 2004).
En ellos, se observa la importancia del numero, del tamafio y de la orientacion de los poros, si
lo que se busca es que tanto las células nerviosas como sus axones puedan crecer e invadir el
biomaterial a través de ellos, manteniendo una orientacion definida. Asi, se ha postulado que
la pérdida de la interconectividad de los poros puede ser la responsable de que no crezcan

bien las neuritas (Patist y col., 2004).

e Superficie permisiva con la adhesioén y el crecimiento de las células. La superficie debe

presentar unas caracteristicas que permitan la adhesion celular bien de forma directa o bien a
través de moléculas de ECM que favorezcan el crecimiento neuritico (por ejemplo, la
laminina). Sin embargo, esta adhesividad no debe ser tan fuerte como para impedir el
crecimiento y la migracion de las células nerviosas y de sus axones (Schense y Hubbell,

2000).

e Superficie con una topografia superficial de texturas alineadas. Este tipo de topografia facilita

el crecimiento unidireccional de los axones en regeneracion, ademas de favorecer las
respuestas celulares adhesivas, por lo que se encuentra directamente relacionada con la

propiedad anterior (Haston y col., 1983).

e Actividad eléctrica. Desde 1970 existe la evidencia de que los campos electromagnéticos

ayudan en la regeneracion y en la mejora funcional de los nervios lesionados (Lago y col.,
2005). Ademas, se ha comprobado que la actividad eléctrica en torno al cono de crecimiento

axonal modula su crecimiento y su orientacion (Ming y col., 2001).

Hasta el momento, se han estudiado muchos biomateriales construidos a partir de
sustancias sintéticas, con la finalidad de conseguir un biomaterial polimérico con las
propiedades fisico-quimicas adecuadas para poder ser utilizado terapéuticamente en el Sistema
Nervioso. Sin embargo, los biomateriales poliméricos construidos a partir de moléculas de ECM
-como el colageno, la laminina o la fibronectina- o de otras moléculas biologicas -como la

fibrina, la agarosa, el acido hialurdnico, el alginato o el quitosano- siguen resultando de
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referencia en la regeneracion nerviosa. Estos biomateriales presentan la ventaja de que sus
componentes se encuentran presentes en organismos vivos, lo que los hace especialmente utiles
en lo que a rechazo inmunologico se refiere. Combinando varios de estos componentes se
podria desarrollar el biomaterial mas adecuado para ser implantado en el Sistema Nervioso

dafiado.

En la Figura 1.2 se presenta un esquema de los principales biomateriales poliméricos,
tanto naturales como sintéticos, ensayados hasta el momento en la reparacion del Sistema

Nervioso dafiado, y que se mostraran mas detalladamente en los subapartados siguientes.

Biomateriales poliméricos aplicados al Sistema Nervioso dafiado

.
Polimeros naturales Polimeros sintéticos
4 N ( )  EEEEEEEEE— ) —
Colageno Fibrina
PHB PLA/PGA/PLGA
\. y \ S
\, y \ S
4 ) ( )
. . i _ 4 ) e )
Fibronectina Acido hialurénico
\ y L y PLC TMC-CL
\ y \. V.
r ) e )
Laminina Matrigel ™ 4 ) ( )
L ) L ) PEG HEMA / pHEMA /
pHEMA-coMMA
\ J \ J
(" ) ( A
Agar Agarosa — —\
\ J \ y.
Poliuretano Polifosfaceno
a4 ) e ) ——— —
Alginato Gelatina
) )
\. / \. J
PFE PAN/PVC
D ———
\ / \. y,
Quitosano —
\, V.
PAA / PHPMA Metilcelulosa
)
Materiales activos L

eléctricamente
~—

Figura 1.2. Biomateriales poliméricos, tanto naturales como sintéticos, aplicados a la reparacion del

Sistema Nervioso daiiado.
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1.2.2.1.Polimeros naturales

Los polimeros naturales o biopolimeros son polimeros que se forman de manera natural
durante el ciclo de crecimiento de los organismos vivos. Su sintesis se basa en reacciones de
polimerizacion de mondémeros activos que, generalmente, son catalizados por enzimas en el

interior de las células dentro de procesos metabolicos complejos (Chandra y Rustgi, 1998).

Los polimeros naturales han sido muy utilizados en la reparacion de distintos tejidos
como, por ejemplo, el tejido nervioso, la piel, el hueso o el cartilago. Debido a su origen natural,
presentan la ventaja de ser muy similares al medio sobre el que actuan, por lo que son
reconocidos y asimilados por el organismo, evitandose asi los efectos secundarios inherentes a
la insercion de un material extrafio en el organismo. Sin embargo, el hecho de que,
generalmente, sean insolubles en disolventes organicos; de que sus temperaturas de procesado
deban ser bajas para evitar su degradacion; de que presenten unas propiedades mecanicas muy
limitadas; y de que existan grandes diferencias entre los distintos lotes al finalizar su procesado,

condicionan el uso de los polimeros naturales en aplicaciones biomédicas (Yang y col., 2001).

A continuacion se presentan algunos de los polimeros naturales ensayados en los ultimos

afios para su aplicacion en la reparacion del Sistema Nervioso dafiado.

e Colageno. El colageno define a una familia de proteinas estructurales que se caracteriza por
una triple hélice formada por tres cadenas peptidicas. Existen mas de 20 tipos de colageno
pero, concretamente, el coldgeno tipo IV es el que esta presente en la membrana basal de los
tejidos. El colageno es uno de los componentes mayoritarios de la ECM debido a sus
propiedades mecanicas y a su resistencia a la degradacion. Estas propiedades, junto con su
baja antigenicidad, hacen del colageno un sustrato ideal para su utilizacion en Ingenieria
Tisular (Gelse y col., 2003). Asi, la utilizacion del colageno como sustrato para el
crecimiento celular se inici6 en la década de los cincuenta (Ehrmann y Gey, 1956).
Mas adelante, se cultivaron fibroblastos embebidos en geles de colageno tridimensionales,
observandose su permisividad en cuanto al crecimiento celular y su influencia sobre la
morfologia celular y la manera en que las células crecian en su superficie (Elsdale y Bard,
1972). Estudios posteriores confirmaron que las superficies construidas con colageno
resultaban muy apropiadas para la adhesion y el crecimiento no sé6lo de fibroblastos (Bessea
y col.,, 2002) sino también de neuronas (O’Connor y col, 2001). Ademas, dado que
el colageno es una molécula anisotropica diamagnética, se llevaron a cabo distintas
estrategias de orientacion de las fibras de colageno durante el proceso de gelificacion de las

matrices (por ejemplo, mediante la utilizacion de campos magnéticos), demostrandose
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que las fibras de colageno orientadas promueven la extension alineada de neuritas desde
ganglios de raiz dorsal (del inglés, Dorsal Root Ganglia, DRG) (Dubey y col., 1999).
Recientemente, se ha observado que las matrices de colageno también resultan ttiles en el
atrapamiento de células precursoras y en la induccién de su diferenciacion (O’Connor y col.,

2000).

Fibrina: La fibrina es el componente principal de los coagulos sanguineos. Se forma como
consecuencia de la proteolisis del fibrindgeno, una molécula comin en el torrente
circulatorio. Los monémeros de fibrina se autoensamblan para formar protofibrillas de dos
monoémeros, agregandose éstas lateralmente, a su vez, para formar paquetes de fibras que se
ramifican hasta generar una red a modo de gel hidratado en presencia de agua. La estructura
fibrilar de las matrices de fibrina se puede modificar de varias maneras como, por ejemplo,
variando las concentraciones de trombina, de fibrindgeno, de acido hialurénico o de otras
proteinas presentes en el medio (Hayen y col., 1999). Ademas, la concentracion de calcio
presente en el medio también influye en su estructura (a mayor concentracion de calcio,
mayor diametro de las fibras de fibrina) asi como el pH (en pH alcalino las fibras de fibrina
se disponen longitudinalmente). La fibrina se ha venido utilizando durante mucho tiempo
como adhesivo quirargico (Sierra, 1993) pero su uso en el Sistema Nervioso es controvertida
ya que inhibe la adhesion y la migracion de las células de Schwann (Akassoglou y col.,
2003). Por ello, es necesario modificar la fibrina, por ejemplo, con moléculas promotoras de
la adhesion celular como los péptidos derivados de la laminina (RGD), de la N-cadherina o
de la heparina (Schense y Hubbell, 2000). Ademas, las propiedades diamagnéticas de los
monoémeros de fibrina también permiten su orientacion mediante campos magnéticos,
modificando sus propiedades mecano-estructurales y favoreciendo la extension de neuritas
(Dubey y col., 2001). Por ultimo, la fibrina posee propiedades angiogénicas dependientes de
su concentracion (Nehls y Herrmann, 1996), v puede transportar neurotrofinas (NGF, BDNF,
NT-3, GDNF) y factores de crecimiento (FGF2). Por todo ello, la fibrina, debidamente
modificada, es un buen candidato para su uso en la reparacion del Sistema Nervioso (sobre
todo, en la médula espinal), o como vehiculo para liberar en ¢l sustancias que ayuden a su

reparacion (Ahmed y col., 2008).

Fibronectina. La fibronectina es una glicoproteina que interviene en una amplia variedad de
interacciones celulares con las moléculas de la ECM y juega un papel muy importante en la
adhesion, la migracion, el crecimiento y la diferenciacion celulares. La fibronectina es una
molécula dimérica que contiene dominios de unién a la heparina, al colageno/gelatina y a la
fibrina. Inicialmente, fue descrita en el cerebro en desarrollo, donde es producida por los

astroblastos y media el crecimiento neuritico (Matthiessen y col., 1989). Se han desarrollado
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sustratos de fibronectina con fibras orientadas que estimulan la regeneracion axonal (Ahmed
y Brown, 1999). Ademas, la fibronectina sirve como vehiculo portador y presentador de
neurotrofinas, de modo que, al estar unidos a ella, mejoran sus cualidades promotoras de la

regeneracion axonal (Whitworth y col., 1996).

e Acido hialurénico. El 4cido hialurénico es un glicosaminoglicano presente en diversos tejidos

como el tejido conjuntivo, el tejido epitelial y el tejido nervioso, donde es uno de los
componentes mayoritarios de la ECM. Las matrices de acido hialurénico presentan una
estructura altamente hidratada lo que facilita el movimiento celular, la extension neuritica y la
difusion de moléculas sefializadoras (Laurent y Fraser, 1992), procesos esenciales en la
regeneracion nerviosa. Asi, los geles de acido hialurénico han sido ensayados en modelos de
lesion de nervio periférico, observandose un aumento en la regeneracion y en la mejora
funcional (Wang y col., 1998). Sin embargo, debido a que probablemente aceleran la
maduracion axonal, no resultan apropiados por si solos a largo plazo. Recientemente, se han
realizado estudios que demuestran la baja toxicidad y buenas propiedades angiogénicas de los
geles de acido hialuronico (Jansen y col.,, 2004), proponiéndose como sustrato para
regeneracion nerviosa (Cui y col., 2006). Con el fin de mejorar sus propiedades biofisicas, se
ha modificado su porosidad y viscosidad mediante la unioén a poli-D-lisina, aumentando su
susceptibilidad a ser invadido por células nerviosas y disminuyendo la reaccion del sistema

inmune hasta niveles similares a los de los implantes inertes (Tian y col., 2005).

e Laminina. La laminina es un componente fundamental de la membrana basal de los tejidos.
Resulta un componente estructural esencial tanto para la organizacion como para la
diferenciacion celular, procesos mediados por su interaccion con receptores de la membrana
celular de la familia de las integrinas. La laminina es una molécula de la ECM altamente
promotora de la neuritogénesis (Manthorpe y col., 1983), pero los geles de laminina limitan
la migracion celular y la difusion de factores de crecimiento a concentraciones superiores a 4
mg/ml (Labrador y col., 1998). Por ello, la laminina siempre se utiliza combinada con otros

componentes, no como geles exclusivos de esta proteina.

e Matrigel™. Bajo el nombre de Matrigel™, la empresa BD Biosciences comercializa un
extracto soluble de membrana basal purificado a partir de un sarcoma Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS) de ratén (Kleinman y Martin, 1989; Kleinman y Martin, 1992). Existen otras
casas comerciales que purifican el mismo tipo de extracto de membrana basal y le incluyen
ciertas modificaciones, por lo que lo comercializan con otros nombres (por ejemplo, Cultrex®
de la casa comercial R&D). A temperatura ambiente, el Matrigel™ forma un gel no poroso

compuesto por laminina, colageno tipo IV, entactina y proteoglicanos del tipo heparan
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sulfato, ademas de factores de crecimiento solubles como IGF-1, TGF-B, PDGF y EGF.
Hasta ahora, el Matrigel™ se ha utilizado principalmente como vehiculo para transportar
células o factores troficos, ya que por si s6lo no induce ni regeneracion ni vascularizacion.
También ha sido ensayado en cultivos de células madre embrionarias y adultas (Kleinman y

Martin, 2005; Gelain y col., 2006; Ma y col., 2008; Thonhoff 'y col., 2008).

Agar. El agar es un polisacéarido sin ramificaciones que resulta de la combinacion de dos
polisacaridos, la agarosa y la agaropectina, y que se obtiene de la pared de varias especies de
algas (Gelidium, Euchema y Gracillaria). Cuando esta en solucion, a altas temperaturas se
encuentra en estado liquido, ya que sus cadenas se encuentran desenrolladas y plegadas al
azar; sin embargo, al enfriarse, se producen interacciones entre las cadenas de agarosa,
solidificando y formando un gel. El agar como tal ha sido muy poco utilizado en Ingenieria
Tisular aplicada al Sistema Nervioso, salvo para el cultivo de neuronas espinales de embrion

de rata (Mandys y col., 1991).

Agarosa. La agarosa es un polimero de a-L-galactosa y -D-galactosa, obtenido a partir de
algas (Gelidium y Gracillaria). Es soluble en agua a temperaturas superiores a 65°C y,
dependiendo del grado de sustituciones hidroxietilicas en sus cadenas laterales, gelifica en un
rango de entre 17 y 40°C. Estudios iniciales mostraron que, cuando se cultivan neuronas en su
interior, la morfologia y el tamafio de poro de la agarosa influyen en la emision, elongacion,
organizacion y direccion de crecimiento de las neuritas a través del gel. Asi, se comprobo que
las neuronas no pueden emitir neuritas a concentraciones de agarosa superiores a 1,25%
(p/v), estableciéndose esta concentracion como el umbral superior que permite el crecimiento
neuritico en neuronas incluidas en agarosa (Bellamkonda y col., 1995). Al igual que con los
geles de colageno y de fibrina, la agarosa puede ser modificada con péptidos derivados de
moléculas de adhesion como la laminina para aumentar la proporcion de neuronas que
extienden sus neuritas en el interior del gel (Borkenhagen y col., 1998). Recientemente, se ha
desarrollado un método de congelacion-secado que permite obtener matrices de agarosa con
los poros orientados linealmente y susceptibles de cargarse con factores neurotroficos

(Stokols y Tuszynski, 2004).

Alginato. El alginato es un polisacarido natural extraido de algas marrones y que se compone
de los monémeros PB-D-manuronato y o-L-glucuronato. Es un material biocompatible e
inmunoldgicamente inerte (Sennerby y col., 1987) pero no es digerido por las células de los
mamiferos. Forma un gel en presencia de iones de calcio y sufre un proceso de degradacion
fisica cuando los iones de calcio difunden gradualmente fuera del gel, provocando que éste

pueda ser degradado lentamente y excretado en la orina. Los geles de alginato presentan una
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estructura porosa cuyo tamafio de poro se encuentra en funcion de la concentracion de
alginato. Estos geles permiten una buena adhesion celular sin perder su volumen inicial,
comparado con los geles de colageno que pierden hasta un 40% de su volumen después de ser
implantados (Shapiro y Cohen, 1997). Ademas, los geles de alginato inducen la
neovascularizacion en modelos de diferenciacion de células madre embrionarias humanas
(Gerecht-Nir y col., 2004). En muchos casos, la mejora inducida por el alginato en la
supervivencia y en la regeneracion neuronal puede complementarse con moléculas de la
ECM o con factores neurotroficos. Los poros de los geles de alginato también se pueden
orientar longitudinalmente, comprobandose un crecimiento orientado de las neuritas (Prang y

col., 2006).

e Gelatina. La gelatina es una proteina que proviene de la hidroélisis del colageno presente en el
tejido conjuntivo de los animales y que no existe en ellos de forma natural. Su utilizaciéon en
reparacion nerviosa ha sido mediante su mezcla o entrecruzamiento con otros compuestos

(Luy col., 2007).

e Quitosano. El quitosano es un término que hace referencia a la quitina en diferentes estados
de desacetilacion y despolimerizacién. La quitina es un polimero estructural natural del
exoesqueleto de los artropodos y de algunos hongos. Se compone de
poli-N-acetilglucosamina y [-1,4-glicésidos unidos, formando un polimero lineal.
Dependiendo del grado de desacetilacion de la quitina, se pueden obtener distintos tipos de
quitosano con propiedades fisico-quimicas diferentes. Sus propiedades biocompatibles,
biodegradables, hemostaticas y cicatrizantes, asi como su accion antibacteriana y antifungica,
lo convierten en una molécula idonea para ser utilizada en reparacion de lesiones en el
Sistema Nervioso (Shi y col., 2006). Sin embargo, la propiedad mas interesante del quitosano
surge de su naturaleza policationica. Asi, el quitosano es insoluble en soluciones acuosas a
pH > 7, mientras que cuando el pH desciende a 6, los grupos amino de los azicares se
protonan y hacen que el compuesto comience a ser soluble. Ademas, estas caracteristicas de
polication lo hacen especialmente util para unirlo a sustancias anidénicas como la heparina,
dando lugar a toda una serie de estudios para el desarrollo de sistemas de liberacion de
farmacos de manera controlada. Teniendo en cuenta que las superficies cargadas
positivamente resultan promotoras de la adhesion celular, se ha comprobado que el quitosano
induce la adhesion celular y la extension neuritica en células PC12 (Cheng y col., 2003) y en

células de Schwann (Gingras y col., 2003).
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1.2.2.2.Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos ofrecen una serie de ventajas frente a los polimeros naturales:

- Mayor biocompatibilidad.

- Posibilidad de modificar ampliamente su composicion y sus propiedades mecanicas.

- Bajo coeficiente de friccion.

- Facilidad de procesado incluso en formas/estructuras complejas.

- Posibilidad de modificacion fisico-quimica superficial.

- Posibilidad de inmovilizaciéon de células o biomoléculas en su interior o en su

superficie.

Sin embargo, también presentan una serie de desventajas:

Presencia de sustancias indeseadas que pueden ser liberadas en el organismo.

Facilidad de absorber agua y biomoléculas desde el ambiente circundante.

Propiedades mecanicas inapropiadas.

Dificultad de esterilizacion.

Los polimeros sintéticos surgen con la necesidad de mejorar las propiedades fisico-
quimicas de los materiales (porosidad, velocidad de degradacion, resistencia mecanica,
flexibilidad), en la busqueda por encontrar un sustrato 6ptimo capaz de ser modificado con otras
sustancias ~ (farmacos, moléculas promotoras de la  regeneracion, moléculas

inmunomoduladoras).

A continuacion se presentan algunos de los polimeros sintéticos ensayados en los ultimos

afos para su aplicacion en la reparacion del Sistema Nervioso dafado.

e Poli-3-hidroxibutirato (PHB). Es un polimero de almacenamiento energético natural presente

en el citoplasma de algunas bacterias y algas. Se trata de un sustrato biocompatible y de
degradacion lenta. Se han realizado estudios de implantes de PHB con células de Schwann en
su interior o con moléculas de la ECM como la fibronectina, la laminina o el colageno,
observando que promueve la adhesion celular y la regeneracion de las fibras nerviosas

(Novikova y col., 2008).
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e Poli (0-hidroxiacidos). En este grupo se incluyen el acido poli-lactico (PLA), el acido poli-

glicolico (PGA) y el acido poli-lactico-co-glicolico (PLGA). Por ejemplo, se ha observado
que el PLA cubierto con laminina promueve el crecimiento orientado de neuritas de DRG

(Rangappa y col., 2000).

e Poli-L-lactico-e-caprolactona (PLC). Es un buen polimero para regeneracion nerviosa porque

facilita la deposicion de moléculas de la ECM como el colageno (Jansen y col., 2004).

e Copolimero de trimetilcarbonato-caprolactona (TMC-CL). Es un polimero de reciente

creacion, cuyos productos de degradacion son practicamente inertes. Permite la supervivencia
neuronal y la extension de neuritas en su interior, ademas de promover la regeneracion axonal
al ser aplicado junto con células de Schwann. Tiene una estructura porosa que permite la libre
circulacion de metabolitos, por lo que permite pensar en su utilizacion como vehiculo para

transporte de moléculas (Lietz y col., 2006).

e Poli-etilenglicol (PEG). Es un polimero que se produce por la interaccion de 6xido de etileno

con agua por lo que se caracteriza por tener un contenido acuoso importante, lo que le
confiere unas propiedades mecanicas similares a las de los tejidos blandos. Sin embargo, es
un polimero inerte que no permite la adhesion celular por lo que se le estdn incorporando
moléculas de adhesion celular como el péptido RGD. Se ha utilizado ampliamente en lesiones

de médula espinal (Donaldson y col., 2002).

e 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA), poli-HEMA (pHEMA), poli-glicerilmetacrilato (pGMA) vy
poli-2-hidroxietilmetacrilato-co-metilmetacrilato (pHEMA-co-MMA). Los geles de pHEMA,

facilmente modificables, permiten fabricar canales orientados longitudinalmente en su
interior para inducir respuestas de crecimiento celular alineadas (Flynn y col., 2003).
También se han construido geles de pHEMA-co-MMA con una porosidad y propiedades
fisicas adecuadas para ser utilizadas en regeneracion axonal (Dalton y col., 2002). En este
sentido, también se han probado geles de pHEMA-co-MMA suplementados con polimeros

naturales y/o con factores troficos.
e Poliuretano. Es un compuesto poco estudiado. En algunos estudios se han construido

superficies de poliuretano con texturas alineadas donde se ha visto respuestas de crecimiento

neuritico alineadas a partir de DRG (Zhang y col., 2005).
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Polifosfaceno. Es un compuesto no toxico que permite la incorporacion de factores
promotores del crecimiento. Se ha estudiado en lesiones del Sistema Nervioso Periférico pero

no se han observado mejoras significativas (Nicoli y col., 2000).

Polifosfoéster (PFE). Es un compuesto biodegradable que permite la incorporacion de

moléculas en su estructura gracias a los restos de fosfato. Se ha estudiado en lesiones del
Sistema Nervioso Periférico, observandose la promocion de la regeneracion y de la

remielinizacion de los axones lesionados (Wang y col., 1999).

Copolimeros de poliacrilonitrilo/polivinilcloruro (PAN/PVC). Han sido disefiados para ser

rellenados con Matrigel™ o con factores neurotroficos. Son semipermeables por lo que

impiden la invasion excesiva de moléculas de la ECM (Xu y col., 1995).

Geles de poliacrilamidas (PAA) o poli-hidroxipropilmetacrilamidas (PHPMA). La acrilamida

como tal es un compuesto muy toxico. Sin embargo, al mezclar la acrilamida con la
bis-acrilamida en unas determinadas condiciones, se generan unos geles de PAA de
estructura estable y no toxica susceptibles de ser utilizados en regeneracion nerviosa. Los
geles mas utilizados en este sentido son los de PHPMA, solos o modificados con moléculas
de adhesion, que permiten el crecimiento tanto de células gliales como de neuronas, la

deposicion de la ECM y la angiogénesis (Woerly y col., 2001).

Metilcelulosa. Es un polimero derivado de la celulosa que forma geles en solucidén acuosa
cuando ésta se calienta, debido a interacciones hidrofobicas entre sus moléculas. Sus
propiedades fisico-quimicas pueden modificarse variando la concentracion de metilcelulosa
en la solucion. Es biocompatible tanto in vitro como in vivo y promueve la regeneracion

nerviosa periférica (Wells y col., 1997).

Materiales eléctricamente activos. Se ha conseguido duplicar la extension de las neuritas de

células PC12 cultivadas sobre polimeros conductores como el polimero de polipirrol
(Schmidt y col., 1997; Zhang y col., 2007). También se ha conseguido estimular la
diferenciacion de células Nb2a sobre polimeros con cargas, como el polimero de etileno-

propileno fluorado o el fluoruro de polivinildieno (Valentini y col., 1993).
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1.2.3. Creacion de microestructuras de superficie en biomateriales como

guias de diferenciacion neural

El problema de como crecer células neurales manteniendo su morfologia y su
funcionalidad intrinsecas es muy antiguo (Rall W, 1959), pero no se realizaron experimentos
serios al respecto hasta 1994 de la mano de Fromherz y Schaden (Fromherz y Schaden, 1994).
Los trabajos de estos investigadores utilizando neuronas de sanguijuela en cultivo,
representaron el inicio del desarrollo de la tecnologia de crecimiento celular guiado. El siguiente
paso en este desarrollo consisti6 en la introduccion, en el afio 2002, de células
madre/progenitoras como fuente de células proliferativas e indiferenciadas (Englund y col.,
2002). Ese mismo afio, se demostro la habilidad de la combinacién de una matriz de PGA con
células en la reconstruccion del tejido nervioso perdido en ratas (Park y col., 2002). Ademas, la
aplicacion de nuevas tecnologias de microfabricacion de soportes en el campo de la
Neurobiologia entre los afios 2002 y 2003, ha llevado a muchos grupos de todo el mundo a
competir por el desarrollo de sustratos con microgeometrias de superficie con moléculas de
sefializacion que permitan el crecimiento y la diferenciacion neuronal guiada (Park y col., 2002;
Oliva y col., 2003; Vogt y col., 2005). Por ejemplo, en el afio 2006, se desarrollaron matrices
biodegradables multicanal para promover la regeneracion de la médula espinal dafnada in vivo
(utilizando células de Schwann como células nodrizas), obteniéndose unos resultados muy
prometedores en este sentido (Moore y col., 2006). Este mismo afio, aparecieron en la literatura
numerosos trabajos de desarrollo de matrices con distintas microgeometrias capaces de guiar la
regeneracion neural in vitro (Recknor y col., 2006; Tsai y col., 2006; Johansson y col., 2006).
Posteriormente, el descubrimiento de neuropéptidos capaces de regular el crecimiento axonal de
una forma selectiva supuso el inicio de los intentos por controlar la via de diferenciacion

dopaminérgica in vitro (Lin e Isacson, 2006; Lin y col., 2008).

De una manera generalizada, las principales areas de aplicacion de las nuevas tecnologias
de microfabricacion serian el desarrollo de biosensores, el desarrollo de matrices (del inglés,
arrays) de ADN/ARN/proteinas y el desarrollo de dispositivos (del inglés, chips) de aplicacion
en Ingenieria Celular y Tisular (Chow y col. 2008). De hecho, los sustratos con
microgeometrias estan empezando a ser usados como soportes para cultivo celular, lo que
conduce al desarrollo de nuevos ensayos que permiten controlar la adhesion, la proliferacion y
la diferenciacion celular de una manera selectiva (Khademhosseini y col., 2006; Borenstein y

col., 2007; Lee y col., 2008).

Entre las nuevas tecnologias de microfabricacion de bajo coste con aplicacion potencial

en el campo de la Biomedicina se encuentran la técnica de microestampacion por contacto (del
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inglés, microContact Printing, uCP) y la técnica de fotolitografia (del inglés, photolithography)
(Li y col.,, 2003). En ambos casos, tras el proceso de fabricacion del sustrato, puede haber un
paso posterior adicional de biofuncionalizacion o modificacion superficial del mismo, con el
objetivo de proporcionar a las células sefiales de adhesion, migracion, proliferacion y

diferenciacion especificas (Falconnet y col., 2006).

A continuacién, se presentan brevemente estas dos técnicas de creacion de

microestructuras de superficie.

1.2.3.1.Microestampacion por contacto

La técnica de microestampacion por contacto se utiliza para estampar ciertas moléculas
en la superficie de los sustratos mediante un molde o sello elastomérico con geometrias
definidas. Las moléculas a estampar se unen al sello (normalmente de Poli(Dimetil Siloxano),
PDMS) antes de contactar con la superficie en la que se van a depositar de manera especifica
(Zhang y col., 1999; Vogt y col., 2004). La resolucion de la geometria definida depende de la
distorsion del sello durante el proceso de estampado y del tamafio de las moléculas adheridas al

sello (Schmalenberg y Uhrich, 2005).

Una representacion esquematica de como se lleva a cabo el proceso de microestampacion

por contacto se presenta en la Figura 1.3.

1.2.3.2.Fotolitografia

En la técnica de fotolitografia se utiliza una fotoresina selectiva expuesta a luz UV
seguida de un ataque con disolventes para generar la estructura superficial deseada sobre el
soporte que se desea modificar superficialmente (Yim y col., 2005; Hasirci y Kenar, 2006; Karp
y col., 2006). Esta técnica se encuentra limitada a aplicaciones donde se requiere un mimetismo
del microambiente para el desarrollo celular. Los retos a alcanzar para la aplicacion efectiva de
esta técnica en el campo de la Biomedicina incluyen (i) el mantenimiento de la integridad
quimica de la superficie en presencia de los disolventes necesarios para definir el disefio final de

la misma, y (ii) el uso de sustratos planos.

Una representacion esquematica de como se lleva a cabo el proceso de fotolitografia se

presenta en la Figura 1.4.
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Figura 1.3. Representacion esquematica de la microfabricacién de sustratos con geometrias

definidas mediante la técnica de microestampacion por contacto.
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Figura 1.4. Representacion esquematica de la microfabricacion de sustratos con geometrias

definidas mediante la técnica de fotolitografia.
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Como ya se ha mencionado, ambas técnicas son muy importantes para la fabricacion de
biomateriales con microestructuras de superficie de aplicacion en cultivos neuronales, ya que
influyen en el comportamiento de las neuronas cuando son cultivadas sobre este tipo de
sustratos. El crecimiento axonal (Flemming y col., 1999; Li y Folch, 2005), la formacion de
sinapsis especificas (Goldner y col., 2006) o la regeneracion axonal (Schmalenberg y Uhrich,
2005) son algunas de las caracteristicas que se ven afectadas por esas microgeometrias
superficiales, haciendo que estas técnicas despierten un gran interés en la Ingenieria Tisular

aplicada al Sistema Nervioso.

Ademas, ambas técnicas han sido utilizadas para simular el efecto de la ECM en el
comportamiento neuronal (Schmalenberg y Uhrich, 2005). Para ello, se han utilizado tanto
moléculas estructurales naturales de la propia ECM neural como moléculas sefalizadoras del
crecimiento axonal. En algunas ocasiones, estas moléculas estructurales naturales han sido
sustituidas por materiales sintéticos como el poliestireno, el acido polilactico o la polilisina para
inducir la diferenciacion neuronal (Yang y col., 2005). En cualquier caso, los biomateriales con
microestructuras de superficie resultan de vital importancia para lograr un crecimiento y una

diferenciacion neuronal guiados apropiados (Miller y col., 2002).

1.2.4. Matrices extracelulares

Los tejidos animales son extraordinariamente interesantes desde el punto de vista de la
Ingenieria porque son materiales multicomponente (del inglés, composites) organizados
mediante una estructura ordenada jerarquicamente desde la escala nanométrica hasta la escala
macrométrica, lo cual determina sus propiedades y, consecuentemente, las funciones que
desempefian. Por lo tanto, los tejidos animales deben ser considerados estructuras complejas
constituidas tanto por las células como por la matriz extracelular que las alberga. Por ello, tanto
las células como la matriz extracelular determinan la estructura, las propiedades y la

funcionalidad de un tejido.

Durante muchos afios, se creyé que la matriz extracelular era so6lo una superficie de
soporte para los tejidos. Sin embargo, la presencia de una organizacion estructural bien definida
hace que la matriz extracelular sea algo muy diferente a una simple suspension de particulas en
un fluido, confiriéndole unas caracteristicas particulares de viscosidad, consistencia y resistencia
que consiguen que actue como adhesivo, lubricante y amortiguador de impactos (Ingber, 1991;
Boudreau y col., 1995). Ademas, su estructura porosa reticulada permite la difusion de oxigeno,

nutrientes, productos del metabolismo celular y moléculas de senalizacion intercelulares desde y
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hacia las células. Cabe destacar también que la dindmica de interaccion entre las células y la
matriz extracelular, a través de unas proteinas de membrana especificas conocidas como
integrinas, contribuye a la migracion, proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Ademas, en
la mayoria de los tejidos de los mamiferos, las células son dependientes de anclaje para
sobrevivir, es decir, se mueren si no disponen de un sustrato al que adherirse. Por ello, se dice
que la viabilidad de los tejidos depende de un soporte solido, a pesar de que cada tipo celular
necesita un tipo de soporte solido determinado, con un grado de dureza especifico, que
determina su proliferacion, diferenciacion y, en definitiva, su comportamiento (Discher y col.,

2005).

Como se muestra en la Figura 1.5, la matriz extracelular esta compuesta por proteinas,
glicoproteinas, glucosaminoglicanos, proteoglicanos, acido hialurénico, factores de crecimiento,
factores de sefializacidon, citoquinas y enzimas (Matins-Green, 1997; Hubbel, 2006).
Concretamente, los glucosaminoglicanos (como el heparan sulfato o el condroitin sulfato), que
al unirse a ciertas proteinas de la ECM forman los proteoglicanos, son los encargados de unir un
gran numero de factores de crecimiento que modulan su actividad (Varki y col., 1999). Por su
parte, las proteinas fibrosas (como el colageno, la laminina o la fibronectina) se encuentran
dispersas entre los proteoglicanos formando un reticulo con enlaces transversales que confieren

a la ECM propiedades de consistencia y resistencia a la deformacion.

En base a esta estructura, la matriz extracelular soporta y vehiculiza a las células hasta su
tejido diana, por lo que permite situar grandes cantidades de células de manera eficiente en una
zona especifica deseada, guiando el proceso de desarrollo del nuevo tejido (Marler y col., 1998).
En algunos casos, se ha utilizado la inyeccion directa de la suspension celular en el organismo
en ausencia de una ECM apropiada, pero resulta muy dificil controlar la localizacion exacta de

las células trasplantadas.

Por lo tanto, teniendo en cuenta la importancia de la matriz extracelular, el primer paso
para obtener un tejido biolégicamente funcional debe consistir en el desarrollo de un soporte
poroso, sintético o natural, que imite a la propia matriz extracelular de ese tejido, y sobre el que
se adhieran, proliferen y se diferencien las células potencialmente regenerativas,
preferiblemente obtenidas del propio paciente en el que se desea insertar el tejido desarrollado.
De esta manera, el soporte guiaré el crecimiento de las células y la sintesis tanto de nueva matriz

extracelular como de otras moléculas bioldgicas (Zhang y Ma, 2000).

Con lo sensible y lo complejo que es el cuerpo humano, y en particular el Sistema

Nervioso, los requerimientos basicos que deben cumplir las matrices extracelulares utilizadas en
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Ingenieria Tisular, y especialmente en Ingenieria Tisular aplicada al Sistema Nervioso, son

multiples y extremadamente exigentes (Murugan y Ramakrishna, 2007).

En primer lugar, y como ocurre con cualquier biomaterial destinado a ser insertado en el
cuerpo humano, la biocompatibilidad de la matriz extracelular resulta fundamental, por lo que
sus componentes no deben presentar ni citotoxicidad ni inmunogenicidad (Rezwana y col.,
2006). En relacion con esto, las matrices extracelulares desarrolladas deben ser facilmente
esterilizables para prevenir infecciones tanto en su superficie como en el interior de su
estructura porosa (Chaikof y col., 2002). Ademas, deben presentar unas propiedades mecanicas
adecuadas, similares a las del tejido diana, manteniendo su forma, su estructura y su integridad
en el ambiente agresivo que constituye el medio bioldgico (Money y Langer, 1995; Uemura y
col., 2003). Otro aspecto importante es que presente una microestructura adecuada, con una
porosidad y un diametro de poro 6ptimo para dirigir el crecimiento de cada tipo celular y ayudar
a la vascularizacion interna del tejido. El rango de diametro de poro 6ptimo abarca desde unos
escasos micrometros hasta cientos de micrometros, dependiendo de la naturaleza del tejido que
se desee regenerar. Ademas, debe ser biodegradable y con una velocidad de degradacion
apropiada que concuerde con la velocidad de formacion de nuevo tejido, de forma que la carga
se transfiera de forma progresiva (Langer y Vacanti, 1993). También cabe destacar la
importancia de que interactie con las células, mejorando las funciones de adhesion,
crecimiento, migracion y diferenciacion celulares. Finalmente, se deben poder fabricar con

distintos tamafos y formas y de una forma escalable.

Fibronectina

Matriz extracelular

e S— -

Figura 1.5. Modelo de organizacion macromolecular de la matriz extracelular (adaptado de Wiley y

col., 1999).
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1.2.4.1.Matrices extracelulares neurales

A pesar de que se han identificado numerosas moléculas relacionadas con el entorno
natural de las células nerviosas, s6lo unas pocas han sido investigadas desde el punto de vista de
la Ingenieria Tisular. Estas investigaciones in vitro se han centrado en la capacidad de adhesion

de las células neurales a esas moléculas y a su capacidad de extension neuritica.

Como ya se ha comentado, la matriz extracelular juega un papel muy importante en este
sentido, por lo que muchos de sus componentes proporcionan una base necesaria para el
crecimiento tanto de las neuronas como de las neuritas in vitro (Corey y Feldman, 2003). De
hecho, diversas enfermedades neurologicas (por ejemplo, la Enfermedad de Batten o la
Enfermedad de Fabry) tienen su origen en estructuras anomalas de la matriz extracelular neural
(del inglés, Neural ExtraCellular Matrix, NECM) que conducen a la aparicion de desordenes en
la transmision nerviosa (Cooper, 2003; Szpak y col., 2007). Incluso durante el desarrollo
embrionario, la NECM juega un papel muy importante en la formacion y expansion de la cresta

neural (Mina y col., 1990; Perris y Perissinotto, 2000).

A pesar de que la mayor parte de la NECM es amorfa, existen zonas densas
especializadas conocidas como redes perineuronales (del inglés, PeriNeural Networks, PNNs)
alrededor de las neuronas, con huecos en los sitios donde se establecen los contactos sinapticos
(Celio y col., 1998). Las redes perineuronales estan formadas por proteoglicanos (basados en
acido hialuronico y neurocanos), proteinas de union (colageno, laminina y fibronectina) y
neuropéptidos, y se encuentran involucradas en la regulacion de la plasticidad neuronal
(Pizzorusso y col., 2002) y en la neuroproteccion (Morawski y col., 2004). De hecho, las células
que se depositan en la NECM contintian proliferando porque se encuentran en un nicho
especializado que las nutre, las mantiene en estado proliferativo y las dirige hacia fenotipos
neuronales en el cerebro adulto (Hartig y col., 1999). Como se vera mas adelante, los ensayos
clinicos en los que se usan células madre neurales para el tratamiento de la Enfermedad de
Parkinson concluyen que el microambiente entre y alrededor de las células dafiadas permite el
desarrollo de nuevas neuronas dopaminérgicas, pero que el nimero de neuronas dopaminérgicas

funcionales que se generan es insuficiente para la clinica.
Por todo ello, resulta imprescindible desarrollar una NECM especifica donde las células

que se quieran utilizar para reemplazar a las células del Sistema Nervioso dafiado encuentren las

condiciones apropiadas para su posterior crecimiento y diferenciacion.
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1.3. TERAPIA CELULAR

Antes de pasar a definir el concepto de célula madre/progenitora y a presentar distintos
tipos de células madre/progenitoras con potencial en Terapia Celular dirigida a la reparacion del
Sistema Nervioso dafiado, es necesario comentar brevemente algunos aspectos importantes
tanto del desarrollo embrionario del Sistema Nervioso como de la neurogénesis existente en el

Sistema Nervioso adulto.

1.3.1. Desarrollo embrionario del Sistema Nervioso

El Sistema Nervioso de los vertebrados procede del ectodermo embrionario que,
mediante dos procesos de neurulacion consecutivos (neurulaciéon primaria y neurulacion
secundaria), da lugar al tubo neural (Figura 1.6). En el afio 2000, Jessel y Sanes describieron el
inicio de este proceso, mediado al menos por dos tipos de mecanismos: (i) el bloqueo de la
sefalizacion de las proteinas morfogenéticas del hueso (del inglés, Bone Morphogenetic
Proteins, BMPs) por moléculas inductoras de la neurulacion como las proteinas nogina (del
inglés, Noggin) y cordina (del inglés, Cordin), y (ii) la inhibicion de los genes que codifican las
BMPs por parte de los factores de crecimiento fibroblasticos (del inglés, Fibroblast Growth
Factors, FGFs) (Jessel y Sanes, 2000). Anatdmicamente, la neurulacion comienza con la
elevacion de los bordes externos del ectodermo embrionario que, a continuacion, se extienden
de una forma convergente medial hasta conectarse y fusionarse, con la consecuente separacion
del ectodermo cutaneo (Keller, 2005). De esta forma, una vez que se completa la formacion del
tubo neural, todo el Sistema Nervioso se encuentra cubierto por la piel. Posteriormente, se
produce la oclusion del tubo neural y el cierre del neuroporo anterior cranealmente al primer par
de somitas. De esta forma, se origina un tubo neural lleno de liquido, lo que constituye una
especie de sistema ventricular primitivo que genera una fuerza intraluminal, cuyo resultado sera
la formacién del cerebro, la médula espinal y los sistemas ventriculares definitivos. La
diferenciacion del tubo neural en las distintas regiones del Sistema Nervioso Central (SNC)
tiene lugar simultaneamente de tres formas diferentes: (I) a nivel anatémico, el tubo neural se
abulta y constrifie formando las distintas vesiculas del cerebro y de la médula espinal; (ii) a
nivel tisular, las células de la pared del tubo neural se reordenan para formar las distintas
regiones funcionales; y (iii) a nivel celular, las células neuroepiteliales se diferencian en los

distintos tipos de neuronas y de células gliales (Figura 1.7) (Gilbert, 2003).

Clasicamente, se proponia que estas células neuroepiteliales eran las que daban lugar

tanto a células progenitoras neuronales como gliales, a partir de las cuales se generaban
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neuronas y células gliales, respectivamente (Gilbert, 2003). Sin embargo, recientemente, se ha
demostrado que la mayor parte de las neuronas de las distintas regiones cerebrales proceden de
la glia radial (Anthony y col., 2004). Por un lado, el grupo del Dr. Howard habla de la glia
radial como el principal tipo de progenitor neural -ademas de su conocido papel en la migracion
neuronal-, a pesar de que sus caracteristicas moleculares y espaciotemporales aun son bastante
desconocidas (Howard y col., 2006). Por otro lado, el grupo del Dr. Alvarez-Buylla propone a la
glia radial como un tipo celular con capacidad de autorrenovacion y de generacion de fenotipos
neuronales en edades embrionarias, y neuronales y gliales en edades adultas (Alvarez-Buylla y
Lim, 2004). De esta forma, al concepto tradicional de generacion de neuronas y células gliales
se ha de afadir el de generacion de la glia radial. Por ello, se propone que las células
neuroepiteliales experimentan divisiones simétricas que permiten su expansion en un estadio
temprano del desarrollo, y que, posteriormente, sufren divisiones asimétricas que dan lugar a
una progenie diferenciada. En primer lugar, mediante una fase neurogénica en la que la glia
radial genera principalmente células progenitoras neuronales -ademas de ser utilizada para la
migracion radial-; y, mas adelante en el desarrollo, mediante una fase gliogénica en la que la
glia radial genera mayoritariamente precursores gliales que, a su vez, daran lugar a neuronas y a
células gliales (Temple, 2001; Merkle y Alvarez—Buylla, 2006; Shen y col., 2006). Por todo ello,
generalmente se defiende que las células madre neurales se deben encontrar en una de las fases
anteriores, generando mas progenitores neuronales o gliales dependiendo del momento del

desarrollo en el que se encuentren.

Ademas de los procesos de diferenciacion celular, la migracion neuronal es un proceso
fundamental que ocurre a lo largo del tubo neural y en las crestas neurales durante el desarrollo
embrionario del Sistema Nervioso. Las células postmitoticas inmaduras tienen que migrar desde
su lugar de produccion (zona ventricular) hasta su destino definitivo. Mediante esta migracion,
las neuronas se sitlan en posiciones especificas para su interaccion con otras neuronas. La
posicion final de cada neurona postmitdtica es especialmente critica, ya que la funcién neural
depende de las conexiones precisas que se establezcan entre las neuronas y sus dianas. En
muchas regiones del SNC, las neuronas son guiadas a su destino final en intimo contacto con las
prolongaciones de la glia radial, un tipo especial de célula glial que actia como guia celular
(migracion radial), tal y como se apuntaba anteriormente (Figura 1.7). En este proceso ciertas
moléculas de adhesion (como la laminina o la fibronectina) y ciertas moléculas sefializadoras
(como las integrinas o la neuregulina) estan presentes tanto en la neurona migratoria como en la
glia radial, determinando la unién de la neurona con la célula glial, su desplazamiento y
separacion. En base a estos conceptos, se hace patente la necesidad de un soporte que guie la
diferenciacion y la migracion neuronal y glial a la hora de reconstruir el tejido nervioso dafiado,

tal y como ocurre en el Sistema Nervioso en desarrollo.
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Figura 1.6. Representacion de las principales etapas que tienen lugar durante la formacion del tubo

neural (futuro Sistema Nervioso) (adaptado de Purves y col., 2008).
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1.3.2. Neurogénesis adulta

Hasta los afios sesenta, se pensaba que el cerebro adulto era una estructura bastante
estatica, sin capacidad de renovacion ni para generar nuevas neuronas ni para formar nuevas
conexiones neuronales. Sin embargo, a principios del siglo XX, Ramoén y Cajal ya postuld que
la falta de regeneracion nerviosa en el SNC podria no ser un hecho totalmente irreversible, y
que el crecimiento de las fibras nerviosas estaria limitado por el medio fisico y quimico que
rodea a dichas fibras (Ramén y Cajal, 1913-1914). Entre 1968 y 1969, Hinds y Altman
demostraron la capacidad del cerebro adulto para generar nuevas neuronas en roedores (Hinds,
1968; Altman, 1969), a pesar de que el pensamiento prevalente hasta ese momento era que las
unicas células que se regeneraban en el Sistema Nervioso adulto eran las células gliales. En ese
momento, comenzd a hablarse de neurogénesis en el cerebro adulto (Chojnacki y col., 2009).
Posteriormente, estas observaciones fueron apoyadas por otros autores que trabajaban con
pajaros (Nottebohm, 2002), con roedores (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Doetsch y col., 1999),

con primates no humanos (Kornack y Rakic, 2001) y con humanos (Sanai y col., 2004).

Mientras que en el SNC embrionario se han aislado células madre/progenitoras neurales
de practicamente todas las regiones estudiadas (Temple, 2001; Vicario-Abejon y col., 2003), en
el SNC adulto la neurogénesis queda restringida a tres zonas determinadas (Ming y Song, 2005)
que son (i) la zona subventricular (Reynolds y col., 1992; Doetsch y col., 1999; Capela y
Temple, 2002; Sanai y col., 2004); (ii) la capa subgranular del giro dentado del hipocampo
(Gage, 2000; Palmer y col., 2000) 6, segin otros autores, la capa subependimal del ventriculo
lateral proxima al giro dentado (Seaberg y van der Kooy, 2003); y (iii) el bulbo olfatorio
(Pagano y col., 2000; Gritti y col., 2002; Liu y Martin, 2003). Algunos autores apuntan, ademas,
la existencia de neurogénesis en la médula espinal (Weiss y col., 1996), en la corteza cerebral
(Gould y col., 1999) o, incluso, en la sustancia negra (Lie y col., 2002; Zhao y col., 2003), pero

sus observaciones resultan muy controvertidas.

A pesar de ser mas escasas las regiones del SNC adulto donde se pueden encontrar
células madre/progenitoras neurales, el hecho de que la fuente de obtencidon de las mismas sea
un tejido adulto, hace que las células madre/progenitoras neurales adultas sean muy atractivas
para su uso en Terapia Celular y en Medicina Regenerativa, evitando con ello los problemas
éticos que se presentan en determinados sectores de la sociedad con el uso de las células madre

embrionarias (Lledo y col., 2006).

A continuacion se presentan las caracteristicas fundamentales que definen tanto a las

células madre embrionarias como a las células madre/progenitoras adultas, con indicacion de
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algunos de los tipos de células madre/progenitoras neurales mas atractivas para su utilizacion en

Terapia Celular aplicada al Sistema Nervioso dafiado.

1.3.3. Células madre

Las células madre (del inglés, Stem Cells, SCs) fueron descubiertas por primera vez en el
afio 1963 por el grupo del Dr. Becker cuando, al inyectar células derivadas de médula 6sea en
ratones inmunosuprimidos, se dieron cuenta de que el nimero de nédulos que se formaban en el
bazo de estos ratones era proporcional al nimero de células de médula o6sea inyectadas,
concluyendo que cada nodulo se formaba a partir de una sola célula (Becker y col., 1963).
Seguidamente, descubrieron que estas células eran capaces de auto-renovarse de forma

indefinida, principal caracteristica de las células madre.

Las células madre son células indiferenciadas que presentan dos caracteristicas esenciales
que las definen: (i) la capacidad ilimitada de auto-renovarse y (ii) la capacidad de generar,
mediante division simétrica, dos células madre similares a ella misma, o, mediante division
asimétrica, una célula madre y una célula progenitora que podra dar lugar a células de distintos
linajes bajo las condiciones adecuadas (Weissman, 2000; Korbling y Estrov, 2003; Li y Xie,
2005; Morrison y Spradling, 2008). A diferencia de las células madre, las células progenitoras
(del inglés, progenitor cells) se definen como células proliferativas, con capacidad limitada de
auto-renovacion, frecuentemente unipotentes y con una capacidad de diferenciacion mas
limitada que las células madre. El término de célula precursora (del inglés, precursor cell) no es
tan estricto en su definicion y se utiliza para cualquier célula temprana en el desarrollo (McKay,
1997). Por lo tanto, la diferencia entre célula progenitora y célula precursora no se encuentra
bien definida y, en ocasiones, se emplean ambos términos de forma indistinta aunque
considerando en todo momento que la célula progenitora es una célula mas cercana a la célula

postmitotica y diferenciada (Seaberg y van der Kooy, 2003).

Tanto las células madre como las células progenitoras/precursoras se encuentran
presentes en embriones tempranos, en tejidos fetales y, posiblemente, en la mayoria de los
tejidos adultos, de los cuales, la médula 6sea y la sangre son los ejemplos mejor estudiados. Por
lo tanto, dependiendo del grado de desarrollo de la fuente de obtencion, las células madre se
pueden clasificar en tres tipos basicos: (i) embrionarias, (ii) fetales y (iii) adultas (Sun y col.,
2007). Por otro lado, dependiendo de su potencial de desarrollo, se pueden distinguir tres tipos
de células madre: (i) el zigoto y las células que se obtienen del mismo en las divisiones iniciales

(es decir, el embrion en los estadios de 2 y 4 cé€lulas), que al ser células totipotentes pueden dar
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lugar tanto al trofoblasto (que dara lugar a su vez a la placenta) como a todos los tipos celulares
que constituyen el embrion; (ii) las células madre embrionarias (del inglés, Embryonic Stem
Cells, ESCs), que se encuentran presentes en la masa celular interna del blastocisto antes de su
implantacion y que, al ser células pluripotentes, pueden dar lugar a células de las tres capas
embrionarias (ectodermo, mesordermo y endodermo) y a células germinales; y (iii) las células
madre no embrionarias (del inglés, non-Embryonic Stem Cells, non-ESCs) o adultas, que, al ser
células multipotentes, encuentran limitada su capacidad de dar lugar a distintos tipos celulares.
Dentro de estas ultimas, se pueden distinguir las células madre germinales -implicadas en la
reproduccion- de las células madre somaticas -necesarias para la organogénesis-, estando ambos
tipos de células localizados en microambientes o nichos especializados (del inglés, niches)
después del nacimiento (Li y Xie, 2005; Bajada y col., 2008). En base a estudios realizados con
células madre somaticas de diversos tejidos, se ha llegado al consenso de que estas células
madre son células morfoldégicamente y bioquimicamente indiferenciadas que poseen un gran
potencial proliferativo, siendo responsables del mantenimiento en el tiempo y de la regeneracion
del tejido al que pertenecen. Ademas, representan una baja proporcion de células en
comparacion con su progenie amplificadora transitoria (del inglés, transit amplifying cells)
-junto a la que se situan siguiendo el esquema de célula madre — célula amplificadora
transitoria — célula terminalmente diferenciada-, y proliferan lentamente in vivo (lo que les
permite conservar su potencial proliferativo y minimizar los errores que ocurren en el ADN
durante la replicacion), a pesar de que pueden proliferar intensamente en respuesta a distintos
estimulos de crecimiento. Finalmente, se localizan en regiones bien definidas

morfologicamente, protegidas y altamente vascularizadas.

1.3.3.1.Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias fueron aisladas por primera vez en 1981 (Evans y
Kaufman, 1981; Martin, 1981) a partir de blastocistos de raton, utilizando técnicas basadas en
las técnicas de cultivo de las células madre de carcinoma. Desde entonces y, sobre todo, a partir
del aislamiento de las ESCs humanas en 1998 (Thomson y col., 1998), este tipo de c€lulas han
sido objeto de numerosas investigaciones con el objetivo de conocer sus propiedades biologicas

y su potencial terapéutico.

Como se ha apuntado anteriormente, las ESCs: (1) son células indiferenciadas con
capacidad clonogénica; (2) son células pluripotentes; (3) tienen un cariotipo diploide estable;
(4) generan teratomas si son transplantadas en ratones inmunodeprimidos; (5) son capaces de

integrarse en el blastocisto de un embrion en desarrollo y formar quimeras; (6) se caracterizan
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por la expresion de determinados marcadores de superficie (como SSEA 1-4) y de determinados
factores de transcripcion (como Oct-4 y Nanog) (Matsuda y col., 1999; Cavaleri y Scholer,
2003), asi como por la expresion de determinados enzimas (como fosfatasa alcalina y
telomerasa) que podrian explicar, en parte, su capacidad ilimitada de auto-renovacion; (7) son

células faciles de modificar genéticamente.

Aunque estas células tienen una vida corta en el embrion in vivo, pueden propagarse de
manera indefinida in vitro en un estado indiferenciado, cultivindolas en presencia del factor
inhibidor de la leucemia (del inglés, Leukemia Inhibitory Factor, LIF) (Williams y col., 1988)
y/o sobre una capa de fibroblastos murinos embrionarios (del inglés, Mouse Embryonic
Fibroblasts, MEFs) -mitéticamente inactivados mediante irradiaciéon o mediante tratamiento
con mitomicina- que actlian como células nodrizas (Reubinoff y col., 2000). Ademas, si las
ESCs son cultivadas en condiciones no adherentes (sin suero) forman los llamados cuerpos
embrioides, que son unos agregados clonales esféricos compuestos por células madre
indiferenciadas, células progenitoras determinadas y células diferenciadas espontdneamente
hacia toda clase de fenotipos en funcion de los factores troficos y de las moléculas senalizadoras

presentes en el medio de cultivo.

La diferenciacion de las ESCs en células neuronales fue publicada en 1995 por tres
grupos de investigacion independientes (Bain y col., 1995; Fraichard y col., 1995; Striibing y
col., 1995). Posteriormente, diversos estudios también han demostrado la capacidad de las ESCs
de generar precursores neuronales (Okabe y col., 1996), neuronas serotoninérgicas (Finley y
col., 1996), gabaérgicas (Lee y col., 2000), glutamatérgicas (Kawasaki y col., 2000),
dopaminérgicas (Lee y col., 2000) y motoras (Wichterle y col., 2002). Ademas de neuronas,
también se han obtenido otros linajes neurales a partir de ESCs, como oligodendrocitos

(Tropepe y col., 2001) y astrocitos (Tang y col., 2002).

A pesar de ello, la eficiencia de la diferenciacion neural a partir de ESCs resulta baja
comparada con otros linajes celulares, como el mesenquimal o el hematopoyético, por lo que,
actualmente, se estd haciendo hincapi¢é en la diferenciacion a partir de células

madre/progenitoras neurales adultas (Zhou y col., 2008).

33



Introduccion

1.3.3.2.C¢élulas madre/progenitoras neurales adultas

El descubrimiento de las células madre/progenitoras neurales (del inglés, Neural Stem
Cells, NSCs) en el SNC de mamiferos se produjo en base a estudios clasicos sobre
hematopoyesis y desarrollo neural en invertebrados (Potten y Loeffler, 1990). A pesar de que,
como se comentd anteriormente, en 1969 Altman defini6 la existencia de neurogénesis en el
cerebro adulto (Altman, 1969), no fue hasta 1992 cuando Reynolds y Weiss demostraron la
existencia de NSCs en animales adultos, mediante su analisis clonal, su expansion in vitro y su
diferenciacion hacia los tres fenotipos neurales del Sistema Nervioso (astrocitos,

oligodendrocitos y neuronas) (Reynolds y Weiss, 1992).

Por lo tanto, las NSCs son células determinadas hacia el linaje neural pero con capacidad
de auto-renovacion, indiferenciadas y multipotentes (McKay, 1997; Gage, 2000; Temple, 2001).
Crecen en suspension en medio de cultivo sin suero (condiciones no adherentes) suplementado
con factores de crecimiento -como el factor de crecimiento epidérmico (del inglés, Epidermal
Growth Factor, EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (del inglés, Fibroblast
Growth Factor 2 or basicc FGF2)-, formando unos agregados celulares esféricos,
tridimensionales, heterogéneos y no adherentes conocidos como neuroesferas (del inglés,
neurospheres), que pueden dar lugar tanto a neuronas como a células gliales cuando se cultivan

en sustratos adhesivos en ausencia de estos factores de crecimiento (Reynolds y Weiss, 1992).

Por este motivo, la técnica del cultivo de neuroesferas, descrita con mas detalle por
Reynolds y Weiss en 1996 (Reynolds y Weiss, 1996) y representada en la Figura 1.8, se utiliza
ampliamente como método de cultivo estandar para la obtenciéon de NSCs con capacidad de
auto-renovacion (Singec y col., 2006; Brewer y Torricelli, 2007). Sin embargo, no siempre se
consigue la proliferacion deseada de estas células en cultivo, sobre todo en el caso de humanos,
lo que sugiere la necesidad de una alta densidad celular, factores autocrinos/paracrinos y
contactos celulares para inducir dicha proliferaciéon (Hulspas y col., 1997). Aunque el proceso
de formacién de neuroesferas todavia no se conoce con detalle, la presencia o ausencia de
formacion de neuroesferas en cultivo se utiliza para determinar si una célula puede ser una NSC
o no; el nimero de neuroesferas que se forman se utiliza como medida comparativa en la
capacidad de obtencion de NSCs de diferentes regiones o edades; el nimero de células dentro
de una neuroesfera se utiliza para medir el grado de clonogenicidad a partir de una unica NSC;
la composicion de una neuroesfera se utiliza para medir el grado de determinacion neural dentro
de un clon; y el diametro de una neuroesfera se utiliza para medir el potencial mitogénico de

moléculas inductoras (Deleyrolle y col., 2008).
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Figura 1.8. Aislamiento y expansion de células madre/progenitoras neurales utilizando el ensayo de

neuroesferas (adaptado de Reynolds y Rietze, 2005; y de Jensen y Parmar, 2006).

A pesar de que, inicialmente, la formacion de neuroesferas fue descrita solo a partir de
tejido nervioso, la caracterizacion de estructuras similares a neuroesferas (mamoesferas,
dermoesferas, cromoesferas, mioesferas) ha sido descrita en varios tejidos no nerviosos (tejido
mamario, piel, médula adrenal y mtsculo, respectivamente) para definir y medir el potencial de
las células madre de dichos tejidos (Ponti y col., 2005; Gago y col., 2009; Chung y col., 2009;
Nomura y col., 2007).

El proceso de diferenciacion de las NSCs en células con fenotipo neuronal o glial, es
inducido en condiciones de cultivo adherentes (con suero) mediante la retirada de los mitdgenos
EGF y FGF2 y la adicion de factores de induccion neuronal o glial especificos, respectivamente.
A medida que el proceso de diferenciacion avanza, las NSCs limitan su capacidad de
autorrenovacion y su potencialidad, disminuyendo la expresion de ciertas proteinas asociadas a
la pluripotencialidad neural, y aumentando la expresion de otras proteinas asociadas
especificamente a fenotipos neuronales y gliales en distintos estadios de diferenciacion,

respectivamente.
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En referencia a las proteinas expresadas de forma especifica por las NSCs en estadios de
pluripotencialidad, cabe destacar la expresion de las proteinas citoesqueléticas nestina (del
inglés, nestin) (Johansson y col., 2002) y GFAP (del inglés, Glial Fibrillary Acidic Protein)
(Alvarez-Buylla y Lim, 2004) asi como la expresion de la proteina de union al ARN musashi-1
(Sakakibara y col., 2006). Sin embargo, hoy en dia todavia se desconoce un patrén tnico de
expresion de proteinas especificas de NSCs adultas que, ademas, permita diferenciar
minuciosamente entre células madre, células progenitoras y células precursoras neurales. Por
ejemplo, en el caso de la nestina, la deteccion de esta proteina mediante inmunomarcaje
especifico no permite diferenciar entre células madre y células progenitoras/precursoras
neurales, ya que, en ambos casos, la nestina se expresa de la misma manera, al igual que lo hace
en la mayoria de las células del neuroepitelio embrionario antes de la neurogénesis. Sélo cuando
estas cé€lulas comienzan su proceso de diferenciacion, disminuye la expresion de nestina y
aumenta la expresion de otras proteinas especificas de la diferenciacion neuronal (como
B-1II-tubulina y MAP2), astrocitica (como GFAP) y glial (como O4), respectivamente (Cattaneo
y McKay, 1990; McKay, 1997).

1.3.3.2.1. Células  madre/progenitoras  neurales de la zona

subventricular

Como se ha comentado anteriormente, una de las zonas neurogénicas del cerebro adulto
es la zona subventricular (del inglés, SubVentricular Zone, SVZ), situada de forma adyacente a
los ventriculos laterales. En esta zona se encuentran las NSCs que van a generar nuevas
neuronas en el bulbo olfatorio. En el cerebro de roedores adultos, las NSCs migran alineadas (a
través de la corriente migratoria rostral) formando cadenas de neuroblastos migratorios que
mantienen la capacidad de dividirse hasta alcanzar el bulbo olfatorio. Una vez en ¢l, las
neuronas inmaduras se dispersan radialmente y completan su diferenciacion en neuronas
postmitoticas gabaérgicas y dopaminérgicas (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Doetsch y col.,
1999; Pencea y Luskin, 2003). En el cerebro de humanos adultos, no se han descrito las cadenas
de neuroblastos migratorios como tales, pero si se han observado unas células aisladas con

morfologia migratoria en la zona subventricular anterior (Quifiones-Hinojosa y col., 2006).

Concretamente, la organizacion celular de la zona subventricular de los roedores fue
descrita por Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo en el afio 2002 (Alvarez-Buylla y Garcia-
Verdugo, 2002). Como se muestra en la Figura 1.9.A, los distintos tipos celulares que
constituyen la SVZ se encuentran dispuestos de una forma caracteristica en la pared del

ventriculo. Por un lado, las células de tipo B (GFAP positivas) son NSCs con capacidad de
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auto-renovacion y multipotencialidad; estas células son capaces de generar células de tipo C, es
decir, células de amplificacion transitoria y alta capacidad de proliferacion, y que son capaces, a
su vez, de generar células de tipo A, es decir, neuroblastos migratorios que se dirigen por la
corriente migratoria rostral hasta alcanzar el bulbo olfatorio (Doetsch, 2003). Por otro lado, en
contacto directo con el ventriculo, se encuentra una monocapa de células ependimales ciliadas
(células de tipo E) que son las responsables de producir los factores de sefializacion que regulan

el comportamiento de las NSCs (por ejemplo, Noggin, Shh y Notch).

En la SVZ de los humanos, también existe una monocapa de células ependimarias en
contacto directo con el ventriculo, pero el resto de la organizacion celular de la SVZ es distinta.
Asi, entre esta monocapa de células ependimarias y la monocapa de NSCs se encuentra un
espacio hipocelular y, tras la monocapa de NSCs, se encuentra una zona de transicion al

parénquima cerebral (Quifiones-Hinojosa y col., 2006).

A pesar de que el destino final de los neuroblastos generados por las NSCs de la SVZ es
el bulbo olfatorio, si se produce una lesiéon en otras zonas del cerebro (por ejemplo el ntcleo
estriado), éstos neuroblastos pueden migrar hasta dicha regién para diferenciarse en nuevas
neuronas caracteristicas de la region lesionada (en este caso, neuronas estriatales) (Figura
1.9.B). Precisamente, esta capacidad de plasticidad y migracion de los neuroblastos generados a
partir de las NSCs de la SVZ de los cerebros adultos, es lo que hace tan interesante a estas
células como fuente de obtencion de neuronas especializadas para Terapia Celular, sobre todo,

de neuronas dopaminérgicas con aplicacion en la Enfermedad de Parkinson.
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Figura 1.9. La zona subventricular es una zona de neurogénesis en el cerebro adulto. (A)
Representacion esquematica de la SVZ de roedores adultos donde se muestra que la zona adyacente a los ventriculos
laterales contiene NSCs (células de tipo B) que mantienen el contacto con la lamina basal de los vasos sanguineos.
Estas células generan unas células transitorias con alta tasa proliferativa (células de tipo C) que, a su vez, son las que
generan los neuroblastos (células de tipo A) que migran hacia el bulbo olfatorio. (B) Ejemplo en el que se muestra
que una lesion en el cortex puede activar la generacion de neuroblastos a partir de NSCs de la SVZ, que migran hacia
la region lesionada para diferenciarse en nuevas neuronas estriatales. (Adaptado de Alvarez-Buylla y col., 2002; y de

Lindvall y col., 2004; Curtis y col., 2007).
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1.3.3.2.2. Células madre/progenitoras derivadas de la cresta neural

La cresta neural -estructura transitoria que se forma durante el desarrollo embrionario del
Sistema Nervioso-, estda formada por una poblacion heterogénea de células transitorias (tanto
células madre multipotentes como células progenitoras/precursoras comprometidas a un linaje
especifico, con distintos potenciales de proliferacion y de diferenciacion) que migran desde la
zona dorsal del tubo neural hasta distintas regiones del embrion en desarrollo, donde se
diferencian a distintos tipos celulares (neuronas y células gliales del SNP, células endocrinas,
melanocitos, células musculares lisas, células de tejido conectivo, células de tejido cartilaginoso
y células de hueso de cabeza y cuello) (Barembaum y Bronner-Fraser, 2005; Le Douarin y col.,
2007; Dupin y col., 2007). Consecuentemente, estudios recientes han demostrado la existencia
de células madre/progenitoras derivadas de la cresta neural en diversos tejidos adultos como
nervios y ganglios periféricos, intestino, cuerpo carotideo, pulpa dental, corazén y dermis (Le

Douarin y col., 2008).

En el caso del cuerpo carotideo, las células madre/progenitoras presentes en ¢l muestran
un elevado potencial neurogénico y producen factores dopaminérgicos y neurotroficos -de
especial relevancia es el GDNF (del inglés, Glial Derived Neurotrophic Factor)-, por lo que
suponen una fuente celular importante en Terapia Celular, sobre todo, para la obtencion de

neuronas dopaminérgicas aplicables a la Enfermedad de Parkinson (Lopez-Barneo y col., 2009).

En el caso de la dermis, estudios pioneros realizados por el grupo de la Dra. Miller,
demostraron la existencia, tanto in vitro como in vivo, de células progenitoras multipotentes
derivadas de la cresta neural presentes en la dermis tanto de ratones (Toma y col., 2001;
Fernandes y col., 2004) como de humanos (Toma y col., 2005). De hecho, la demostracion
formal de que estas células dérmicas derivan de la cresta neural se realiz6 mediante estudios de
trazado de linaje en raton Wntl1-Cre/R26R (raton doble transgénico; herramienta mas utilizada
para trazar el destino de las células de la cresta neural desde el desarrollo embrionario hasta el
adulto) mediante hibridaciones in situ de piel murina embrionaria y adulta (Fernandes y col.,
2004; Hunt y col., 2008). Recientemente, también se ha descrito su existencia en otros modelos
animales como el cerdo (Dyce y col., 2004), el perro (Valenzuela y col., 2008) y la rata
(Biernaskie y col., 2007; Hunt y col., 2008). En este tltimo caso, se han conseguido diferenciar
neuronas dopaminérgicas que, al ser transplantadas en el cerebro de ratas parkinsonianas,
conducen a una mejora significativa de los sintomas asociados a esta enfermedad (Kubo y col.,
2009; Higashida y col., 2010). Dada la importancia de estas células como fuente de obtencion
de neuronas dopaminérgicas, las caracteristicas detalladas de estas células se mostraran mas

ampliamente en el apartado siguiente.
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1.3.3.2.3. Células precursoras neurales derivadas de la piel

Desde la publicacion del trabajo de Joshi y Enver en 2002 que demostraba que ciertas
células madre adultas presentaban un amplio repertorio de diferenciacion (Joshi y Enver, 2002),
el interés de la Medicina Regenerativa se ha centrado en la posibilidad de obtener células madre
a partir de tejidos adultos de forma alternativa a las células madre embrionarias. En este sentido,
la poblacion de células madre/progenitoras ideales seria aquella que derivara del propio

paciente, permitiendo la realizacion de trasplantes aut6logos.

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano vy, al igual que el Sistema Nervioso,
se forma a partir del ectodermo durante el desarrollo embrionario, tal y como se ha presentado
anteriormente. En el afio 2001, el grupo de la Dra. Miller aisl6 y caracterizé una poblacion de
células precursoras multipotentes a partir de la dermis de mamiferos (Toma y col., 2001),
utilizando un protocolo similar al descrito por Reynolds y Weiss en 1992 para aislar y cultivar
NSCs del tejido nervioso (Reynolds y Weiss, 1992). En un primer momento, estas células
fueron aisladas a partir de piel de raton y fueron diferenciadas tanto en células neurales como en
células mesodérmicas (Toma y col., 2001; Fernandes y col., 2004). A pesar de que también se
pueden aislar células precursoras mesenquimales a partir de la piel, los autores sugirieron que
estas células eran un tipo diferente, por lo que las llamaron células precursoras derivadas de piel
(del inglés, SKin-derived Precursors, SKPs) (las células precursoras mesenquimales no
responden al protocolo descrito por Reynolds y Weiss). Como ya se ha comentado, una
poblacion de células madre embrionarias endogenas que presenta un potencial similar a estas
células y que contribuye a la formacion de la dermis, es la poblacion de células
madre/progenitoras de la cresta neural, por lo que se ha pensado que las SKPs representan a
células precursoras relacionadas con la cresta neural embrionaria que aparecen en la piel durante
la embriogénesis y persisten en bajo nimero en ella durante la edad adulta (Toma y col., 2001;
Fernandes y col., 2004). De hecho, las SKPs proliferan de forma similar a las NSCs en medio de
cultivo no adherente (sin suero) suplementado con los mitéogenos EGF y FGF2, formando
estructuras similares a las neuroesferas (ESNs). Ademads, una subpoblacion de estas células
también expresa la proteina nestina -igual que las NSCs- y ciertos factores de transcripcion
como Slug, Snail, Twist y Pax3 -igual que las células de la cresta neural-, pudiéndose
diferenciar en células que expresan la proteina B-IlI-tubulina (del inglés, p-IlI-tubulin) y que

presentan una morfologia de neuronas recién formadas.

Por todo ello, se afirmé que las SKPs son células precursoras adultas multipotentes: (i)
que crecen en suspension formando estructuras similares a neuroesferas en presencia de EGF y

FGF2; (ii) que expresan nestina y fibronectina -proteinas expresadas por las NSCs-, vimentina

40



Introduccion

-proteina expresada por las células mesodérmicas-, y factores de transcripcion como Slug, Snail,
Twist, Pax3 y Pax9 -expresados por las células de la cresta neural embrionaria-; (iii) que se
pueden mantener en cultivo durante largos periodos de tiempo; y (iv) que se pueden diferenciar
tanto en neuronas como en células gliales -incluyendo neuronas periféricas y células de

Schwann-, ademas de en células musculares lisas (Toma y col., 2005).

Recientemente, distintos autores han publicado protocolos especificos para llevar a cabo
el aislamiento, el mantenimiento y la proliferacion de SKPs de diferentes modelos animales y de
humanos, y para diferenciar estas células tanto a neuronas (células B-IlI-tubulina positivas)
como a células de Schwann (células MBP y S100 positivas), tanto in vitro como in vivo (Toma
y col., 2001; Fernandes y col., 2004; Joannides y col., 2004; Toma y col., 2005; Biernaskie y
col., 2006; Fernandes y col., 2006; McKenzie y col., 2006; Biernaskie y col., 2007; Gingras y
col., 2007; Valenzuela y col., 2008; Fernandes y Miller, 2009; Hunt y col., 2009; Kubo y col.,
2009; Higashida y col., 2010). En el caso de la diferenciacion glial, se ha demostrado que las
SKPs responden a sefiales de la cresta neural (por ejemplo, neuregulinas) dando lugar a células
de Schwann que expresan fenotipo mielinizante cuando se co-cultivan con axones periféricos
(Biernaskie y col., 2006; Biernaskie y col., 2007). En el caso de la diferenciacion neuronal,
estudios electrofisiologicos de SKPs diferenciadas en condiciones neurogénicas durante mas de
30 dias en cultivo mostraron que las neuronas generadas eran capaces de sufrir despolarizacion
al producirse un incremento transitorio de calcio intracelular (Joannides y col., 2004), pero eran

incapaces de generar potenciales de accion (Fernandes y col., 2006; Collo y col., 2006).

A pesar de ello, las SKPs representan una fuente autdloga accesible y disponible de
células precursoras neurales de gran utilidad en Medicina Regenerativa aplicada al Sistema
Nervioso dafnado. Asi, por ejemplo, las células de Schwann diferenciadas a partir de SKPs se
pueden aplicar en la reparacion de la médula espinal dafiada, aunque siempre teniendo en cuenta

que su potencial de expansion es limitado (McKenzie y col., 2006).

1.3.3.3.Diferenciacion de células madre/progenitoras neurales en neuronas

dopaminérgicas para el tratamiento de las Enfermedad de Parkinson

Uno de los principales objetivos de muchos grupos de investigacion de todo el mundo es
la generacion de neuronas dopaminérgicas a partir de células madre, células
progenitoras/precursoras u otros tipos celulares, con el fin de obtenerlas en suficiente cantidad
como para poder trasplantarlas en modelos animales de Enfermedad de Parkinson y, finalmente,

en pacientes que sufran esta enfermedad neurodegenerativa (Lindvall y col., 2004).
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Los tres tipos de células diferenciadas del Sistema Nervioso, es decir, neuronas, astrocitos
y oligodendrocitos, se pueden diferenciar, ademas de por sus morfologias especificas, por la
expresion de ciertas proteinas como NeuN, B-IlI-tubulina, NFL. 6 MAP2 en el caso de las
neuronas; GFAP en el caso de los astrocitos; u O1/4 en el caso de los oligodendrocitos.
Ademas, las neuronas diferenciadas maduras se pueden distinguir y clasificar en funcion del
neurotransmisor que secretan. Asi, las neuronas dopaminérgicas secretan el neurotransmisor
dopamina, por lo que presentan en su citoplasma un enzima especifico para su sintesis (que no
comparten con otros tipos de neuronas) conocido como tirosina hidroxilasa (del inglés, tyrosine
hydroxylase, TH), y expresan en su membrana proteinas especificas para su transporte (del
inglés, DopAmine Transporter proteins, DATs). Por ello, tanto la tirosina hidroxilasa como los
transportadores de dopamina se pueden utilizar como proteinas marcadoras especificas de

neuronas dopaminérgicas funcionales.

Una de las estrategias mas utilizadas a la hora de diferenciar células madre/precursoras
hacia fenotipos neurales in vitro es la utilizacién de moléculas solubles que imitan el patron de
estimulos que la célula recibe durante su desarrollo natural por accion de su entorno inmediato.
Por ello, a continuaciéon se presentan algunas de las moléculas inductoras, primero, de la

diferenciacion neuronal y, segundo, de la diferenciacion neuronal dopaminérgica.

1.3.3.3.1. Moléculas inductoras de la diferenciacion neuronal

Los factores neurotroficos o neurotrofinas son proteinas solubles que regulan la
supervivencia, la proliferacion, la plasticidad, la diferenciacion y la muerte de las células
neuronales (y musculares), por lo que son esenciales para la formacion de los circuitos
neuronales maduros. Los factores neurotréficos median sus acciones mediante interaccion con
receptores del tipo Trk (TrkA, TrkB y TrkC) y del tipo p75™'%, desencadenando tres clases de
respuestas diferentes: (i) supervivencia/muerte neuronal; (ii) estabilizacion/eliminacion de

sinapsis neuronales; y (iii) crecimiento/retraccion de prolongaciones neuriticas.

Entre los distintos factores neurotroficos descritos en la literatura (NGF, BDNF, NT-3,
NT4/5, CNTF, GDNF) (Bergado-Rosado y Almaguer-Melian, 2000), a continuacion se centrara
la atencion en el factor de crecimiento nervioso (del inglés, Nerve Growth Factor, NGF) y en el
factor neurotrofico derivado del cerebro (del inglés, Brain Derived Neurotrophic Factor,
BDNF), por ser los dos factores neurotroficos que se utilizaran en los protocolos de

diferenciacion neuronal utilizados en este trabajo, como se mostrard mas adelante.
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El NGF fue descubierto hace 60 afios (Levi-Montalcini y Hamburger, 1951) y, desde
entonces, se ha caracterizado extensamente su papel en el desarrollo neural. Ademas,
recientemente, se han descubierto acciones inesperadas del NGF en células no neurales
(musculares). Los mecanismos moleculares de accion del NGF se basan en gran medida en
estudios realizados con células de feocromocitoma de rata (PC12), que se diferencian en células
similares a neuronas simpaticas al ser tratadas con NGF (Greene y Tischler, 1976). En el SNC,
ademas de su implicacién en la supervivencia neuronal, el NGF media otras funciones
superiores como el aprendizaje, la memoria y el comportamiento. De hecho, alteraciones en los
niveles de NGF estan implicados en varias enfermedades neurodegenerativas (como la
enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Huntington) y transtornos psiquiatricos (como la
depresion) (Chao y col., 2003). Cuando el NGF se une a receptores de tipo TrkA genera sefiales

de supervivencia en la célula, mientras que cuando se une a receptores de tipo p75™ '~

, genera
sefales de muerte celular (Wiesmann y de Vos, 2001). Asi, el NGF es imprescindible en el
desarrollo de neuronas simpaticas y sensoriales. Ademas, puede ejercer una accion protectora en
ellas ya que previene la muerte neuronal causada por la 6-hidroxidopamina. El NGF purificado
se ha utilizado en numerosos trabajos para mantener y diferenciar células PC12 (Carter y col.,
2003; Marler y col., 2008), neuronas primarias (Obreja y col., 2005; Arantes y Andrews, 2006)

y células adrenales (Shepherd y Holzwarth, 2001), resultando un factor neurotréfico esencial en

los diversos protocolos de diferenciacion neuronal descritos en la literatura.

El BDNF es la segunda neurotrofina mejor caracterizada después del NGF. Fue
descubierto accidentalmente a partir de un medio de cultivo condicionado por una linea de
células gliales (Barde y col., 1978) y, desde entonces, se sabe que contribuye al desarrollo y a la
plasticidad neuronal. En diversos estudios in vitro, se ha observado que el BDNF aumenta la
supervivencia y la diferenciacion de ciertos tipos neuronales, incluyendo neuronas sensoriales
derivadas de la cresta neural y de la placa neural, neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra, neuronas colinérgicas de la parte anterior del cerebro, neuronas hipocampales y células
ganglionares de la retina (Jones y col., 1994). Ademas, actia sobre poblaciones neuronales que
no responden al NGF a pesar de compartir con él un 55% de homologia en cuanto a su
composicion aminoacidica. El hecho de que el BDNF no tenga como Unicas dianas a las
neuronas, hace pensar en acciones paracrinas o autocrinas de este factor tanto en células

neuronales como no neuronales.

Ademas de las acciones mediadas por los factores neurotréficos, es importante sefialar la
accion de diversos factores involucrados en la guia axonal, ya que la extension axonal y
dendritica de las neuronas resulta fundamental en el desarrollo de sinapsis funcionales

adecuadas entre ellas (Zhang y col., 2005). Entre estos factores guia se pueden distinguir ciertas
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moléculas no difusibles, que actfian a corta distancia, y ciertas moléculas difusibles, que actian

a larga distancia.

Entre las moléculas no difusibles se encuentran las moléculas de la matriz extracelular
(colageno, laminina y fibronectina) y sus receptores (integrinas); las moléculas de adhesion
independientes de calcio (CAMs), y las moléculas de adhesion dependientes de calcio

(cadherinas).

Entre las moléculas difusibles se encuentran ciertas proteinas, secretables o de membrana,
que actian como factores quimioatrayentes (aproximacion hacia el factor guia) o
quimiorepulsivos (alejamiento del factor guia) de la migracion y de la extesion neuronal, y que
pueden aportar a la neurona informacion posicional y direccional (Song y Poo, 2001; De Castro,
2001). Entre estas moléculas se encuentran las netrinas, las semaforinas, las slit, las efrinas y la
reelina. La persistente expresion de muchas de estas moléculas y de sus receptores en la edad
adulta sugiere que estas moléculas no solo participan en el desarrollo embrionario del Sistema
Nervioso, sino que juegan un papel muy importante en la funciéon nerviosa en el individuo
adulto, sobre todo, tras producirse una lesion (Koeberle y Béhr, 2004). A continuacién, se
presentan detenidamente las netrinas por ser los factores guia que se utilizaran en este trabajo,

como se mostrara mas adelante.

La familia de las netrinas estd formada por un conjunto de proteinas quimioatrayentes,
localizadas en la linea media del Sistema Nervioso en desarrollo y relacionadas con la guia de
neuronas y de axones en el mismo (Livesey, 1999). Asi, la netrina 1 -miembro que da nombre a
la familia-, fue identificada en el cerebro de pollo como la molécula responsable de la actividad
quimiotactica y promotora del crecimiento axonal que posee la médula espinal (Serafini y col.,
1994). Esta proteina de 78 kDa presenta en su extremo N-terminal una secuencia sefial, seguida
de una region de elevada similitud con las tres cadenas de la laminina; esta region homoéloga a la
laminina la forman el dominio IV, o dominio globular, y el dominio V, una region lineal
compuesta de tres repeticiones tipo EGF ricas en cisteina, también llamadas V 1-3, y que
forman parte de numerosas moléculas de la matriz extracelular. El extremo C-terminal contiene
el dominio C, una regién rica en residuos basicos (lo que explica la elevada afinidad de la
netrina 1 por la heparina) y que, ademas, presenta un motivo RGD (que se recuerda que es una
secuencia sefial para receptores de tipo integrina), lo que explica la elevada afinidad de esta
molécula por las membranas celulares (Yurchenco y Wadsworth, 2004). De forma posterior al
descubrimiento de la netrina 1, se han identificado otras proteinas, de pesos moleculares
comprendidos entre 70 y 80 kDa y una estructura bastante conservada respecto a la anterior, que

han sido incorporadas a la familia de las netrinas. En cuanto a los receptores a través de los
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cuales las netrinas ejercen su accion, hay que mencionar las proteinas Dcc, Unc-5, A2b e

integrinas (Round y Stein, 2007).

Actualmente, se pueden distinguir tres subfamilias de netrinas en base a su estructura

(Figura 1.10) (Yurchenco y Wadsworth, 2004; Barallobre y col., 2005):

- La subfamilia de las netrinas “clasicas” (Netrina 1 y UNC-6): estas netrinas presentan
dos residuos de cisteina adicionales entre el dominio VI y el dominio C. Existen
miembros de esta subfamilia tanto en invertebrados como en vertebrados, vy,
tradicionalmente, se les ha atribuido funciones en la guia de axones y células del
Sistema Nervioso, aunque algunos estudios sugieren su participacion en el desarrollo

de la glandula mamaria, el pulmon, el intestino o el pancreas.

- La subfamilia de netrina-4 / B-netrina: en estas netrinas el dominio VI es parecido a la
subunidad B de la laminina (a diferencia de otros miembros de la familia de las netrinas
cuyos dos tercios N-terminales muestran similitud con las subnidades o y y de la
laminina) y no presenta residuos de cisteina adicionales. Otra caracteristica estructural
de esta subfamilia es el dominio C en el extremo C-terminal propio de UNC-6, y el
residuo triptofano conservado en las distintas subunidades de la laminina. Estas
netrinas se expresan tanto en el tejido nervioso, donde promueven el crecimiento
axonal en determinados tipos neuronales, como en el higado, el corazén, el ovario y el

musculo, donde se localiza a nivel de membrana basal.

- La subfamilia de las netrinas G (netrinas G1 y G2): estas netrinas se encuentran
ancladas en la membrana plasmatica mediante una molécula GPI; no presentan ni el
dominio C en el extremo C-terminal, ni las dos cisteinas adicionales en el dominio VI,
ni el residuo triptoéfano conservado en las distintas subunidades de la laminina. Ambas
proteinas pueden dar lugar a distintas isoformas con cambios en sus dominios V y

C-terminales. Estas netrinas se expresan basicamente en el Sistema Nervioso Central.
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Figura 1.10. Subfamilias de netrinas en base a su estrutura. Las tres clases de netrinas (B) y las tres

cadenas de la laminina (A) son similares en su extremo N-terminal. La netrina G1 presenta una molécula GPI en la
region C-terminal. (C) Uno de los tipos de receptores de las netrinas es el receptor DCC. (Adaptado de Yurchenco y

Wadsworth, 2004; y de Van den Heuvel y Pasterkamp, 2008).

1.3.3.3.2. Moléculas inductoras de la diferenciacion dopaminérgica

En el caso de la diferenciacion neuronal hacia fenotipo dopaminérgico, se han estudiado
varias estrategias de diferenciacion combinando distintas moléculas como, por ejemplo, FGF2,
FGF8, Shh, LIF, acido ascorbico, forskolina, AMPc, GDNF y/o BDNF (lacovitti y col., 2007;
Deierborg y col., 2008), porque todas ellas son necesarias para la completa maduracion y
supervivencia de la poblacion de neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, pero ninguno de
ellos por si solo es suficiente para inducir fenotipos dopaminérgicos maduros in vitro (Arenas,

2005; Martinat y col., 2006; Gale y Li, 2008).

Entre las distintas moléculas estudiadas, las dos moléculas que se utilizardn en los
protocolos de diferenciaciéon dopaminérgica de este trabajo son el factor de crecimiento de

fibroblastos 8 (del inglés, Fibroblast Growth Factor-8, FGF8) y Sonic hedgehog (Shh).
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El FGF8 es un factor difusible ventralizante que interviene en la organizaciéon temprana
de distintas estructuras del telencéfalo, controlando la transcripcion de determinados factores de
transcripcion, incluyendo a los implicados en la diferenciacion dopaminérgica (Ye y col., 1998;

Vitalis y col., 2005).

Shh es otro factor ventralizante del tubo neural que promueve la induccion dopaminérgica
en el mesencéfalo durante el desarrollo embrionario y que se requiere para la proliferacion y el
mantenimiento de los precursores neurales en el animal postnatal (Ruiz i Altaba y col., 2002;

Machold et al., 2003; Fuccillo y col., 2006).

Finalmente, es importante sefialar que se ha intentado manipular las células a diferenciar
genéticamente, especialmente mediante la sobreexpresion de Nurr-1, un gen esencial en la
formacion de las neuronas dopaminérgicas durante el desarrollo del mesencéfalo ventral (Lin y

Rosenthal, 2003; Kim y col., 2006).

1.4. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas, de los dafios cerebrales y de los
dafios en la médula espinal estd aumentando. A pesar de los grandes esfuerzos que se estan
realizando para encontrar tratamientos para estas enfermedades, se han producido progresos

muy pequefios, en su mayoria farmacoldgicos y, en cualquier caso, paliativos no curativos.

1.4.1. Breve descripcion de la Enfermedad de Parkinson

Concretamente, la Enfermedad de Parkinson (del inglés, Parkinson’s Disease, PD)
-descrita por James Parkinson en 1817- es una enfermedad neurodegenerativa que afecta al
1-2% de la poblacion con edades superiores a los 60 afios (Lotharius y Brundin, 2002; Toulouse
y Sullivan, 2008). Se caracteriza por una pérdida progresiva y selectiva de neuronas
dopaminérgicas, que tienen sus cuerpos en la sustancia negra pars compacta y que proyectan
sus axones hasta el nucleo estriado (Figura 1.11), con el consecuente déficit del
neurotransmisor dopamina que se produce en el nucleo estriado y el efecto que esto conlleva
sobre otras vias de transmision, como la colinérgica o la glutamatérgica. Todo ello se traduce en
una descoordinacion de las funciones motoras controladas por esta region cerebral, es decir, se
produce temblor en reposo, rigidez y bradiquinesia (Liu, 2007; Olanow y col., 2009).

Actualmente, se desconocen las causas que generan esta enfermedad pero se postula que el
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estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial, las toxinas exdgenas, la acumulacion intracelular
de metabolitos toxicos, las infecciones virales, la excitotoxicidad y las deficiencias del sistema

inmune pueden ser factores que favorecen su aparicion (Arias-Carrion, 2008).

Las caracteristicas patologicas que definen esta enfermedad son la presencia de
eosinodfilos, de inclusiones fibrilares y de plegamiento alterado de proteinas en la sustancia
negra pars compacta, y, en su conjunto, reciben el nombre de cuerpos de Lewy (Beal, 2001;
Samii y col., 2004) (Figura 1.11). La composicion exacta de los cuerpos de Lewy no se conoce
con exactitud, pero se sabe que contienen a-sinucleina, parkina, synfilina, neurofilamentos y
otras proteinas de la vesicula sinaptica, todas ellas ubiquitinadas. A pesar de que la mayor parte
de los casos de Enfermedad de Parkinson son de tipo esporadico -debido en gran parte al estrés
oxidativo que sufren neuronas de esta region cerebral-, menos de un 5% de los mismos se
producen de forma hereditaria, habiéndose identificado, hasta el 2008, 13 /oci relacionados con

esta enfermedad (Toulouse y Sullivan, 2008).

\ Nucleo estriado

Tejida patoldgico

s . ) Cuerpo de Lewy
ol M Ly \ Proyecciones
R nigroestriatales de
Sustancia las neuronas
negra dopaminérgicas

compacta

Figura 1.11. Caracteristicas patolégicas de la Enfermedad de Parkinson. La Enfermedad de Parkinson
se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales y por la formacion de cuerpos de

Lewy en el tejido cerebral dafiado. (Adaptado de National Institutes of Health, 2001; Beal, 2001).
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Actualmente, la L-dihidroxifenilalanina, comunmente conocida como L-DOPA, es el
unico tratamiento inicialmente eficaz en la atenuacion de los sintomas de esta enfermedad; sin
embargo, a medida que la enfermedad avanza, su eficacia se ve disminuida, produciéndose
complicaciones motoras, especialmente discinesias (Obeso y col., 2000). Por ello, ademas de la
combinacion de la L-DOPA con otros tratamientos farmacologicos (por ejemplo, inhibidores de
la COMT o de la MAO-B), se ha recurrido a otros tratamientos adicionales como Ia
estimulacion cerebral profunda (del inglés, Deep Brain Stimulation, DBS) o la terapia
neuroprotectora (del inglés, neuroprotective therapy) (por ejemplo, con factores neurotroficos)
(Toulouse y Sullivan, 2008). Sin embargo, estos tratamientos s6lo consiguen paliar o retrasar
los sintomas de la enfermedad, pero no consiguen frenar la degeneracion neuronal que se esta
produciendo en el cerebro de los pacientes. Por lo tanto, es en este punto donde las células
madre/progenitoras neurales jugarian un papel muy importante como fuente de obtencion de
neuronas dopaminérgicas funcionales, capaces de sustituir a las afectadas por el proceso

degenerativo, y, con ello, sus funciones (Sanchez Pernaute, 2003).

1.4.2. Deficiencias de los tratamientos en la Enfermedad de Parkinson

Como ya se ha mencionado, en el caso del tratamiento farmacologico, la L-DOPA y/u
otros farmacos no frenan la muerte de las neuronas por lo que la enfermedad sigue en progreso.
Ademas, se trata de una enfermedad multisistémica, es decir, se ven afectados tanto el Sistema
Nervioso como otros sistemas dependientes de él (por ejemplo, el Sistema Motor) (Obeso y col.,

2000).

El uso de células madre/progenitoras ha presentado resultados prometedores en los
ultimos ensayos clinicos, ya que un pequefio grupo de pacientes mostraron una pequeia
recuperacion funcional con respecto a los controles. Sin embargo, estos pequefos porcentajes
probablemente se debieran a la adaptabilidad de las células madre/progenitoras en el tejido
trasplantado mas que a una verdadera recuperacion funcional de las vias dafadas. Ademas de la
falta de consenso en este sentido, existe el problema de no contar con una fuente celular lo
suficientemente accesible y abundante como para obtener un numero suficiente de neuronas
dopaminérgicas para Terapia Celular (Newman y Bakay, 2008). De acuerdo con Galvin y Jones:
“La diferenciacion de las células madre/progenitoras neurales en células con fenotipos
neuronales especificos sigue siendo problemdtica. Nunca se han generado suficientes
cantidades de neuronas dopaminérgicas, gabaérgicas o colinérgicas a partir de estas células
como para ser clinicamente significativas” (Galvin y Jones, 2006). Ademas, estos autores

destacan la necesidad de desarrollar una matriz extracelular neural que sirva tanto para su
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diferenciacion especifica como para su vehiculizacion en el trasplante ya que, como bien
mencionan, las células madre/progenitoras crecen y se diferencian en funcion de las sefales que

reciben de su entorno y, siempre, sobre un sustento fisico apropiado.

1.4.3. Situacion actual de la Terapia Celular aplicada a la Enfermedad de

Parkinson
A continuacion, se describen brevemente los distintos tipos celulares que se han utilizado
hasta ahora para trasplantes en pacientes con Enfermedad de Parkinson, indicdindose los motivos

por los que no han sido efectivos.

En primer lugar, se han utilizado células precursoras derivadas de mesencéfalo ventral

embrionario porque, ademds de ser una fuente importante de dopamina, son las células que
proyectan al nucleo estriado y, consecuentemente, las que se deterioran en la Enfermedad de
Parkinson. Una vez aisladas a partir del mesencéfalo ventral de embriones, estas células pueden
(i) ser trasplantadas directamente (Piccini y col., 2005) o (ii) ser expandidas in vitro antes de ser
trasplantadas (Studer y col., 1998) en el nucleo estriado de pacientes con Enfermedad de
Parkinson. En el primer caso, el principal inconveniente que se presenta es el gran nimero de
discinesias que se producen por la produccion incontrolada de dopamina por las células
trasplantadas, sin olvidar los inconvenientes de caracter ético subyacentes a la utilizacion de un
tejido fetal, y la necesidad de obtener grandes cantidades de material embrionario para cada
trasplante. En el segundo caso, la principal ventaja es la posibilidad de controlar la
diferenciacion de los precursores mesencefalicos embrionarios in vitro, pero presenta las

mismas desventajas que el caso anterior.

En segundo lugar, se han utilizado células madre embrionarias con el objetivo de generar

in vitro neuronas dopaminérgicas funcionales mediante distintas estrategias con moléculas
inductoras de dicha diferenciacion. A modo de ejemplos, Barberi y col. indujeron la
diferenciacion dopaminérgica de células embrionarias con FGF2, BDNF, FGF8, Shh y acido
ascorbico (Barberi y col., 2003). Takagi y col. indujeron la diferenciacion dopaminérgica de
células embrionarias sobre una monocapa de células estromaticas de raton (linea celular PA6,
Kawasaki y col., 2000) con EGF, FGF2 y LIF; ademas, tras la retirada de los mitogenos y el
cultivo de las células sobre un sustrato adherente con FGF2 y FGF20, consiguieron incrementar
el porcentaje de neuronas dopaminérgicas cinco veces (hasta un 24%) (Takagi y col., 2005).
Sanchez-Pernaute y col. también utilizaron células estromaticas como soporte de expansion de

células embrionarias, junto con FGFS, Shh, acido ascérbico, BDNF y GDNF (Sanchez Pernaute
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y col., 2005). Zeng y col. obtuvieron un 87% de neuronas dopaminérgicas a partir de células
embrionarias humanas después de tres semanas de cultivo sobre células estromaticas de raton
(linea celular PA6). Estas células expresaban transportadores de dopamina, el enzima acido
aromatico descarboxilasa y factores de transcripcion asociados a la diferenciacion neuronal
dopaminérgica (Sox1, Nurrl, Ptx3 y Lmx1b) (Zeng y col., 2004). Con todos estos resultados, es
posible observar que la induccion y la diferenciacion en cultivo de las células embrionarias
hacia fenotipos dopaminérgicos se encuentra bastante estudiada y se han obtenido buenos
resultados. Sin embargo, el mayor inconveniente aparece cuando las células se trasplantan en
animales parkinsonianos, en los que la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas se reduce

significativamente, probablemente por la ausencia de un soporte fisico adecuado.

En tercer lugar, se han utilizado células madre/progenitoras neurales adultas porque,

como ya se ha visto, poseen la potencialidad de dar lugar a los distintos linajes neurales tanto in
vitro como al ser trasplantadas en areas neurogénicas del SNC. Sin embargo, un inconveniente
de estas células es que, cuando son trasplantadas en areas no neurogénicas del SNC (como es el
caso de la sustancia negra y el nucleo estriado), se diferencian mayoritariamente a células
gliales (Dziewczapolski y col., 2003). Por ello, Richardson y col. observaron que, cuando
trasplantaron células progenitoras neurales derivadas de zona subventricular en el nucleo
estriado de animales parkinsonianos, existia una recuperacion funcional después de dos semanas
tras el trasplante, pero que no existia diferenciacion dopaminérgica de las células trasplantadas

(Richardson y col., 2005).

En cuarto y ultimo lugar, se han utilizado varios tipos de células no neurales con la

caracteristica comun de ser importantes productoras de catecolaminas, especialmente dopamina.
Entre ellas, merece la pena destacar a: (i) las células cromafines de la médula adrenal, capaces
de ser diferenciadas en cultivo en células pseudo-neuronales mediante la adicion de NGF o
mediante la estimulacion con campos magnéticos de baja frecuencia (Feria-Velasco y col.,
1998; Minguez-Castellanos y Escamilla-Sevilla, 2005); (ii)) las células cromafines
extra-adrenales del organo de Zuckerkandl (Espejo y col., 2001; Fernandez-Espejo y col.,
2003); y (iii) las células del cuerpo carotideo (Toledo-Aral y col., 2002; Minguez-Castellanos y
Escamilla-Sevilla, 2005; Loépez-Barneo y col., 2009). En todos los casos, se realizaron
trasplantes tanto en modelos animales como en pacientes con Enfermedad de Parkinson, aunque
los resultados obtenidos con las células cromafines han sido muy cuestionados por los efectos
adversos producidos tras el trasplante. En general, la mayor ventaja de estos tipos celulares es su
capacidad de liberar factores neurotréficos (por ejemplo, NGF o GDNF) que favorecen la
supervivencia de las propias células trasplantadas y de las neuronas supervivientes (Date y col.,

1998; Espejo y col., 2001; Villadiego y col., 2005).
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En resumen, a pesar de las distintas estrategias ensayadas, de las técnicas moleculares
existentes actualmente y de los mas de 20 afios de experiencia en esta enfermedad, la Terapia
Celular en la Enfermedad de Parkinson todavia presenta los mismos inconvenientes iniciales de

supervivencia y recuperacion funcional (Drucker-Colin y Verdugo-Diaz, 2004).

52



CAPITULO Il
OBJETIVOS







Objetivos

2.  OBJETIVOS

En base a la informacion mostrada en la Introduccion, se detecta la necesidad de
combinar los biomateriales con distintos tipos celulares, incluidas las células
madre/progenitoras neurales, en la reparacion del Sistema Nervioso dafiado, incluyendo ciertas

enfermedades neurodegenerativas como la Enfermedad de Parkinson.

Por un lado, y a pesar de que ya se ha conseguido diferenciar neuronas dopaminérgicas in
vitro a partir de células madre/progenitoras neurales -tanto embrionarias como adultas-, existe
un gran problema de escalado de estas células a la practica clinica por motivos biologicos,
técnicos y éticos. Por tanto, resulta necesario obtener una fuente de células madre/progenitoras
neurales lo suficientemente abundante como para generar un numero adecuado de neuronas
dopaminérgicas para trasplante y, a ser posible, que permita obtener estas células del propio
paciente, es decir, que permita realizar un trasplante autélogo. En este sentido, dado el caracter
adulto de la Enfermedad de Parkinson, quiza fuera mas adecuado pensar en generar neuronas
dopaminérgicas a partir de células madre/progenitoras adultas que a partir de células madre
embrionarias. Por todo ello, es en este punto donde radica la importancia de generar neuronas
dopaminérgicas a partir de una fuente celular no neural como la piel, donde se ha descrito la

existencia de células precursoras con potencial neural.

Por otro lado, resulta necesario buscar estrategias que permitan tanto la induccion de
fenotipos dopaminérgicos propios de la sustancia negra in vitro como la supervivencia e
integracion funcional de las neuronas dopaminérgicas obtenidas al ser trasplantadas en el
huésped. Para ello, es importante que la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas in vitro
se lleve a cabo sobre biomateriales poliméricos de nueva generacion, que permitan guiar la
diferenciacion de una manera determinada, de manera que las conexiones sinapticas que se
produzcan sean funcionales y sirvan para restaurar la via nigroestriatal dafiada. Ademas, resulta
muy interesante que estos nuevos soportes incluyan moléculas de sefializacion y/o factores
troficos inductores de la supervivencia, tanto de las propias células diferenciadas en ellos, como
de las células circundantes al punto en el que se produce la lesion y en el que se realizara la

insercion del biomaterial.

Por todo ello, el planteamiento experimental del presente trabajo de Tesis Doctoral ha
girado en torno a la posibilidad de desarrollar un nuevo biomaterial capaz de inducir la
diferenciacion neuronal guiada de una manera mas eficiente que las condiciones clasicas de
cultivo. Para ello, se ha apostado por combinar la técnica de fotolitografia, para el desarrollo de

geometrias en la superficie del biomaterial, y la técnica de polimerizacion de componentes
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proteicos y moléculas de sefializacion, para el desarrollo de una matriz extracelular neural.

Ademas, para demostrar la eficiencia en la diferenciacion neuronal de este nuevo sustrato

biofuncionalizado se ha realizado el testado in vitro del mismo con distintos tipos celulares, con

el objetivo general de demostrar su utilidad como modelo de regeneracion neuronal in vitro.

De una forma mas concisa, los objetivos que se han planteado son los siguientes:

Desarrollar y caracterizar un nuevo soporte de diferenciacion neuronal

combinando técnicas de fotolitografia y de matrices extracelulares.

Validar la biocompatibilidad y la capacidad de diferenciacion neuronal y
dopaminérgica guiada del soporte desarrollado con una linea celular
establecida ampliamente utilizada en investigacion como modelo

dopaminérgico in vitro.

Comprobar la capacidad de diferenciacion neuronal de células primarias

derivadas de hipocampo de rata embrionaria sobre el soporte desarrollado.

Comprobar la capacidad de diferenciacion no sélo neuronal sino también
dopaminérgica de células precursoras neurales de zona subventricular de

rata neonata sobre el soporte desarrollado.
Comprobar la capacidad de diferenciacion de células de origen no neural,

como son las células precursoras derivadas de piel de rata adulta, sobre el

soporte desarrollado.
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3.  MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS

Todos los reactivos que han sido empleados en este trabajo se enumeran en las siguientes

tablas (Tablas 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 y 3.5) en funcion de la finalidad para la que han sido utilizados,

indicandose referencias y casas comerciales.

Reactivos para la fabricacion del sustrato fotolitografiado

Referencia

Casa comercial

Acido fluorhidrico (Hydrofluoric acid) 131028 Panreac
Isopropanol (Isopropyl alcohol) 19030 Sigma
Carbonato sddico (Sodium carbonate anhydrous) SO0115 Panreac
Resina SU-8 2100 (SU-8 2100 permanent epoxy negative - MicroChem
photoresist)

Revelador SU-8 (SU-8 developer) - MicroChem

Tabla 3.1. Reactivos utilizados en la fabricacién del sustrato fotolitografiado.

Reactivos para la fabricacion de la NECM

Referencia

Casa comercial

7.4 (1X)

Acido hialurénico de alto peso molecular (Hyaluronan high GRL002 R&D
molecular weight)

Acido hialurénico de bajo peso molecular (Hyaluronan low GRLO001 R&D
molecular weight)

Condproitin 4-sulfato (Chondroitin 4-sulfate sodium salt from 27042 Sigma
bovine trachea, CHS-A)

Extracto de membrana basal (Cultrex® basement membrane | 343200501 R&D
extract without phenol red)

Netrina-4 recombinante humana (recombinant human Netrin- 1132-N4 R&D
4)

Netrina-Gla recombinante de raton (recombinant mouse | 1166-NG R&D
Netrin-Gla)

Tampon fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline, PBS) pH | 10010-015 Gibco

Tabla 3.2. Reactivos utilizados en la fabricacion de la matriz extracelular neural.
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Reactivos para la caracterizacion del soporte

Referencia

Casa comercial

Azul de Coomassie (Coomassie brilliant blue R-250 161-0436 Bio-Rad
staining solution)

BioRad Protein Assay Dye Reagent Concentrate 500-0006 Bio-Rad
RayBio® Human Shh-N ELISA Kit ELH-ShhN-001 | RayBiotech Inc

Tabla 3.3. Reactivos utilizados en la caracterizacion del soporte.

Reactivos para los cultivos celulares

Referencia

Casa comercial

Accumax™ solution A7089 Sigma
B27 Supplement (50X) 17504-044 Gibco

Colagenasa tipo 1A (Collagenase crude type IA) C2674 Sigma
D(+)glucosa (D(+) glucose anhydrous) 131341.1211 Panreac
DeoxyriboNucleAse [ from bovine pancreas (DNAsel) D5025 Sigma
DiMethyl SulfOxide (DMSO) D2650 Sigma
Factor de crecimiento epidérmico recombinante de rata 3214-EG R&D

(recombinant rat Epidermal Growth Factor, rrEGF)

Factor de crecimiento fibroblastico basico recombinante 3339-FB R&D

de rata (recombinant rat Fibroblast Growth Factor-2,

rFGF2)

Factor de crecimiento fibrobastico 8b recombinante de 423-F8 R&D

raton (recombinant mouse Fibroblast Growth Factor-8

basic, rmFGF8b)

Factor de crecimiento nervioso B recombinante de rata N2513 Sigma
(recombinant rat Nerve Growth Factor f, rrNGFp)

Factor neurotréfico derivado de cerebro recombinante B3795 Sigma
humano (recombinant human Brain-Derived

Neurotrophic Factor, rhBDNF)

Fungizone™ antimycotic 15290-018 Gibco

Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) 14175053 Gibco

Kaighn’s Modification of Ham’s F12 Medium (F12K 21127022 Gibco

Medium)

L-glutamina 200 mM (L-glutamine 200 mM) G7513 Sigma
Low Serum Growth Supplement (LSGS) S00310 Gibco

Tabla 3.4. Reactivos utilizados en los cultivos celulares.
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Reactivos para los cultivos celulares Referencia Casa comercial

N-2 Supplement (100X) 17502-048 Gibco

Neurobasal A Medium 10888 Gibco

NeuroCult® NS-A Basal Medium (rat) 05770 StemCell
Technologies

NeuroCult® NS-A Proliferation Supplements (rat) 05773 StemCell
Technologies

Papaina (Papain) P4762 Sigma

Solucién inhibidora de la tripsina 1X (Trypsin inhibitor T7659 Sigma

solution 1X)

Solucién de penicilina / estreptomicina 100X (Penicillin / P0O781 Sigma

Streptomycin solution 100X, P/S)

Sonic hedgehog recombinante humano péptido N- 1845-SH R&D

terminal C2411 (recombinant human Sonic hedgehog

amino terminal peptide C2411, rhShh)

Suero bovino fetal (Fetal Bovine Serum, FBS) 302020 ATCC

Suero de caballo (Horse Serum, HS) 302040 ATCC

Tripsina-EDTA 0,25% (Trypsin-EDTA solution 0,25%) T4049 Sigma

Trypan blue stain 0,4% 17942E Cambrex

Tabla 3.4 (continuacion). Reactivos utilizados en los cultivos celulares.

Reactivos para la caracterizacion celular Referencia Casa comercial
Acido oxalico 2-hidrato 151041 Panreac
Acido tetracloroatirico(III) 3-hidrato 134432 Panreac
Albumina sérica bovina (4/bumine from Bovine Serum, A9418 Sigma
BSA)
Cloruro aménico (Ammonium chloride) 1311211211 Panreac
Eosina-azul de metileno segun May-Griinwald para 1.01424 Merck
microscopia
Glicerol (Glycerol) 131339 Panreac
Hidroquinona 99% 161351 Panreac
Hoescht 33258 (bisbenzimide H 33258) 14530 Sigma
Mowiol® (polyvinyl alcohol 4-88) 81381 Fluka

Tabla 3.5. Reactivos utilizados en la caracterizacion de los cultivos celulares.
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Reactivos para la caracterizacion celular

Referencia

Casa comercial

Paraformaldehido 4% (Paraformaldehyde 4% aqueous 157-4 Electron
solution) Mlc?oscopy
Sciences
PKHG67 Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit for MINI-67 Sigma
General Cell Labeling
Proteinato de plata (Silver proteinate) 05495 Sigma
Sodio tiosulfato 5-hidrato 131721 Panreac
Solucidén de polilisina (Poly-L-lysine solution) P4707 Sigma
Suero de burro (Normal donkey serum) D9663 Sigma
Sulfato sodico (Sodium sulfate anhydrous) SO0664 Scharlau
Triton” X-100 T8787 Sigma
Vectashield” Mounting Medium H-1000 Vector
Laboratories
Vitrosec® 70 256065 Panreac

Tabla 3.5 (continuacion). Reactivos utilizados en la caracterizacion de los cultivos celulares.

En todo momento, el agua que se empled para reconstituir o diluir los diferentes reactivos

fue agua debidamente purificada mediante el sistema de filtracion MilliQ de Millipore. Ademas,

para la preparacion de reactivos con aplicacion en cultivo celular, este agua fue esterilizada

mediante calor y presion en un autoclave JP Selecta® V006200F Autester ST-30 antes de su uso,

siguiendo un ciclo de esterilizacion de 20 minutos a 134°C con 20 minutos de secado.

3.2. MATERIALES

Todos los materiales que han sido empleados en este trabajo se enumeran en la siguiente

tabla (Tabla 3.6), indicandose referencias y casas comerciales.

Tanto el material de vidrio (botellas, vasos de precipitados, probetas...) como el material

metalico (bisturis, tijeras, pinzas, espatulas...) fueron debidamente esterilizados mediante calor

y presion en un autoclave JP Selecta® V006200F Autester ST-30 antes de su uso, siguiendo un

ciclo de esterilizacion de 20 minutos a 134°C con 20 minutos de secado.
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Material Referencia Casa comercial

Camara de Neubauer (0,0025; 0,0625; prof: 0,1 mm) 35756L BRAND

Cell Scrapers 3011 Costar

Cell Strainer 40 um 352340 BD

Corning® CellBIND Cell Culture Flasks 75 cm’, canted CSL3290 Sigma

neck, cap vented

Cubreobjetos cuadrados de vidrio de 24 x 24 mm MZ3010 Menzel-Gliser

Cubreobjetos redondos de vidrio de 12 mm de didmetro | CBOO120RA1 Menzel-Glaser

y 0,13-0,16 mm de grosor

Falcon® 6-well cell culture plate, nontreated 351146 BD

polystyrene, flat-bottom with lid

Falcon® tubes 50 ml 352074 BD

Flasks 75 cm’ 0,2 um vented blue plugseal cap, tissue 353136 BD

culture treated

Minisart® 0,2 um 16534K Sartorius Stedim
Biotech

Nunclon™ D multidishes 4 well round D6789 Sigma

Sterile scalpel blade de #10 72044-10 Electron

Microscopy

Sciences

Tabla 3.6. Materiales.

3.3. MEDIOS DE CULTIVO

A continuacion, se detalla la composicion de los medios de cultivo que han sido
utilizados en este trabajo, tanto para el mantenimiento y la diferenciacion de la linea celular
establecida PC12 como para el aislamiento, la proliferacion y la diferenciacion de los cultivos
zona subventricular y piel de rata,

de células primarias derivadas de hipocampo,

respectivamente.
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3.3.1. Medio de mantenimiento de la linea celular PC12

El medio de mantenimiento de la linea celular establecida PC12 esta compuesto por F12K

Medium suplementado con 2,5% de FBS, 15% de HS y 1% de P/S.

3.3.2. Medio de diferenciacion de la linea celular PC12

El medio de diferenciacion de la linea celular establecida PC12 presenta la misma
composicion basal que el medio de mantenimiento pero, en algunos casos (dependiendo del

experimento) se encuentra suplementado con 50 ng/ml de rrNGFp.

3.3.3. Medio de aislamiento y proliferacion de células de hipocampo de

rata embrionaria

El medio de aislamiento y proliferacion de las células de hipocampo de rata embrionaria
esta compuesto por Neurobasal " A Medium suplementado con 1% de P/S, 1% de L-glutamina

200 mM y 2% de B27 Supplement (50X).

3.3.4. Medio de aislamiento y proliferacion de células progenitoras

neurales de zona subventricular de rata neonata

El medio de aislamiento y proliferacion de las células progenitoras neurales de zona
subventricular de rata neonata estd compuesto por NeuroCult® NS-A Basal Medium (rat)
suplementado con NeuroCult® NS-A Proliferation Supplements (rat), 1% de P/S, 1% de
L-glutamina 200 mM, 20 ng/ml de rrfEGF y 40 ng/ml de rrFGF2.

3.3.5. Medio de aislamiento y proliferacion de células precursoras

derivadas de piel de rata adulta

El medio de aislamiento y proliferacion de las células precursoras derivadas de piel de
rata adulta estd compuesto por Neurobasal” A Medium suplementado con 1% de P/S, 1% de

L-glutamina 200 mM, 2% de B27 Supplement (50X) y 2% de LSGS.
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3.3.6. Medio de diferenciacion neuronal

El medio de diferenciacion neuronal, tanto para las células de hipocampo como para las
células de zona subventricular y de piel, estd compuesto por Neurobasal A Medium
suplementado con 1% de P/S, 1% de L-glutamina 200 mM, 2% de B27 Supplement (50X), 1%
de N-2 Supplement (100X), 10% de FBS, 50 ng/ml de rrNGFf y 50 ng/ml de rhBDNF.

3.3.7. Medio de diferenciacion dopaminérgica

El medio de diferenciacion dopaminérgica, tanto para las células de hipocampo como
para las células de zona subventricular y de piel, estd compuesto por Neurobasal” A Medium
suplementado con 1% de P/S, 1% de L-glutamina 200 mM, 2% de B27 Supplement (50X), 1%
de N-2 Supplement (100X), 10% de FBS, 50 ng/ml de rtTNGFp, 50 ng/ml de thBDNF, 200
ng/ml de thShh y 200 ng/ml de rmFGF8b.

3.4. ANTICUERPOS

Todos los anticuerpos que han sido empleados para la inmunodeteccion de marcadores
especificos en las células, junto con sus dianas, la casa comercial a la que pertenecen y la

dilucion a la que se utilizan, se presentan en las siguientes tablas (Tablas 3.7 y 3.8).
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3.5. METODOS

3.5.1. Fabricacion de los sustratos fotolitografiados

Para el proceso de microfabricacion de los sustratos fotolitografiados se utilizaron

cubreobjetos de vidrio de 24 x 24 mm (cuadrados).

3.5.1.1.Ataque acido de los cubreobjetos de vidrio

En primer lugar, los cubreobjetos de vidrio se lavaron con etanol al 70% para eliminar los
restos de polvo de los mismos. A continuacion, se sumergieron durante 5 minutos en una
disolucion 1:2 (v/v) de acido fluorhidrico en agua (utilizando en todo momento material de
plastico). Transcurrido este tiempo, se transfirieron a una disolucion 1:100 (p/v) de carbonato
sodico para neutralizar el exceso de acido fluorhidrico, deteniendo de esta forma el ataque
acido. Finalmente, se eliminé el exceso de carbonato sddico lavando los cubreobjetos con agua

destilada durante 2-5 minutos.

3.5.1.2.Fotolitografia

Antes de realizar el proceso de fotolitografiado propiamente dicho, se disefié -mediante el
programa de dibujo Autocad 2.000- una mascara con una microgeometria (del inglés, pattern)
consiste en una serie de cuadrados y rectangulos de 300 x 300 um y 300 x 400 um,
respectivamente, entre los que se sitian unos canales interconectados de 200 x 200 pm, tal y
como se puede observar en la Figura 3.1. Seguidamente, el disefio se transfirido a un papel

transparente y éste se colocod con un adhesivo sobre un portaobjetos de vidrio.

Concluidos el disefio y la impresion de la mascara, el proceso de fotolitografiado de los
cubreobjetos de vidrio previamente atacados con acido fluorhidrico se llevo a cabo siguiendo el
protocolo representado en la Figura 3.2 y que se detalla a continuacion. Para asegurar la
correcta deposicion de la resina, los cubreobjetos debian estar bien secos y bien limpios por lo
que, de forma previa, se secaron por calor mediante exposicion a luz infrarroja y se limpiaron

con una pistola de nitréogeno gaseoso.

63



Materiales y métodos
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Figura 3.1. Microgeometria seleccionada para el disefio de la mascara utilizada en el proceso de

fotolitografiado.

En primer lugar, la resina comercial SU-8 2100 fue depositada en los cubreobjetos
mediante spinner a 4.000 rpm con una rampa de 1.000 rpm por segundo durante 60 segundos en
el equipo EVG 620. Esta resina es una foto-resina negativa, es decir, las zonas de la misma que
no sean expuestas a la luz UV seran las que se eliminen a posteriori. La cantidad de resina SU-8
2100 depositada manualmente en cada sustrato fue de 1 ml, aproximadamente. A continuacion,
se realizo un prebake de la resina, es decir, los sustratos con la resina se colocaron en una estufa
durante 5 minutos a 65°C y, posteriormente, durante 35 minutos a 95°C. Seguidamente, los
sustratos con la resina fueron cubiertos con la mascara disefiada previamente y expuestos a luz
UV (A=365 nm) durante 20 segundos. Transcurrido este tiempo, se realizdo un postbake de la
resina, es decir, los sustratos con la resina se colocaron en una estufa durante 1 minuto a 65°C y,
posteriormente, durante 15 minutos a 95°C. Finalmente, se llevo a cabo el proceso de revelado.
Para ello, los cubreobjetos con la resina se introdujeron en un pequefio volumen de revelador
SU-8 comercial, donde se mantuvieron durante 10 minutos aproximadamente con agitacion
constante. A medida que los sustratos fotolitografiados se sacaron de este disolvente
-comprobando que las zonas donde no habia incidido la luz UV se encontraban sin resina-, se
introdujeron en isopropanol durante unos minutos para su correcto aclarado. La eliminacion de
todo resto de disolvente se realiz6 mediante incubacién de los sustratos fotolitografiados

durante 30 minutos en una estufa a 150°C.
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Figura 3.2. Representacion esquemitica del proceso de microfabricacion del sustrato

fotolitografiado.

Es importante sefialar que, antes de la utilizacion de los sustratos fotolitografiados como
soportes de deposicion de la matriz extracelular neural, éstos fueron debidamente incubados
durante 12 horas en agua destilada a temperatura ambiente, para la correcta lixiviacion de los

restos de reactivos que hubieran podido quedar en ellos tras el proceso de fotolitografiado.

3.5.2. Fabricacion de la matriz extracelular neural

3.5.2.1.Formulacion

En la siguiente tabla (Tabla 3.9) se especifican los componentes basales con los que se

elabor6 la matriz extracelular neural, indicindose las cantidades necesarias y las

concentraciones tanto iniciales como finales de cada componente en 1 ml de la mezcla.
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Componente Volumen por ml Concentracion Concentracion
de la mezcla inicial final
TBspnTACx) | 20| |
Netrina-4 25 ul 100 pg /ml 25 pg /ml
Netrina-Gla 25 ul 100 pg /ml 25 png /ml
Acido hialurénico* 150 pl 50 mg/ml 7,5 mg/ml
Extracto de membrana basal 600 ul 13,87 mg/ml 8,32 mg/ml

Tabla 3.9. Formulacion de la matriz extracelular neural

*Acido hialurénico de alto o de bajo peso molecular en funcion del caso.

Sélo en el caso de las matrices que serian utilizadas en cultivos con células de hipocampo
de rata embrionaria, se introdujo en la composicion basal de la matriz otro proteoglicano de alto
peso molecular: el condroitin 4-sulfato. El volumen utilizado de este componente por cada ml
de solucion fue de 150 pl. La concentracion final del mismo vari6 entre 15 mg/ml (a partir de
una concentracion inicial de 100 mg/ml) y 1,5 mg/ml (a partir de una concentracion inicial de

10 mg/ml), dependiendo del caso.

3.5.2.2.Desarrollo

La matriz extracelular neural se preparé mezclando los componentes indicados en la
formulacion, en las cantidades mencionadas, en un tubo Falcon® de 50 ml mantenido en hielo
para evitar la polimerizacion de la misma antes de su deposicion. En el caso de preparar
matrices extracelulares diluidas, se anadio PBS a la mezcla anterior en la proporcion deseada
(para una dilucion 1:3 se anadieron 2 ml de PBS por cada ml de mezcla, y para una dilucion
1:10 se anadieron 9 ml de PBS por cada ml de mezcla). En cualquier caso, la mezcla resultante
fue agitada suavemente hasta su homogeneidad y, a continuacion, fue depositada manualmente
sobre cubreobjetos fotolitografiados o sin fotolitografiar (en ambos casos estériles), en funcioén
del experimento a realizar (Figura 3.3). Una vez depositada, los sustratos fueron incubados en
una estufa de cultivos celulares a 37°C durante 24 horas para la correcta polimerizacion de la
matriz extracelular. Trascurrido este tiempo, el exceso de PBS se retir6 manualmente y los
sustratos se dejaron secar en la campana de flujo laminar durante 1 hora con flujo de aire y luz
ultravioleta. En caso de no ser utilizadas inmediatamente, los sustratos con las matrices se

almacenaron en condiciones de esterilidad a una temperatura de 4°C hasta su uso.
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Figura 3.3. Representacion esquematica del proceso de deposicion manual de la matriz extracelular

neural sobre el sustrato fotolitografiado y digestion del exceso de 1a misma antes de ser utilizado en

cultivo celular.

Sélo en el caso de las matrices depositadas sobre el sustrato fotolitografiado, antes de que

éstas fueran utilizadas para cultivo celular, el exceso de matriz fue digerido mediante incubacion

con medio de cultivo durante 24-48 horas a 37°C.

3.5.3. Caracterizacion del soporte de diferenciacion neuronal

3.5.3.1.Tincién de la matriz con Azul de Coomassie

Las matrices fueron fijadas con Vitrosec® 70 durante 20 minutos a temperatura ambiente

y tefiidas con Azul de Coomassie durante 5 minutos también a temperatura ambiente. El exceso

de colorante se elimindé mediante lavado de las matrices con agua corriente.
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3.5.3.2.Técnicas microscopicas para la observacion del soporte

3.5.3.2.1. Microscopia dptica

Para la observacion y el registro de imagenes tanto del sustrato fotolitografiado como de
las matrices extracelulares mediante microscopia optica se utilizé un microscopio Nikon Eclipse
TS100 (con objetivos de 4x, 10x, 20x y 40x) al que se acopld una camara Nikon DSFil con
Nikon Digital Sight y el programa informatico Nikon NIS-Elements F 2.30.

3.5.3.2.2. Microscopia de fluorescencia

Para la observacion y el registro de imagenes del sustrato fotolitografiado mediante
microscopia de fluorescencia gracias a la fluorescencia intrinseca de la resina SU-8 2100
utilizada en el proceso de fotolitografiado, se utilizdo un microscopio Nikon Eclipse E600 FN
(con objetivos de 10x y 40x) al que se acopld una camara Nikon DSFil con Nikon Digital Sight
y el programa informatico Nikon NIS-Elements F 2.30.

3.5.3.2.3. Microscopia electronica de barrido

Para el analisis de las matrices mediante microscopia electronica de barrido (del inglés,
Scanning Electron Microscopy, SEM) éstas fueron fijadas con Vitrosec® 70 durante 20 minutos
a temperatura ambiente. Una vez fijadas y totalmente secas, se recubrieron con una capa de oro
con el fin de crear una diferencia de densidades electronicas en la superficie de las muestras que
las hiciera ser conductoras. El equipo utilizado para ello fue un equipo Polaron y la técnica
utilizada fue la llamada magnetron sputtering, consistente en el bombardeo con iones de argdn
de un anodo de oro, de manera que éste desprende particulas que se depositan en la superficie de
la preparacion metalizdndola. De esta forma, se consiguid que las muestras presentaran en su
superficie una fina capa de oro (5-30 nm de espesor) que permitio la circulacion a tierra de los
electrones cargados. Las muestras metalizadas se analizaron utilizando un sistema de analisis de
energias dispersadas (del inglés, Energy Dispersed System, EDS) modelo INCA-300, acoplado a
un microscopio JEOL JSM5910-LV, con un voltaje de aceleracion de 20 kV. Este sistema
permitié la deteccion de elementos situados por encima del carbono (incluido) en la tabla

periddica de elementos, en concentraciones superiores al 0,2% en peso.
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3.5.3.2.4. Microscopia de fuerzas atomicas

Para el andlisis de las matrices mediante microscopia de fuerzas atomicas (del inglés,
Atomic Force Microscopy, AFM) éstas fueron fijadas con Vitrosec® 70 durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Una vez fijadas y totalmente secas, las muestras se analizaron en
condiciones secas en un microscopio Digital Instruments Nanoscope® MM-AFM-2, que operd
en modo discontinuo (del inglés, tapping mode) a una frecuencia de 300KHz con punta de
silicio, y con el programa informatico Nanoscope” III. Finalizado el analisis, las mismas
muestras fueron incubadas durante 1 hora en agua destilada y volvieron a ser analizadas, esta

vez en condiciones humedas (camara con agua destilada), en el mismo microscopio.

3.5.3.3.Perfilometria de la matriz

Para el analisis del espesor de las matrices mediante perfilometria, éstas fueron fijadas
con Vitrosec® 70 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez fijadas y totalmente
secas, las muestras se analizaron en condiciones secas en un equipo Veeco Dektak 150. Las
condiciones con las que opero el equipo fueron: punta de 12,5 um, longitud igual a 7.000 um,
duracion igual a 60 segundos, resolucion de 0,389 um/muestra, fuerza de 1 mg, display range

auto y perfil de “colinas y valles”.

3.5.3.4.Ensayo colorimétrico de Bradford para la determinacion de proteina

total

Distintas matrices fueron incubadas durante diferentes tiempos (4, 8, 24 horas y
1 semana) con PBS. Al finalizar cada tiempo de incubacion, cada uno de los sobrenadantes
fueron mantenidos a -20°C hasta su uso. Concluida la recoleccion de muestras, éstas fueron
descongeladas y atemperadas para su analisis mediante ensayo colorimétrico de Bradford.
Mientras tanto, se prepar6 una disolucion de 0,2 mg/ml de BSA en agua destilada y, a partir de
ella, se prepararon las distintas disoluciones de BSA necesarias para obtener una recta patron de

calibrado (por duplicado), tal y como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 3.10).

A continuacion, se prepararon distintas diluciones (1:1, 1:10 y 1:100) de las muestras a

analizar (también por duplicado).
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N° de réplicas Muestra N° de pl de BSA N°de pl de Concentracion final de la
de BSA (0,2 mg/ml) H,0 milliQ muestra de BSA (ug/ml)

2 Blanco 0 800 0

2 1 10 790 2

2 2 20 780 4

2 3 40 760 8

2 4 60 740 12

2 5 80 720 16

2 6 100 700 20

2 7 120 680 24

Tabla 3.10. Preparacion de disoluciones de BSA necesarias para obtener una recta de calibrado.

Finalmente, se afiadieron 200 pl de BioRad Protein Assay Dye Reagent Concentrate a
cada muestra estandar de la recta patron de BSA y a cada diluciéon de muestra problema. El
reactivo de Bradford es una disolucion compuesta por 10 mg de azul de Coomassie G250, 5 ml
de etanol y 10 ml de acido fosforico por cada 100 ml de disolucion. Después de homogeneizar
todas las mezclas con ayuda del vortex y de incubarlas a temperatura ambiente durante 5-10
minutos, la absorbancia de cada una de ellas se midi6 a 595 nm con ayuda de un

espectrofotometro Kontron Instruments UVIKON 922.

3.5.3.5.Ensayo ELISA para la deteccion de moléculas de sefializacion

Para llevar a cabo este ensayo se prepararon previamente dos conjuntos de muestras:

- Matrices que contenian distintas concentraciones de Shh en su composicion basal (100, 250,
500 y 750 ng/ml) pero que fueron incubadas durante el mismo tiempo (4 horas) con

Neurobasal A Medium.

- Matrices que contenian la misma concentracion de Shh (250 ng/ml) pero que fueron
incubadas durante diferentes tiempos (Y2, 2, 4, 8, 24 y 48 horas y 1 semana) con Neurobasal
A Medium. En este caso, a medida que se recogio todo el volumen de cada medio (500 pl),

se repuso el mismo volumen con medio fresco.

En cualquier caso, una vez finalizadas las incubaciones correspondientes, las muestras

fueron mantenidas a -20°C hasta su uso.
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La determinacion de la cantidad de Shh presente en las distintas muestras se llevo a cabo

mediante ensayo ELISA utilizando el RayBio™ Human Shh-N ELISA Kit.

Antes de empezar el ensayo, tanto los distintos componentes del kit (mantenidos a 4°C
hasta su uso, excepto la proteina Shh-N humana estandar que se mantuvo a -20°C) como las
distintas muestras, se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 minutos. Trascurrido este

tiempo, se prepararon las disoluciones necesarias para el ensayo de la siguiente manera:

Reactivo E1X (4ssay Diluent B 1X): 15 ml de reactivo ESX + 60 ml de agua destilada.

- Reactivo B1X (Wash Buffer Concentrate 1X): 20 ml de reactivo B 20X + 380 ml de

agua destilada.

- Reactivo F (Detection Antibody Shh-N): 100 pul de reactivo E1X + 1 vial de Shh-N;
después de agitar hasta su completa disolucion, la mezcla se diluyo 80 veces afiadiendo

100 pl de la misma por cada 7.900 pl de reactivo E1X.

- Reactivo G (HRP-Streptavidin): 2 nl de reactivo G 10.000X + 198 pl de reactivo E1X;
después de agitar hasta su completa disolucion, la mezcla se diluydé 100 veces

afiadiendo 100 pl de la misma por cada 7.900 pl de reactivo E1X.

En caso necesario, también se llevd a cabo la dilucion de las muestras problema con el

reactivo E1X.

Una vez preparadas todas las disoluciones, se afiadieron 100 pl de cada estandar y de
cada muestra (diluida en caso necesario) en sus pocillos correspondientes. Después de incubar la
placa durante 2 horas y 30 minutos a temperatura ambiente con una suave agitacion y de realizar
4 lavados sucesivos de los distintos pocillos con 300 pl/pocillo de reactivo B1X, se afadieron
100 pl/pocillo de reactivo F y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.
Después de volver a realizar 4 lavados sucesivos de los distintos pocillos con 300 pl/pocillo de
reactivo B1X, se afiadieron 100 pl/pocillo de reactivo G y se incub6 durante 45 minutos a
temperatura ambiente y en agitacion. Transcurrido este tiempo, y tras repetir los mismos
lavados, se afiadieron 100 pl/pocillo de reactivo H (TMB one-step substrate reagent) y se
incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacion. En este punto
ya se pudo observar la presencia de proteina Shh-N humana en las muestras por presencia de
color azul en los distintos pocillos. La reaccion se paro, trascurridos los 30 minutos, mediante la

adicion de 50 pl/pocillo de reactivo I (Stop Solution). Finalmente, y tras observar el viraje de
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color de azul a amarillo, la absorbancia a 450 nm de los diferentes pocillos se midio
inmediatamente con ayuda del lector de microplacas Bio-Tek Instruments PowerWave XS y
del software Bio-Tek Instruments KC Junior acoplado a él. Una representacion esquematica del

protocolo descrito se puede observar en la Figura 3.4.

La normalizacién de la cantidad de proteina Shh-N humana presente en las distintas
muestras se realizé en base a la cantidad de proteina total presente en las mismas, determinada

mediante ensayo colorimétrico de Bradford, tal y como se ha comentado en el apartado anterior.
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Figura 3.4. Representacion esquematica del ensayo ELISA contra Shh.
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3.5.4. Cultivos celulares

Durante el desarrollo de los cultivos celulares, se mantuvieron en todo momento unas
estrictas condiciones de esterilidad gracias al trabajo en una campana de flujo laminar Telstar
BiollA; a la previa esterilizacion del material reutilizable y de las disoluciones preparadas en
condiciones de no esterilidad, y a la utilizacién de material esterilizado de un solo uso. Todos
los cultivos celulares, tanto de la linea celular establecida como de las células primarias, se
mantuvieron en incubadores del tipo ThermoElectron Corporation HEPA Class 100 e Igo150
Jouan, respectivamente, a una temperatura constante de 37°C y en atmosfera de 5% de CO, con

humedad saturada (90%).

3.5.4.1.Linea celular establecida PC12

La linea celular PC12 (CRL-1721", ATCC") es una linea celular derivada de un
feocromocitoma de glandula adrenal de rata (Rattus norvegicus, macho), establecida por Greene
y Tischler en 1976 (Greene y Tischler, 1976) y depositada en la Coleccion de Cultivos Tipo
americana (del inglés, American Type Culture Collection, ATCC) por el Dr. Patterson. Como se
puede observar en la Figura 3.5, estas células presentan una morfologia poligonal poco
adherente y tienden a formar agregados multicelulares. En presencia de NGF, se produce su
induccion reversible hacia fenotipo neuronal catecolaminérgico, con sintesis de dopamina y

norepinefrina (pero no de epinefrina).

3.5.4.1.1. Mantenimiento

Las células PC12 se caracterizan por su baja adherencia a los botes de cultivo, lo que
dificulta su cultivo como linea celular adherente. Para aumentar su adherencia, estas células se
mantuvieron en botes de cultivo tratados con colageno bovino de tipo I del tipo Corning®
CelIBIND® Surface Flasks, con el medio de mantenimiento descrito en el apartado 3.3.1. de
este capitulo. Al alcanzar el 80% de confluencia (aproximadamente, 10 x 10° células / 75 cm?),
las células se levantaron con ayuda de un cell scraper y, bien se subcultivaron para su
mantenimiento (a una concentracion aproximada de 1 x 10° células / 75 cm?), o bien se
utilizaron en los experimentos de diferenciacion (a la concentracion celular deseada en cada
caso). Las células sobrantes se congelaron en medio de mantenimiento suplementado con 5%

(v/v) de DMSO, manteniéndose a -80°C hasta su uso.
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Low Density Scale Bar = 100pm High Dnsity ’ Scale Bar = 100pm

Figura 3.5. Morfologia de un cultivo de células PC12 en condiciones de proliferacion. Imagen

proporcionada por LGC Standards (distribuidor de la ATCC).

3.5.4.1.2. Diferenciacion

Para su diferenciacion, las células PC12 fueron cultivadas a una concentracion de entre
2.500 células/ml (12.500 células totales) y 120.000 células/ml (600.000 células totales) sobre
los sustratos biofuncionalizados, con el medio de diferenciacion descrito en el apartado 3.3.2. de
este capitulo. Como control comparativo de la diferenciacion alcanzada en los sustratos en
estudio, las células se diferenciaron de forma paralela y bajo las mismas condiciones de cultivo
sobre cubreobjetos de vidrio tratados previamente con solucion de polilisina. Para ello, los
cubreobjetos fueron incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente con la solucion de
polilisina en condiciones de esterilidad. A continuacion, se retir6 la solucién y la placa que
contenia los cubreobjetos se mantuvo en la campana de flujo laminar durante 10 minutos para la
completa evaporacion de los restos de la misma. Antes de realizar la deposicion de las células,

los cubreobjetos fueron lavados con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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3.5.4.2.Cultivos primarios

En todos los casos, las muestras de tejido a partir de las cuales se establecieron los
cultivos de células primarias se obtuvieron bajo estricto cumplimiento de la normativa
estipulada por la legislacion vigente respecto al uso y cuidado de animales de laboratorio (Real
Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos; European Communities Council Directive of 24

November 1986, 8§6/609/EEC).

Concretamente, las células de hipocampo de rata embrionaria fueron obtenidas en
colaboracion con el grupo del Doctor Antonio Garcia Garcia del Departamento de Farmacologia
del Instituto Teofilo Hernando de la Universidad Autonoma de Madrid. Todos los experimentos
con estas células se llevaron a cabo de acuerdo con la normativa establecida por el Comité
Nacional para el cuidado de los animales de experimentacion y que fue aprobada por el Comité

de experimentacion animal de la Universidad Autonoma de Madrid.

3.5.4.2.1. Aislamiento y proliferacion de células de hipocampo de rata

embrionaria

Los embriones de rata de 18 dias post-fertilizacion (E18) utilizados para el aislamiento de
neuronas hipocampales, se obtuvieron a partir de ratas Sprague-Dawley (Charles River) en
estado de gestacion, a las que se les practico una operacion de cesarea inmediatamente después
de ser sometidas a inhalacion de una mezcla de CO, y O, (70%+30%). En condiciones de
esterilidad, los embriones fueron sacados del saco vitelino y situados en una placa de Petri con
PBS frio. Una vez extraidos los cerebros, el hipocampo de cada embrion fue separado
rapidamente del resto de estructuras cerebrales (sobre todo, teniendo cuidado de no arrastrar las
meninges) con ayuda de una lupa Leica CLX 150x con fuente de luz fria y unas pinzas de
relojero rectas, conservandolo en todo momento en PBS frio y en hielo para mantener la
integridad del tejido. Inmediatamente después de la diseccion, el tejido fue digerido
enzimaticamente durante 20 minutos a 37°C con una solucion 0,5 mg/ml de papaina en PBS sin
Ca* ni Mg*"y con 1 mg/ml de BSA y 10 mM de glucosa. Transcurrido este tiempo, la solucién
enzimatica fue reemplazada por 5 ml del medio de aislamiento/proliferacion correspondiente
-descrito en el apartado 3.3.3 del presente capitulo-, y el tejido fue disgregado mecanicamente
con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio estirada por calor. A continuacion, la suspension

celular se centrifugd durante 4 minutos a 1.200 rpm. Tras la eliminacién del sobrenadante, el
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precipitado celular fue resuspendido en 5 ml de medio de aislamiento/proliferacion y el nlimero
total de células fue determinado con ayuda de una camara de Neubauer y trypan blue stain
0,4%. Finalmente, las células se cultivaron a una concentraciéon de 200.000 células/ml en
frascos de cultivo tratados para cultivo celular durante 24 horas antes de ser utilizadas en los
experimentos de diferenciacion. Un esquema del protocolo descrito se puede observar en la

Figura 3.6.

Ratas Sprague-Dawley

r

Embriones (E18)

[ -

------------- -- -h: Ofras estructuras cerebrales E

Hipocampos

Digestion enzimatica (papaina) y mecanica

Suspension celular

Centrifugacion

Precipitado celular Cultivo celular

Medio de aislamiento/proliferacion de células
de hipocampo de rata embrionarna

Figura 3.6. Esquema del protocolo de aislamiento y proliferacion de neuronas hipocampales de rata

embrionaria (E18).

3.5.4.2.2. Aislamiento y proliferacion de células progenitoras neurales

de zona subventricular de rata neonata

Las células progenitoras neurales fueron aisladas a partir de zonas subventriculares de
cerebros de ratas Wistar de 2-3 dias post-nacimiento (P2-P3, Charles River). Cada zona
subventricular fue separada del resto de estructuras cerebrales bajo una lupa Leica CLX 150x
y cortada en laminas finas con ayuda de un procesador de tejidos (Mcllwain Campden
Instruments). Seguidamente, las laminas de tejido fueron incubadas durante 7 minutos a 37°C en
una solucion al 0,25% de tripsina-EDTA. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, la

actividad enzimatica de la tripsina fue inhibida mediante la adicion de una solucién inhibidora
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de la misma con 0,001% de DNAsel durante 2 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
el tejido disgregado fue centrifugado a 1.000 rpm durante 10 minutos, fue lavado 3 veces con
PBS, y fue disgregado mecénicamente con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio y una
micropipeta con punta de 1 ml. Finalmente, la suspension celular resultante fue resuspendida en
el medio de aislamiento/proliferacion correspondiente -descrito en el apartado 3.3.4 del presente
capitulo-, a una concentracion de 4 x 10° células/cm” en botes de cultivo no tratados para cultivo
celular (no adherentes). Las células fueron mantenidas durante un minimo de 7 dias bajo estas
condiciones, con adicion de 10 ng/ml de EGF y 20 ng/ml de FGF2 cada 2 dias, para la correcta
seleccion y proliferacion de las células progenitoras neurales en forma de neuroesferas. Un

esquema del protocolo descrito se puede observar en la Figura 3.7.

Una vez formadas las neuroesferas, éstas fueron utilizadas inmediatamente en los
experimentos de diferenciacion. Las neuroesferas sobrantes fueron disgregadas
enzimaticamente, mediante incubaciéon de las mismas con Accumax™ solution durante 5
minutos a temperatura ambiente, y mecdnicamente, mediante una micropipeta con punta de
1 ml. La suspension celular resultante fue centrifugada a 1.500 rpm durante 5 minutos y el
precipitado celular fue resuspendido en medio de proliferacion fresco, bajo las mismas
condiciones mencionadas en el parrafo anterior, para la formacion de nuevas neuroesferas

(neuroesferas secundarias).

Rata Wistar neonatas
(P2-P3)

o o e

------------- -- -h: Ofras esfructuras cerebrales 5

Zonas subventriculares
(SV2)

Digestion enzimatica (tripsina-EDTA) y mecanica

Tejido disgregado

Centrifugacion

Suspension celular Cultivo de neuroesferas

Medio de aislamiento/proliferacion de
c€lulas progenitoras de zona
subventricular de rata necnata

Bote de cultivo no adherente

Figura 3.7. Esquema del protocolo de aislamiento y proliferacién de células progenitoras neurales

de zona subventricular de rata neonata (P2-P3).
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3.5.4.2.3. Aislamiento y proliferacion de células precursoras derivadas

de piel de rata adulta

Las células precursoras derivadas de piel de rata adulta se aislaron siguiendo el protocolo
descrito en 2006 por el grupo de la Dra. Miller (Biernaskie y col., 2006) con ciertas
modificaciones, teniendo en cuenta otros protocolos descritos en la literatura para el aislamiento
de este tipo de células a partir de piel de rata (Fernandes y col., 2004; Hunt y col., 2008) y la
normativa estipulada por la legislacion vigente respecto al uso y cuidado de animales de

laboratorio, citada anteriormente.

Las muestras de piel se obtuvieron a partir de ratas Wistar hembras adultas de
aproximadamente 200 g (Charles River) a las que se les practico la extraccion de un fragmento
de piel dorsal de aproximadamente 5 cm® en condiciones de esterilidad, después de ser
sometidas durante 20 minutos a inhalacién de una mezcla de CO, y O, (70%+30%). Para
minimizar la presencia de pelo presente en el cultivo celular a posteriori, los pelos presentes en
la zona de piel a extraer fueron eliminados con ayuda de una cuchilla de afeitar, de agua y de
jabon neutro. Seguidamente a la extraccion, la muestra de piel fue incubada durante 30 minutos
a 4°C en una solucion de HBSS con 2% de P/S y 2% de Fungizone™ antimycotic, para evitar
una contaminaciéon por bacterias y hongos/levaduras, respectivamente. Durante estos 30
minutos, esta solucion fue agitada vigorosamente cada 5 minutos para la apropiada oxigenacion
del tejido. A continuacion, y una vez eliminados los restos de tejido graso subcutaneo, la
muestra de piel fue cortada manualmente en pequefios fragmentos de aproximadamente 2-3
mm? con ayuda de unas pinzas y un bisturi quirtrgico. Posteriormente, estos fragmentos fueron
sometidos a digestién enzimatica durante 2 horas a 37°C y en agitacion con una solucion de 2
mg/ml de collagenase crude type IA en HBSS, debidamente filtrada antes de uso. Transcurrido
este tiempo, se llevo a cabo una disgregacion mecanica del tejido incompletamente digerido con
ayuda de una micropipeta con punta de 1 ml. A la suspension celular resultante se le afiadid
medio de aislamiento/proliferacion correspondiente (el mismo volumen que el volumen de
solucion de colagenasa de partida) -descrito en el apartado 3.3.5 del presente capitulo- para
diluir la actividad enzimatica. A continuacion, esta suspension fue filtrada a través de un cell
strainer de 40 pm para la eliminacion de los restos de piel no digeridos y los pelos que hubiesen
podido permanecer en la preparacion. Después de varias centrifugaciones de la suspension
celular a 1.500 rpm durante 5 minutos cada vez, el precipitado celular resultante fue
resuspendido en medio de aislamiento/proliferacion y depositado en placas de 6 pocillos no
tratadas para cultivo celular (no adherentes) para facilitar la no adhesion de las células a la placa
de cultivo y propiciar, de esta manera, la formacion de estructuras similares a neuroesferas. Las

células se mantuvieron durante un minimo de 7 dias bajo estas condiciones, con cambios del

78



Materiales y métodos

50% del medio de cultivo cada 2 dias, para la correcta seleccion y proliferacion de las células
precursoras neurales en forma de estructuras similares a neuroesferas. Un esquema del

protocolo descrito se puede observar en la Figura 3.8.

Una vez formadas las ESNs, éstas fueron utilizadas inmediatamente en los experimentos
de diferenciacion. Las ESNs sobrantes fueron o bien disgregadas enzimatica/mecanicamente o

bien mantenidas en cultivo con una renovacion del 50% del medio de cultivo cada 5 dias.

En el primer caso, las ESNs fueron disgregadas enzimaticamente, mediante incubacion de
las mismas con Accumax™ solution durante 5 minutos a temperatura ambiente, y
mecanicamente, mediante una micropipeta con punta de 1 ml. La suspension celular resultante
fue centrifugada a 1.500 rpm durante 5 minutos y el precipitado celular fue resuspendido en
medio de proliferacion fresco, bajo las mismas condiciones mencionadas en el parrafo anterior,

para la formacion de nuevas ESNs (ESNs secundarias).

En el segundo caso, se hizo un reparto equitativo del medio de cultivo que albergaba a las
ESNs sobrantes en dos pocillos iguales y, ambos, fueron suplementados con la misma cantidad
de medio de proliferacion fresco hasta alcanzar el volumen de partida (mitad medio
condicionado, mitad medio fresco). Nuevamente, se mantuvieron las mismas condiciones de

proliferacion mencionadas con anterioridad.

Ratas Wistar adultas

1

Piel dorsal

Digestion enzimatica (colagenasa) y mecanica
F

Suspension celular

Filtracion y centrifugacion

Cultivo de estructuras
similares a neuroesferas

Precipitado celular

Medio de aislamiento/proliferacion de células
precursoras derivadas de piel

Figura 3.8. Esquema del protocolo de aislamiento y proliferacion de células precursoras derivadas

de piel de rata adulta.
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3.5.4.2.4. Diferenciacion de cultivos primarios

La diferenciacion de las células de hipocampo de rata embrionaria se llevdo a cabo
mediante la deposicion de las mismas a una concentracion de 200.000 células/ml en la matriz
desarrollada previamente (depositada en este caso sobre cubreobjetos de vidrio redondos de
12 mm de diametro situados en placas de 4 pocillos) con el medio de diferenciaciéon neuronal

descrito en el apartado 3.3.6 de este capitulo.

Tanto en el caso de las células madre de zona subventricular de rata neonata como en el
caso de las células precursoras derivadas de piel de rata adulta, la diferenciacion se llevo a cabo
mediante la deposicion de entre 1 y 10 neuroesferas o estructuras similares a neuroesferas,
respectivamente, en la matriz desarrollada previamente (también depositada sobre cubreobjetos
de vidrio redondos de 12 mm de didmetro situados en placas de 4 pocillos), con el medio de
diferenciacion neuronal, primero, y el medio de diferenciacion dopaminérgico, segundo,

descritos en los apartados 3.3.7 y 3.3.8, respectivamente, de este capitulo.

En todos los casos, los cultivos fueron mantenidos en condiciones de diferenciacion
durante un minimo de 10 dias en el caso de la diferenciacion puramente neuronal, y de 20 dias
en el caso de la diferenciacion dopaminérgica. En cualquier caso, la mitad del medio de cultivo

fue renovado cada 2-3 dias (50% medio de cultivo preexistente, 50% medio de cultivo fresco).

3.5.5. Caracterizacion celular

3.5.5.1.Tinciones celulares

3.5.5.1.1. Tincion de eosina-azul de metileno segun May-Griinwald

Una vez retirado el medio de diferenciacion, las células se lavaron con PBS y se
incubaron con Vitrosec® 70 durante 2-5 minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacion, las
células fueron tefidas con la solucidon de eosina-azul de metileno segin May-Griinwald durante
5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, el exceso de colorante fue eliminado mediante

lavado con agua corriente, y las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente.
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3.5.5.1.2. Tincion de Bodian modificada (proteinato de plata)

El proteinato de plata permite la visualizacion especifica de neurofibrillas por lo que fue
utilizada por Bodian para la tincion especifica de axones neuronales (Bodian, 1936). La tincion

utilizada en este trabajo es una tincion de Bodian modificada (Russell, 1973).

A continuacion, se detalla la forma en la que se prepararon las distintas soluciones

necesarias para realizar esta tincion.

La solucioén de proteinato de plata se prepard dispersando, lentamente y sin remover,
1 gramo de proteinato de plata en 100 ml de agua destilada a 37°C, que contenia un trozo de
chapa de cobre de aproximadamente 5 gramos de peso (previamente sumergida en acido nitrico
para eliminar la capa de 6xido corrosivo y, posteriormente, enjuagada en agua destilada para

eliminar el exceso acido nitrico).

La solucién reductora se prepardé mezclando 1 gramo de hidroquinona y 5 gramos de

sulfato sodico en 100 ml de agua destilada.

La solucion de cloruro aurico se prepard afiadiendo 1 gramo de acido tetracloroaurico
trihidratado en 100 ml de agua destilada. Una vez diluido, se afiadieron 2 gotas de acido acético

glacial.

La solucion de acido oxalico se prepard afiadiendo 1 gramo de acido oxalico dihidratado

en 100 ml de agua destilada.

La solucion de tiosulfato sodico se prepard anadiendo 5 gramos de tiosulfato soédico

pentahidratado en 100 ml de agua destilada.

Tanto la solucién reductora, como la solucién de cloruro aurico, la solucidén de acido
oxalico y la soluciéon de tiosulfato soédico, se prepararon de forma previa a la tincidn,
almacenandose a temperatura ambiente hasta su uso. Solo la solucion de proteinato de plata
tuvo que ser preparada forzosamente justo antes de su uso debido a su termosensibilidad y
fotosensibilidad, manteniéndola por ello en todo momento a una temperatura de 37°C y en

oscuridad.

Antes de proceder a la tincion de las células diferenciadas, éstas se lavaron con PBS y se

incubaron con Vitrosec® 70 durante 2-5 minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacion, las
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células se lavaron con agua destilada y se incubaron durante 12 horas a 37°C y en oscuridad con
la solucion de proteinato de plata. Finalizada la incubacion, las células se lavaron con agua
destilada y se incubaron durante 10 minutos con la solucidn reductora (viraje de color amarillo a
color pardo tabaco). A continuacion, las células se volvieron a lavar 3-4 veces de 1 minuto cada
vez con agua destilada y se incubaron durante 3 minutos con la solucion de cloruro aurico. Tras
realizar un nuevo lavado con agua destilada, las células se incubaron durante 3 minutos con la
solucion de acido oxalico. Nuevamente, las células se lavaron 3-4 veces de 1 minutos cada vez
con agua destilada y se incubaron durante 5 minutos con la solucion de tiosulfato sodico.
Finalmente, se realizd6 un lavado con agua destilada y se dejé secar para su posterior

observacion y registro mediante técnicas microscopicas.

3.5.5.1.3. Tincion con el colorante fluorescente vital PKH67

PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit for General Cell Labeling consta de dos
reactivos: PKH67 fluorescent dye y Diluent C. El colorante vital PKH67 es un colorante
fluorescente verde con largas colas alifaticas que se insertan en la zona lipidica de la membrana
celular. El diluyente C es una solucion acuosa isosmotica que vehiculiza el colorante a la vez
que mantiene la integridad celular. La intensidad del marcaje celular depende de la
concentracion celular y de la concentracion del colorante pero no es saturable; sin embargo, un
exceso de marcaje puede afectar a la integridad de la membrana celular traduciéndose en una

baja recuperabilidad de las células.

Las estructuras similares a neuroesferas derivadas de piel de rata adulta fueron marcadas
con el colorante vital PKH67 antes de llevar a cabo su diferenciacion. Como se partié de una
suspension de células en un medio de cultivo sin suero, no fue necesario lavarlas con PBS antes
de realizar el marcaje (si las células se hubiesen mantenido en adhesién en un medio con suero
hubiese sido imprescindible levantarlas mediante digestion enzimatica con tripsina y lavarlas
con PBS para eliminar los restos de suero presente en el medio, ya que las proteinas presentes
en el suero se unen al colorante reduciendo la concentracion del mismo disponible para el
marcaje celular). Por lo tanto, la suspension celular fue centrifugada a 1.500 rpm durante
5 minutos y, tras eliminar completamente el sobrenadante con ayuda de una pipeta, el
precipitado celular fue resuspendido en 1 ml de diluyente C. Inmediatamente después, esta
resuspension celular se mezclo (sn agitacion) con una solucion de colorante 2X preparada justo
antes de su uso (4 ul de PKH67 + 1 ml de diluyente C), y se incubo durante 5 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad para que no se produjera el apagamiento del fluordforo.

A continuacion, el marcaje se detuvo afiadiendo 2 ml de suero a la mezcla anterior e incubando
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la mezcla resultante durante 1 minuto a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, la
suspension celular fue centrifugada a 1.500 rpm durante 10 minutos a 25°C y, tras la
eliminacion del sobrenadante, el precipitado celular fue resuspendido en medio de

diferenciacion neuronal.

3.5.5.2. Inmunofluorescencias

Las células a caracterizar fueron lavadas con PBS y fijadas con una soluciéon de

paraformaldehido al 4% en agua destilada durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Con el objetivo de bloquear los grupos aldehido que quedan libres tras la fijacion con
paraformaldehido al 4% (y que pueden interferir en las preparaciones aumentando el fondo
inespecifico de las mismas tras el marcaje con los anticuerpos), una vez finalizada la fijacion de
las células, se realizod un paso adicional en el protocolo de inmunofluorescencia consistente en la
incubacion de las preparaciones durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad con
una solucion de quenching, tras un lavado previo de las mismas con PBS. La solucion de
quenching es una solucion 50 mM de cloruro amoénico (solucion de trabajo) que se preparo en el
momento de su utilizacion a partir de una solucion 1M de cloruro amoénico (solucion madre)
diluyendo 500 pl de la solucién madre en 9,5 ml de PBS (dilucion 1:20). La solucion madre fue

preparada previamente mezclando 5,35 g de cloruro aménico por cada 100 ml de disolucion.

A continuacion, las células fueron lavadas 3 veces, durante 5 minutos cada vez, con PBS.
Como todas las proteinas seleccionadas para ser detectadas mediante reaccion antigeno-
anticuerpo especifica eran intracelulares, las células fueron permeabilizadas durante 60 minutos
a temperatura ambiente con una solucién de PBS con 0,3% de Triton” X-100 (PBST) a la que se
afiadi6 un 5% de suero de burro para bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo
secundario. Seguidamente, las células fueron incubadas con la soluciéon de anticuerpo primario
(Tabla 3.7) correspondiente a la proteina a detectar en PBST durante 2 horas a temperatura
ambiente. A continuacion, las células fueron lavadas 3 veces con PBS, durante 5 minutos cada
vez, para eliminar el exceso de anticuerpo primario no unido especificamente a la proteina a
detectar. Dado el caracter indirecto del ensayo, las proteinas que reaccionaron especificamente
con el anticuerpo primario fueron detectadas mediante incubacion de las células con una
solucion de anticuerpo secundario (Tabla 3.8) en PBST durante 1 hora a temperatura ambiente
y en oscuridad. Seguidamente, las células fueron lavadas 2 veces con PBS, durante 5 minutos
cada vez, para eliminar el exceso de anticuerpo secundario no unido especificamente al

complejo anticuerpo primario-proteina. La visualizacion de los nucleos celulares se realizo
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mediante incubacion de las células con una solucion de 10 pg/ml de Hoechst 33258
(bisbenzimide H 33258; absorcién maxima a 352 nm y emision maxima a 461 nm; dilucion
1:1000) en agua destilada durante 3-5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente, las células fueron lavadas con PBS. Las muestras fueron montadas sobre
cubreobjetos de vidrio con una gota de Mowiol® o de Vectashield® Mounting Medium y

selladas mediante la adicion de una gota de laca de ufias en los bordes de las preparaciones.

La determinacion del numero de células que expresaron un antigeno especifico frente a
las que no lo expresaron, se realizd mediante recuento de las células positivas para ese marcaje
en 10 campos aleatorios de distintas preparaciones. Ademads, con el fin de determinar el
porcentaje que supone ese numero de células frente al total, se contaron el niumero total de
nucleos presentes en dichos campos aleatorios de las distintas preparaciones. Como se indicara
al final de este capitulo, los resultados se expresaron como la media + el error estandar del

numero de réplicas del experimento en cuestion en cada caso.

3.5.5.3.Técnicas microscopicas

3.5.5.3.1. Microscopia optica

Para la observacion y el registro de imagenes de las células mediante microscopia Optica
se utiliz6 un microscopio Nikon Eclipse TS100 (con objetivos de 4x, 10x, 20x y 40x) al que se
acoplé una camara Nikon DSFil con Nikon Digital Sight y el programa informatico Nikon

NIS-Elements F 2.30.

3.5.5.3.2. Microscopia de fluorescencia

Para la observacion y el registro de imagenes de las células marcadas con fluor6éforos
(tanto de forma especifica como inespecifica) mediante microscopia de fluorescencia se utilizo
un microscopio Nikon Eclipse E600 FN (con objetivos de 10x y 40x) al que se acopld una
camara Nikon DSFil con Nikon Digital Sight y el programa informatico Nikon NIS-Elements
F 2.30.
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3.5.5.3.3. Microscopia confocal

Para la observacion y el registro de imagenes de las células inmunomarcadas mediante
microscopia confocal, se utilizd un microscopio Zeiss Laser Scanning Microscope LSM 510
(con objetivos de 10x, 20x, 40x-water, 40x-0il y 63x-0il) al que se acopld una camara Zeiss
Axion y el programa informatico Zeiss ZEN 2008 SP1.1. Este microcopio cuenta con un laser
de argodn (458, 477, 488 y 514 nm), dos laseres de helio-nedn (543 y 633 nm, respectivamente)
y un laser de diodo azul (405 nm). La captacion de las imagenes con marcaje doble y triple se
realiz6 seleccionando la configuracion multitrack, que impide el solapamiento de los distintos
fluorocromos para descartar falsos dobles y triples positivos. Todas las imagenes se realizaron a
alta resolucion (1024 pixels; formato .ziff). Para la observacion de las células con el objetivo de

inmersion 63x-oil se utilizaron unas gotas de Immersol™ 518F (Zeiss).

3.5.5.3.4. Microscopia electronica de barrido

Para el analisis de las células mediante microscopia electronica de barrido, éstas fueron
fijadas con Vitrosec® 70 durante 20 minutos a temperatura ambiente y tefiidas con solucién de
eosina-azul de metileno segiin May-Griinwald durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una
vez lavadas con agua destilada y totalmente secas, fueron recubiertas con una fina capa de oro
en un equipo Polaron, tal y como se ha comentado en el apartado 3.5.3.2.3 de este capitulo.
Las muestras metalizadas fueron analizadas mediante un EDS INCA-300 acoplado a un
microscopio JEOL JSM5910-LV, un voltaje de aceleracion de 20 kV. En este caso, también se
detectaron los elementos situados por encima del carbono (incluido) en la tabla periddica de

elementos, en concentraciones superiores al 0,2% en peso.

3.5.6. Medida de la viabilidad celular mediante ensayo con MTT

El ensayo con MTT es un ensayo colorimétrico cuantitativo que mide la actividad
metabolica de las células en fase de proliferacion activa. Este método se basa en la capacidad
que presenta el enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células eucariotas vivas
para convertir el sustrato bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT, de
color amarillo) en el producto formazan (de color azul oscuro), lo cual se traduce en un

incremento en los valores de absorbancia de la muestra a 540 nm.
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En este trabajo el ensayo con MTT se realizo en base al protocolo descrito por Denizot y
Lang en 1986 (Denizot y Lang, 1986). Antes de realizar el ensayo, las células de hipocampo de
rata embrionaria cultivadas sobre matrices sin y con condroitin 4-sulfato (15 y 1,5 mg/ml)
fueron sometidas durante 7 dias a tratamiento con distintos compuestos citotoxicos (glutamato,
rotenona/oligomicina A, B-amiloide y veratridina). A continuacion, las células fueron tratadas
con una disolucion de MTT (M2003, Sigma) a una concentracion final de 0,5 mg/ml en
Neurobasal = A Medium y se mantuvieron durante 2 horas en el incubador a 37°C y en
atmosfera de 5% de CO, con humedad saturada (90%). Transcurrido este tiempo, el medio de
cultivo fue eliminado y las células fueron lisadas con DMSO para promover la disolucion de los
cristales de formazan formados. Finalmente, la absorbancia de cada pocillo fue determinada a
540 nm con ayuda de un espectrofotometro Kontron Instruments UVIKON 922. Como control
del ensayo se utilizaron células solo tratadas con medio de cultivo (100% de viabilidad), de

manera que los resultados fueron expresados en % respecto al control.

3.5.7. Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos fueron expresados como la media + el error estandar y el
numero de réplicas analizadas en cada caso (n) fue de un minimo de 3, salvo indicacidén
contraria. La significancia estadistica de los resultados fue calculada mediante la prueba de t de
Student pareada. Los valores de p < 0,05 fueron considerados como significativos (*); ademas,
entre de los valores considerados significativos, se distinguieron los valores de 0,001 <p < 0,01

(**) de los valores de p < 0,001 (***).
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4. RESULTADOS

4.1. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DEL SOPORTE DE
DIFERENCIACION NEURONAL

Como se ha indicado anteriormente, el primer objetivo de este trabajo fue el desarrollo de
un soporte celular con unas caracteristicas adecuadas, tanto topograficas como bioquimicas,
para llevar a cabo una diferenciacion neuronal guiada sobre el mismo. Para ello, el primer punto
que se tratd fue el procedimiento a seguir para fabricar un soporte con una microgeometria

superficial definida.

4.1.1. Sustrato fotolitografiado

Como se ha visto en el apartado 1.2.3 de la introduccion, existen diversas técnicas que se
pueden utilizar para crear microestructuras en la superficie de un sustrato con el objetivo de que
actuen como guias de diferenciacion neural, por ejemplo, la microestampacion por contacto y la
fotolitografia. En este trabajo, después de realizar varios ensayos preliminares con una y otra
técnica, la microestampacion por contacto -utilizando los componentes de la matriz extracelular
neural que se describiran mas adelante-, no demostrd los resultados deseados por lo que se
decidi6 realizar las microgeometrias de superficie mediante la técnica de fotolitografia (Gunn y

col., 2010).

Como se ha mostrado en el apartado 3.5.1 de los materiales y métodos, en primer lugar se
fabrico una mascara y se seleccionaron tanto la resina como el tipo de sustrato que se utilizarian
en el proceso. Por un lado, la resina seleccionada fue la SU-8 2100 de MicroChem, por estar
descrita en la literatura como una resina biocompatible (Zhang y col., 2006), estable tanto
quimica como térmicamente, y con una elevada transmision oOptica alrededor de los 360 nm
(facilidad de modelado); por otro lado, los sustratos seleccionados fueron cubreobjetos de vidrio
de 24 x 24 mm, tamafo suficiente tanto para una correcta manipulacion de las muestras durante
todo el proceso de fotolitografiado como para su posterior utilizacion en cultivo celular (insertos
en placas de 6 pocillos para cultivo celular). Finalmente, después de llevar a cabo varias pruebas
de deposicion de la resina sobre el sustrato, se ajustaron las condiciones del proceso de manera
que éste fue reproducido de manera sistematica y repetitiva (véase el apartado 3.5.1.2 de los

materiales y métodos).
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Como se puede observar tanto en la representacion esquematica como en la imagen de la
Figura 4.1, la microgeometria superficial grabada en los cubreobjetos de vidrio esta basada en
“picos” de 300 x 300 um y de 300 x 400 um donde esta presente la resina hidrofobica
SU-8 2100, y “valles” de 200 pm de ancho donde la misma resina no esta presente. La finalidad
de esta microestructura fue crear unos canales interconectados de tamafio suficiente para poder
albergar entre 2 y 3 células neuronales en ellos, de manera que éstas se dispusieran de forma

alineada y conectada respecto a las estructuras disefiadas.

200pm §
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Figura 4.1. Sustrato fotolitografiado. A) Representacion esquematica que ilustra las microgeometrias grabadas
en la superficie de los cubreobjetos mediante la técnica de fotolitografia, con indicacién de las dimensiones tanto de
los “picos” (resina SU-8 2100, flecha azul) como de los “valles” (cubreobjetos de vidrio, flecha verde). B) Imagen de

una parte del sustrato fotolitografiado tomada con el microscopio optico (objetivo 10x).

Un problema que se planted en este punto fue la fragilidad de adhesion de los “picos” de
resina a los cubreobjetos de vidrio, ya que provocaba el desplazamiento de los mismos tanto
durante el proceso de manipulacion de las muestras como durante el cultivo celular (Figuras
4.2.A y 4.2.B). Este problema se solucion6 atacando los cubreobjetos de vidrio con acido
fluorhidrico de forma previa al proceso de fotolitografiado. El acido fluorhidrico produce
excavaciones en el vidrio (a medida que “lo come”) de manera que se genera una superficie

rugosa en el cubreobjetos a la que la resina se adhiere mas firmemente. En la Figura 4.2 se
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puede observar la morfologia superficial de los cubreobjetos de vidrio sometidos a ataque acido

tanto antes (Figura 4.2.C) como después de ser fotolitografiados (Figura 4.2.D).

Sin ataque acido previo

Con ataque é&cido previo

Figura 4.2. Aumento de la adherencia de la resina al sustrato mediante tratamiento previo de los
cubreobjetos con acido fluorhidrico. Sin ataque acido previo, la resina SU-8 2100 no se adhiere firmemente al
cubreobjetos de vidrio por lo que se produce un desplazamiento y superposicion de los “picos” (A) durante la
manipulacion posterior de las muestras, dejando lugares vacios que rompen con la delimitacién y conectividad de los
“valles” (B). El ataque acido previo, aumenta la rugosidad superficial de los cubreobjetos (C) haciendo que la resina
se adhiera mas firmemente al sustrato y que no haya desplazamiento de “picos” (D). Imdgenes tomadas con el

microscopio Optico (objetivo 10x).

De esta manera, se obtuvieron cubreobjetos fotolitografiados adecuados para poder
depositar en ellos la matriz extracelular neural. Antes de pasar a este apartado, es importante
sefialar que la resina SU-8 2100 presenta la caracteristica intrinseca de ser autofluorescente al
ser excitada tanto con el laser de 450-490 nm (verde) como el laser de 510-560 nm (rojo)
(Figura 4.3). Es importante tener esto cuenta a la hora de cultivar células en los soportes
siempre que el objetivo sea detectar proteinas especificas en las células mediante técnicas
inmunofluorescentes, debido a que los fluoréforos utilizados habitualmente en los marcajes
inmunoespecificos presentan las mismas longitudes de onda de excitacion-emision de la resina,

lo que dificultara el analisis.
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Figura 4.3. Autofluorescencia de la resina SU-8 2100. Imagenes tomadas con el microscopio de
fluorescencia a 5 (A), 10 (B), 20 (C) y 50 (D) aumentos, respectivamente, al ser excitado el sustrato fotolitografiado
con el laser de 450-490 nm de longitud de onda de excitacion (verde). Si la excitacion se produce con el laser de

510-560 nm de longitud de onda de excitacion (rojo), se obtienen los mismos resultados (imagenes no registradas).

4.1.2. Matriz extracelular neural

A pesar de que algunas cé€lulas se adhieren a superficies de biomateriales no tratados con
proteinas de adhesion, la mayoria de los polimeros sintéticos no permiten la adhesion de las
células en ausencia de estas moléculas (Yu y col., 2008); por ello, se decidié que la deposicion
de proteinas especificas -involucradas tanto en la adhesion como en la migracion neuronal y en
la extension neuritica- en los “valles” del sustrato fotolitografiado, resultaba fundamental para

promover la diferenciacién neuronal de las células en los mismos.

Aunque los tratamientos adhesivos mas ampliamente utilizados en los cultivos neuronales
se realizan con polilisina o con poliornitina, se decidi6 llevar a cabo un recubrimiento con
componentes presentes en la propia matriz extracelular neural (en el caso de los tratamientos
anteriores so6lo se consiguen depositar grupos funcionales de lisina o de ornitina, no proteinas

completas), de forma que se generara una verdadera matriz que simulara en la mayor medida
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posible las condiciones con las que las células se encuentran durante el proceso de
diferenciacion neuronal in vivo. Por ello, se decididé combinar ciertas proteinas estructurales con
moléculas involucradas tanto en el movimiento y en la orientacion celular como en la extension
neuritica. Como se esquematiz6 en la Tabla 3.9 del apartado correspondiente a materiales y
métodos, los componentes que se utilizaron en la formulacion de la matriz extracelular neural de

este trabajo son los que se describen a continuacion.

El extracto de membrana basal Cultrex® es un extracto soluble, purificado a partir de un
sarcoma Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de raton (Kleinman y col., 1993; Kleinman, 1998),
que forma una membrana basal reconstituida (gel) a 37°C. Este extracto presenta una
concentracion de proteina total de entre 12 y 18 mg/ml; concretamente la utilizada en este
trabajo ha sido en todo momento de 13,87 mg/ml. Entre estas proteinas, la laminina es el
componente mayoritario pero también estan presentes otras proteinas como el colageno tipo IV,
el heparan sulfato, la entactina y otros componentes minoritarios. Ademads, este extracto
presenta bajos niveles de factores de crecimiento; esta tratado con cloroformo para prevenir el
crecimiento de microorganismos tanto aerobicos como anaerobicos, y se presenta en Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) sin rojo fenol y con 10 pg/ml de gentamicina para evitar el
crecimiento tanto de bacterias Gram-positivas/Gram-negativas como de Mycoplasma. Como se
comentaba en el apartado 1.2.2.1 de la introduccion, distintas variantes de este tipo de
membrana basal han sido comercializadas recientemente por otras casas comerciales (por
ejemplo, Matrige]™ de BD Biosciences) y utilizadas por otros grupos de investigacion en
ensayos epiteliales (Sodunke y col., 2007) y neurales (Dewitt y col., 2009; Uemura y col.,
2010).

El acido hialurénico es un polimero producto de la repeticion del disacarido acido
D-glucurénico 1,3-N-acetilglucosamina-p-1,4. Este glucosaminoglicano resulta fundamental
para mantener a la matriz extracelular altamente hidratada, por lo que esta relacionado con la
adhesion y la migracion celular; ademas, desencadena diversas respuestas celulares en las
células a través de su interaccion con diversas proteinas de union y receptores de superficie
(Turley y col., 2002). Estas respuestas dependen del peso molecular del acido hialurénico; asi,
mientras que el acido hialurénico de alto peso molecular (> 500 kDa) resulta antiangiogénico,
antiinflamatorio e inmunosupresor, el acido hialurénico de bajo peso molecular (10-500 kDa)
resulta altamente angiogénico y proinflamatorio. En este trabajo se han utilizado dos tipos de
acido hialurénico, uno de alto (980 kDa) y otro de bajo (31 kDa) peso molecular, ambos
obtenidos por fermentacion de Streptococcus pyogenes. A diferencia de otros
glucosaminoglicanos como el condroitin sulfato, el dermatan sulfato o el heparan sulfato, el

acido hialurénico no presenta grupos sulfato y, a excepcion de la uniéon covalente con la cadena
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pesada del inhibidor de la inter-a-tripsina, el acido hialurénico no se asocia covalentemente a
otras proteinas. En el cerebro, las neuronas pueden producirlo, ya que se detecta su presencia
mediante microscopia electronica en el citoplasma y en el nlicleo de neuronas cerebrales
maduras. Durante el desarrollo del Sistema Nervioso, tiene una funcion esencial en la

proliferacion y en la migracion de las células neurales.

Las netrinas son unos neuropéptidos relacionados con la laminina que estan involucrados
con el crecimiento neuritico y la orientacion axonal (en su conjunto, con la plasticidad
neuronal). Como se indic6 en el apartado 1.3.3.3.1 de la introduccién, se han identificado como
moléculas quimioatrayentes (a diferencia de las semaforinas identificadas como
quimiorepulsivas) derivadas de la linea media embrionaria, que guian a los axones de las
neuronas durante el desarrollo embrionario, mediante interaccion con receptores especificos
como los DCC (Figura 1.10). De entre los distintos tipos identificados, las netrinas utilizadas en
este trabajo han sido la netrina-Gla (de membrana) y la netrina 4 (secretable). Por un lado, la
netrina-Gla se ha obtenido por expresion de la secuencia de ADN codificante para la
netrina-Gla de raton (Met 1-Gly 513) en células Sf21, utilizando un sistema de expresion con
baculovirus. Presenta 539 aminoacidos y un peso molecular aproximado de 70 kDa; en su
secuencia se encuentran 18 aminoacidos de secuencia sefial, 399 aminoacidos de una region
relacionada con la laminina (cadena y), y 122 aminoacidos de secuencia hidrofobica para la
union del lipido glicosilfosfatidilinositol (del inglés, Glycosyl Phosphatidylinositol, GPI). Esta
netrina es expresada por células mitrales olfatorias, células del coliculo inferior, células del
talamo dorsal y células del nucleo cerebelar profundo y de la oliva inferior. Por otro lado, la
netrina-4 se ha obtenido por expresion de la secuencia de ADN codificante para la netrina-4
humana (Met 1-Lys 628) en la linea celular de mieloma de raton NSO. Presenta 628
aminoacidos y un peso molecular aproximado de 90 kDa; en su secuencia se encuentran 19
aminoacidos de secuencia sefial, 443 aminoacidos de una region relacionada con la laminina
(cadena B), y 166 aminoacidos de secuencia de unién a la heparina (rica en aminoacidos
basicos). Esta netrina es expresada por células de la placa basal embrionaria, células granulares
cerebelares y células piramidales del hipocampo. Ademas, su expresion estd asociada con la
membrana basal y es iniciadora del crecimiento axonal en explantes de bulbo olfatorio

(Rajasekharan y Kennedy, 2009).

Una vez formulada la composicion de la matriz, la pregunta que se planted fue en qué
proporciones mezclar los componentes para conseguir que la matriz extracelular neural
generada penetrara por todo el conjunto de “valles” del soporte fotolitografiado, manteniendo
una estructura tridimensional adecuada para el cultivo celular. Para ello, y dado que el acido

hialurénico es la molécula que se entrecruza entre los componentes de la membrana basal
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confiriendo hidratacion (y, por lo tanto, capacidad de expansion y retraccion a la matriz), se
probo la combinacion de la membrana basal con dos tipos de acido hialurénico, uno de alto y
otro de bajo peso molecular (HHMW y HLMW, respectivamente). En estos experimentos se
prescindio de las netrinas por no resultar limitantes en el ensayo. Ademas, se probaron distintas
diluciones de la matriz completa, tal y como se indica en la Figura 4.4. En todos los casos, la
forma de depositar la matriz en el soporte fotolitografiado fue mediante deposicion manual en

condiciones frias.

Como se puede observar gracias a la tincion inespecifica de las proteinas de la matriz con
azul de Coomassie, la matriz sin diluir con HLMW quedé depositada a lo largo de todos los
“valles” del sustrato (Figura 4.4.B), a diferencia de lo que ocurre con la matriz sin diluir con
HHMW, que colapsé en ciertos puntos sin llegar a extenderse uniformemente (Figura 4.4.A).
Sin embargo, en ninguno de los dos casos se observo la estructura fibrosa esperada para una
matriz de este tipo, debido a que, al no estar diluida, no polimeriza adecuadamente. Esta
hipotesis fue verificada preparando distintas diluciones de la matriz con PBS, tanto con HHMW
como con HLMW. Asi, se observo que, al hacer una dilucion 1:10 de la mezcla de membrana
basal con HHMW, la matriz seguia colapsando debido al HHMW (Figura 4.4.C); al hacer una
dilucion 1:10 de la mezcla de membrana basal con HHMW en combinacion con una dilucion
1:3 de la mezcla de membrana basal con HLMW, se producia el mismo efecto que en el caso de
la matriz sin diluir s6lo con HHMW, debido nuevamente al efecto del HHMW (Figura 4.4.D);
y que, solo al hacer una dilucion 1:3 de membrana basal con HLMW, la matriz presentaba una
estructura fibrosa adecuada y homogénea a lo largo de todos los “valles” del sustrato
fotolitografiado (Figura 4.4.E). Por todo ello, se seleccion6 el HLMW como molécula que
confiriera hidratacion a la matriz sin afectar a su polimerizacion, y la dilucion 1:3 de la mezcla
completa como dilucion que permitiera la adecuada polimerizacion de la matriz, presentando la

estructura fibrosa esperada y penetrando homogéneamente por todo el sustrato fotolitografiado.
Una vez alcanzado el objetivo de desarrollar un soporte fotolitografiado con una matriz

extracelular neural depositada en su superficie, se procedio a la caracterizacion del mismo tanto

a nivel nanométrico como micrométrico, tal y como se muestra a continuacion.
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Matriz con 4cido hialurénico de alto peso molecular (HHMW) Matriz con acido hialurénico de bajo peso molecular (HLMW)

Componente Volumen en 1 ml Concentracion final Componente Volumen en 1 ml Concentracion final
PBS 350 pl PBS 350 pl
HHMW 150 pl 7.5 mg/ml HLMW 150 pl 7,5 mgiml
Cultrex® 600 pl 8,32 mg/ml Cultrex® 600 pl 8,32 mg/ml
+ 9 ml de PBS l +2 ml de PBS l
Matriz con HHMW dilucién 1:10 Matriz con HLMW dilucion 1:3
Componente Concentracién final Componente Concentracién final I
HHMW 750 pg/ml HLMW 2,5 mg/mi |
Cultrex® 832 pg/ml Cultrex® 2,77 mg/ml I

N

Matriz con HHMW dilucion 1:10 4 matriz con HLMW dilucién 1:3

Componente Concentracién final I
HHMW + HLMW 750 pg/ml + 2,5 mg/ml I
Cultrex® 3,6 mg/ml |

Matriz con &cido hialurénico de alto peso molecular (HHMW) Matriz con acido hialurénico de bajo peso molecular (HLMW)

+ matriz con H dilucion 1:3

Matriz con HHMW dilucién 1:10 Matriz con HHmnudén 1:10 Matriz con HLMW dilucién 1:3

Figura 4.4. Distintas combinaciones de membrana basal y acido hialurénico para conseguir la

polimerizacion y penetracion adecuadas de la matriz en los soportes fotolitografiados. El HHMW
impide la correcta polimerizacion de la matriz, tanto si ésta se encuentra diluida (C, D) como sin diluir (A). El
HLMW permite que haya una dispersion de la matriz a lo largo de todos los “valles” del soporte fotolitografiado (B),
pero es necesario preparar una dilucioén 1:3 de las misma para que la matriz presente la estructura fibrosa esperada
(E). Las matrices fueron fijadas con una mezcla de etanol-metanol comercial y fueron tefiidas con azul de Coomassie

para su correcta visualizacion. Iméagenes tomadas con el microscopio 6ptico (objetivo 10x).
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4.1.2.1.Andlisis de la morfologia nanoestructural de la matriz mediante

microscopia de fuerzas atdmicas

Con el fin de estudiar la morfologia de la matriz a escala nanométrica, algunos sustratos
fotolitografiados en los que se habia depositado la mezcla diluida 1:3 de membrana basal y
HLMW, fueron fijados con una mezcla de etanol-metanol comercial, y, una vez secos, se
observaron con el microscopio de fuerzas atdmicas. En la Figura 4.5.A se puede apreciar el
aspecto poroso de la matriz. Las zonas mas oscuras corresponden a zonas de menor densidad
proteica, mientras que las zonas mas claras corresponden a zonas de mayor densidad proteica y,
por lo tanto, mayor altura. Entre ambas, se encuentran zonas de tonalidad intermedia
correspondientes a zonas de transicion, que proporcionan la estructura porosa a la matriz. La
rugosidad superficial media (R,;s) de la misma es de 125,91 nm. Finalizada la observacion de la
matriz en condiciones secas, las mismas muestras fueron hidratadas mediante incubacion en
agua destilada, con el fin de observar la morfologia de la matriz en condiciones humedas. En
comparacion con la imagen anterior, en la Figura 4.5.B se puede apreciar que la matriz se
hincha en condiciones humedas debido a la capacidad de hidratacion conferida, principalmente,
por el acido hialurénico. Por ello, la rugosidad superficial media (R,;) de la misma asciende a

235,63 nm.

Una vez terminado el analisis mediante AFM, las muestras fueron conservadas a 4°C
tanto en condiciones secas como en condiciones humedas, observandose la no degradacion de
las mismas con el paso de los dias, lo cual resulta indicativo de su posibilidad de almacenaje en

condiciones frias hasta su utilizacion para cultivo celular.

4.1.2.2.Anélisis de la morfologia microestructural de la matriz mediante

microscopia electronica de barrido y perfilometria

Con el fin de estudiar la morfologia microestructural de la matriz, algunos sustratos
fotolitografiados en los que se habia depositado la mezcla diluida 1:3 de membrana basal y
HLMW, fueron fijados con una mezcla de etanol-metanol comercial, tefiidos con azul de
Coomassie, y recubiertos con una fina capa de oro para la correcta visualizacion de la estructura

de la matriz mediante microscopia electronica de barrido.
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Figura 4.5. Topografia de la matriz de diferenciacion neural a escala nanométrica. Una vez fijadas, las
muestras fueron analizadas en un microscopio de fuerzas atomicas tanto en condiciones secas (A) como en
condiciones humedas (B). Como era de esperar, la matriz adquiere volumen al hidratarse debido, principalmente, a la

presencia de acido hialurénico en la misma. En ambos casos, se puede apreciar la estructura porosa de la matriz.

En la Figura 4.6 se puede observar una de las muestras metalizadas con oro antes de ser

cargada en el SEM.
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Tincién con Azul de Coomassie —

Metalizado con oro

Figura 4.6. Muestras metalizadas para su observacién mediante microscopia electronica de
barrido. Por un lado (A), se muestra una imagen del soporte en el que solo se ha metalizado la mitad de su
superficie (C) (la otra mitad presenta la tincion con azul de Coomassie anterior al metalizado, B). Esta parte de la
preparacion se observa con mas detalle gracias al microscopio Optico de campo oscuro (C), donde se aprecia
notablemente la estructura fibrosa de la matriz (E) (esta estructura también se observa al tefiir con azul de Coomassie

pero sin apreciacion del relieve, D).

A continuacion, la muestra fue cargada en el SEM y se tomaron imagenes de la matriz a
distintos aumentos. Como se puede observar en la Figura 4.7, la matriz presenta una estructura
de red fibrosa -repartida de manera homogénea por los “valles” del cubreobjetos

fotolitografiado-, en cuyo interior se aprecian poros de tamafio variable.
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o —
- BB0 1

Figura 4.7. Imdgenes de microscopia electronica de barrido de la matriz de diferenciacién neural. A
pocos aumentos (A, 500x), se observa el recubrimiento homogéneo de la matriz por los “valles” del sustrato
fotolitografiado; a medida que se sube en aumentos (B, y C; 1.000x y 5.000x), se observa que la matriz presenta una

estructura fibrosa en la que se aprecian poros de tamaiio variable (observados con detalle a 20.000x, D).

Si se compara la estructura de esta matriz con la estructura de la matriz del cerebro de una
rata, se aprecia la existencia de una notable homologia estructural entre ambas, presentandose

en ambos casos poros de tamafio variable (Figura 4.8).

Figura 4.8. Imagenes comparativas de microscopia electrénica de barrido entre la matriz en estudio

(A) y un fragmento de cerebro de rata (B).
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Otro aspecto importante fue determinar el grosor que presentaba la capa de matriz al ser
depositada manualmente sobre el sustrato, asi como la reproducibilidad de la técnica. Para ello,
se prepararon varios cubreobjetos con la mezcla diluida 1:3 de membrana basal y HLMW. Una
vez fijadas y secas, se determind el grosor de 3 muestras independientes con ayuda de un
perfilometro, obteniéndose un grosor medio de 817 nm, con una desviacion estandar de 122 nm
(Figura 4.9.A). Con estos datos se puede afirmar que se consigue depositar la matriz sobre los
sustratos con un grosor relativamente constante. Ademas, se prepararon otros cubreobjetos en
los que se hizo una doble deposicion de matriz, es decir, primero se depositd una capa de matriz
diluida 1:3 y, una vez polimerizada y seca, se depositd otra capa de matriz diluida 1:3 en las
mismas condiciones. Como en el caso anterior, se determind el grosor de cada matriz doble de 3
muestras independientes con ayuda de un perfilometro, obteniéndose un grosor medio de 2453
nm con una desviacion estandar de 677 nm (Figura 4.9.B). Teniendo en cuenta el grosor medio
anterior, estos resultados indican que el grosor de la segunda capa depositada no varia
sustancialmente a la primera, volviendo a corroborarse el hecho de que la deposicion y
polimerizacion de la matriz resulta repetitiva y estandarizable a pesar de que sea depositada

sobre otra capa de matriz preexistente en lugar de sobre vidrio.

En base a estos resultados, se puede afirmar que es posible realizar una matriz
extracelular neural “multicapa”; en el caso analizado, todas las capas presentan la misma
composicion basal (membrana basal, HLMW y netrinas) pero se podria pensar en preparar
distintas capas con moléculas inductoras especificas que cumplieran una funcién determinada
en un momento concreto del proceso de diferenciacion. Por ejemplo, se podria pensar en
preparar una matriz extracelular “multicapa” en la que la ultima capa depositada (pero que seria
la que las células encontrarian en primer lugar) tuviera NGF y BDNF, mientras que la primera
capa depositada (pero que seria la que las células encontrarian en ultimo lugar) tuviera NGF,
BDNF, Shh y FGF8. De esta manera, y pensando en el protocolo de diferenciacion
dopaminérgica utilizado en este trabajo y que se describira mas adelante, las células se podrian
encontrar de una manera progresiva con ciertas moléculas implicadas en su proceso
diferenciador, a medida que se van diferenciando y van degradando la matriz extracelular. Esta

situacion seria muy similar a lo que ocurre en un tejido in vivo.
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Figura 4.9. Analisis perfilométrico de la matriz de diferenciacion neural. Por un lado (A), se analizaron
3 muestras independientes en las que se habia depositado una sola capa de matriz, mientras que, por otro lado (B), se
analizaron 3 muestras independientes en las que se habian depositado, secuencialmente, dos capas de matriz (matriz

“multicapa”).
4.1.2.3.Determinacion de la cantidad de proteina total liberada de la matriz
mediante ensayo colorimétrico de Bradford
Para poder determinar si la cantidad de proteina total que se libera de la matriz con el

tiempo de cultivo permanece constante, se realizo un ensayo colorimétrico de Bradford con los

sobrenadantes recogidos tras la incubacion de distintas matrices con PBS durante diferentes
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tiempos (4, 8, 24 horas y 1 semana), tal y como se indico en el apartado 3.5.3.4 de materiales y
métodos. Este ensayo consiste en el empleo de un colorante hidrofobico cuya disolucion acuosa,
en presencia de acido fosforico, tiene un color pardo pero que, al encontrase en el entorno
hidrofobico del interior de las proteinas, vira a un color azul intenso, que se puede medir
facilmente con ayuda de una curva de calibrado empleando una proteina patron (en este caso

BSA).

Como se puede observar en la Figura 4.10, durante las primeras 24 horas de incubacion
se produce una liberacion gradual de proteina de la matriz (hasta 100 ug/ml de proteina total en
el medio) pero esta liberacion se hace de manera constante durante los siguientes dias y hasta
una semana de cultivo, liberandose una cantidad total de proteina de la matriz que no excede de
350 pg/ml de medio. Este dato indica que la matriz no se encuentra totalmente degradada por lo

que soportara el cultivo celular durante mas de una semana in vitro.

350 -
300 -
250 -
200 -
150 +
100 -

50

Concentracion de proteina total
{ugiml)

4 horas 8 horas 24 horas 1semana

Tiempe

Figura 4.10. Concentracién de proteina total liberada de la matriz con respecto al tiempo de

incubacion.

101



Resultados

4.1.2.4.Analisis de la liberacion de Shh de la matriz mediante ensayo ELISA

Como se ha indicado en el apartado 3.5.3.5 de los materiales y métodos, la determinacion
de la cantidad de Shh liberada de la matriz con respecto al tiempo (en funcién de la
concentracion utilizada en la elaboracion de la matriz) se llevo a cabo mediante ensayo ELISA
utilizando el RayBio” Human Shh-N ELISA Kit de RayBiotech Inc. En este caso se utiliza Shh
como prototipo de molécula de sefializacion atrapada en la matriz -porque, como se apunt6 en la
introduccion, es una de las moléculas fundamentales en la induccidon de la diferenciacion
dopaminérgica mesencefalica-, pero los resultados podrian extrapolarse a cualquier otra

molécula que fuera incorporada en la composicion basal de la misma durante su elaboracion.

En la Figura 4.11, se muestran los resultados obtenidos para dos conjuntos de muestras:

1) matrices que contenian distintas concentraciones de Shh en su composicion basal (100, 250,
500 y 750 ng/ml) pero que fueron incubadas durante el mismo tiempo (4 horas) con

Neurobasal " A Medium.

2) matrices que contenian la misma concentracion de Shh (250 ng/ml) pero que fueron
incubadas durante diferentes tiempos (Y2, 2, 4, 8, 24 y 48 horas y 1 semana) con
Neurobasal " A Medium. En este caso, a medida que se recogié todo el volumen de cada

medio (500 pl), se repuso el mismo volumen con medio fresco.

Con el primer conjunto de muestras, se obtiene la concentracion de Shh liberado al medio
a las 4 horas de cultivo en funcion de la concentracion de Shh utilizado en la composicion basal
de la matriz. Como se aprecia en la Figura 4.11.A, la concentracidon dptima a la que el Shh debe
ser incorporado en la matriz para obtener una concentracion maxima en el medio en las
primeras horas de cultivo se encuentra entre 250 y 500 ng/ml, ya que a concentraciones mayores

disminuye la liberacion y a concentraciones inferiores la liberacion resulta insuficiente.

Con el segundo conjunto de muestras, se obtiene la cinética de liberacion de Shh de la
matriz con respecto al tiempo de incubacion. Como se aprecia en la Figura 4.11.C, en las
primeras 8 horas de cultivo hay una liberacion estable y continuada de Shh de la matriz al medio
de cultivo que no supera el 20% del total de Shh de la matriz; a partir de las 8 horas de cultivo la
liberacion disminuye progresivamente a niveles minimos (< 5 ng/ml) pero continuados hasta la

semana de cultivo.
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Con estos datos se demuestra que el rAShh queda atrapado en la matriz durante su
desarrollo y que éste se libera de forma progresiva al medio de cultivo a medida que la matriz se
degrada. Ademas, con este sistema, la cantidad total de Shh necesario con los dias de cultivo
sera menor que adicionandolo directamente en el medio de cultivo ya que, al encontrarse este
factor anclado en un soporte fisico y no en disolucion, la efectividad del mismo en las células
que se cultiven sobre la matriz sera mayor debido a una interaccion mas efectiva con los

receptores celulares.
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Figura 4.11. Analisis de la liberacién de Shh de la matriz mediante ensayo ELISA. A) Concentracion de
Shh liberado al medio a las 4 horas de cultivo en funciéon de la concentracion del mismo incorporado en la
composicion basal de la matriz. B) Concentracion efectiva de Shh en el medio con respecto al tiempo de cultivo.

C) Cinética de liberacion de Shh de la matriz al medio con respecto al tiempo de cultivo.
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4.2. VALIDACION DE LA CAPACIDAD DE DIFERENCIACION
NEURONAL DOPAMINERGICA EN EL SOPORTE DESARROLLADO
CON LA LINEA CELULAR PC12

Una vez alcanzado el primer objetivo de este trabajo, y con el fin de determinar tanto la
biocompatibilidad como la capacidad de diferenciacion neuronal dirigida del soporte
desarrollado, se realizaron cultivos de células PC12 sobre distintas variaciones del soporte
durante 7 dias in vitro (DIV). En cualquier caso, el medio de diferenciacion utilizado carecia del
factor inductor de la diferenciacion NGFp para observar si, realmente, la diferenciacion era

debida a la matriz y no a la potenciacion de la misma por parte del NGFp.

4.2.1. Observacion de la formacion de redes pseudo-neuronales mediante

tinciones y técnicas microscopicas

En primer lugar, se prepararon cubreobjetos fotolitografiados en los que no se depositod
matriz. Estas muestras se prepararon con el objetivo de observar unicamente la influencia de las
microgeometrias de superficie en la diferenciacion de las células PC12. Como se puede observar
en el Figura 4.12.A, en ausencia de la matriz, el cubreobjetos fotolitografiado no resulta toéxico
para las células ya que éstas se depositan de forma adecuada en el mismo, pero lo hacen tanto a

nivel de “picos” como de “valles” y sin una organizacion concreta.

En segundo lugar, se prepararon cubreobjetos sin fotolitografiar en los que se depositd
manualmente matriz completa (membrana basal, HLMW y netrinas) diluida 1:3. Estas muestras
se prepararon con el objetivo de observar Unicamente la biocompatibilidad e influencia de la
matriz en la diferenciacion de las células PC12. Como se puede observar en el Figura 4.12.B, la
matriz por si sola (en ausencia de NGFf) induce la diferenciacion terminal de las células PC12
en fenotipos morfologicamente neuronales (pseudo-neuronas), pero, al no haber
microgeometrias de superficie capaces de actuar como guias, las células se disponen de una
manera desordenada y, en algunos casos, poco “productiva”, ya que no establecen conexiones

entre ellas.

En tercer y ultimo lugar, se prepararon cubreobjetos fotolitografiados en los que se
depositd manualmente matriz completa diluida 1:3. Una vez depositada y polimerizada, estas
muestras se incubaron durante 24 horas a 37°C con medio de mantenimiento de PC12, con el fin

de eliminar el exceso de matriz que no hubiera penetrado en los “valles” del sustrato
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fotolitografiado. Estas muestras se prepararon con el objetivo de observar tanto la influencia de
la matriz como de las microgeometrias de superficie en la diferenciacion guiada de las células
PC12. Como se puede observar en el Figura 4.12.C, las células PC12 se localizan Gnicamente
en los “valles” del sustrato fotolitografiado, que es donde se encuentra depositada la matriz.
En ellos, las células se diferencian apropiadamente a células con morfologia neuronal y
conectadas entre si, formando una red pseudo-neuronal bastante organizada (Figura 4.12.C,
40x). Concretamente, en la Figura 4.13, se muestra el grado de desarrollo y orientacion
alcanzado por una de las redes pseudo-neuronales diferenciada en este ultimo tipo de muestras

después de 10 DIV.

Si se observa una de estas redes pseudo-neuronales con el microscopio electronico de
barrido (Figura 4.14), se pueden apreciar con mayor detalle las prolongaciones pseudo-
neuriticas emitidas por las células PC12, asi como los restos de matriz extracelular que quedan
en el soporte después de 14 dias de diferenciacion in vitro (Figura 4.14.B). Este ultimo dato
corrobora la idea de que la matriz tarda mas de 14 dias en degradarse completamente, tal y
como se apuntd al observar la cantidad total de proteina liberada de la matriz después de
10 DIV. Este hecho resulta de vital importancia ya que, teniendo en cuenta que la mayoria de
los procesos de diferenciacion celulares tardan més de 14 DIV en llevase a cabo, se necesita una
matriz que se degrade progresivamente y, en ningun caso, antes de 14 DIV, ya que es durante su
degradacion cuando se va a producir la liberacion gradual de las moléculas sefalizadoras que
incorpore (en este caso, netrinas). En la Figura 4.14.C se observa con detalle un punto de
conexion entre pseudo-neuritas que, posiblemente, coincida con un punto de conexion sinaptica
entre pseudo-neuronas, lo que indicaria la funcionalidad de la red pseudo-neuronal. Como se
menciond en el apartado 3.5.4.1 de los materiales y métodos, las células PC12 diferenciadas
muestran un fenotipo pseudo-neuronal capaz de producir catecolaminas del tipo dopamina y

norepinefrina.
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Figura 4.12. Efectos del sustrato fotolitografiado y de la matriz extracelular en la diferenciacién de
células PC12. En todos los casos se ha utilizado medio de cultivo de PC12 sin NGFf. Las células se visualizan en

el microscopio Optico después de 7 DIV gracias a una tincion con eosina-azul de metileno segun May-Griindwald.
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Figura 4.13. Red pseudo-neuronal formada por las células PC12 diferenciadas en un soporte

fotolitografiado con matriz extracelular. Las células se visualizan en el microscopio 6ptico gracias a una

tinciéon con eosina-azul de metileno segiin May-Griindwald.

Figura 4.14. Imagen de SEM de la red pseudo-neuronal formada por las células PC12 diferenciadas
en un soporte fotolitografiado con matriz extracelular. Ademas de observarse la red pseudo-neuronal
formada después de 14 DIV (A), se aprecia la emision de pseudo-neuritas por parte de las células PC12 diferenciadas
(B, flecha roja), asi como la conexion entre ellas (C). Notese la presencia de restos de matriz extracelular neural en la

preparacion (B, flecha azul) después de 14 DIV.

108



Resultados

4.2.2. Determinacion de la concentracion celular necesaria para obtener

una diferenciacion neuronal éptima

Una vez observado que el soporte fotolitografiado con matriz favorece la diferenciacion
guiada de las células PC12, otra cuestion importante a resolver era la concentracion celular a la
que habia que cultivar las células para alcanzar una diferenciacion 6ptima, tanto respecto al
numero de pseudo-neuronas diferenciadas que participan en redes pseudo-neuronales como

respecto a nimero de conexiones pseudo-neuriticas entre ellas.

Para ello, se sembraron distintas concentraciones de células PC12 en los soportes
completos (fotolitografia y matriz). Después de 10 DIV, las preparaciones se tifieron con
proteinato de plata (tincion de Bodian modificada) para la observacion detallada de las
prolongaciones pseudo-neuriticas. La cuantificacion tanto del niimero total de pseudo-neuronas,
como de pseudo-neuritas por pseudo-neurona y de pseudo-neuritas conectadas por pseudo-
neurona en cada concentracion, se realizd tomando 10 imagenes representativas de tres

preparaciones independientes de cada concentracion (Figura 4.16).

En todos los casos, se utiliz6 medio de cultivo de PC12 suplementado con 50 ng/ml de
NGFB. La razén de anadir NGFB al medio de cultivo, a pesar de haberse comprobado que la
matriz por si sola induce la diferenciacion de las células PC12, es que, en un experimento
adicional de diferenciacion de PC12 sobre el soporte sin y con NGFf en la que se partia de la
misma concentracion celular, se pudo comprobar que el NGFf reforzaba el efecto diferenciador

de la matriz, como era de esperar (Figura 4.15).

Como se puede deducir del analisis morfolégico de las preparaciones (Figura 4.16),
concentraciones celulares inferiores a 40.000 células/ml resultan deficientes en la formacion de
una red pseudo-neuronal apropiada, mientras que concentraciones celulares superiores a 80.000
células/ml resultan demasiado elevadas ya que se observa sobrecrecimiento celular después de
10 DIV. Con estos datos se puede pensar que la concentracion celular 6ptima se encuentra entre
40.000 y 80.000 células/ml. Esta hipotesis se confirma haciendo un promedio del niimero de
pseudo-neuronas por campo de las preparaciones correspondientes a cada concentracion celular.
Como se puede observar en la Figura 4.17.A, la concentracion optima para obtener el numero

maximo de pseudo-neuronas por campo se encuentra entre las 40.000 y las 80.000 células/ml.
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Sin NGFg

Con NGF@

Figura 4.15. Diferenciacion de células PC12 sobre el soporte desarrollado en medio de cultivo sin
(A) y con (B) NGFB. Como cabia esperar, NGFB refuerza el efecto diferenciador de la matriz. Las

pseudo-neuronas se visualizan en el microscopio Optico gracias a una tincion con eosina-azul de metileno segun

May-Griindwald.

Sin embargo, si se tiene en cuenta el numero promedio de pseudo-neuritas que expresa
cada pseudo-neurona en las diferentes concentraciones, se observa que éste numero se
incrementa a medida que aumenta la concentracion de células sembradas hasta alcanzar una fase
estable a partir de 40.000 células/ml, a partir de la cual las pseudo-neuronas no presentan mas
pseudo-neuritas aunque haya mas células con las que establecer contactos (Figura 4.17.B). Esto
se puede deber a que, ademas de las moléculas de sefalizacion incorporadas en la matriz, las
propias cé¢lulas liberan moléculas de sefializacion que hacen que sus “vecinas” emitan
prolongaciones de su citoplasma para establecer contactos con ellas. Sin embargo, un exceso en
el nimero de células hace que éstas se encuentren demasiado proximas y que haya una

inhibicion por simple contacto (habitual en cualquier cultivo celular sobrecrecido).
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Esta hipotesis se corrobora al observar el numero promedio de pseudo-neuritas
conectadas por pseudo-neurona en cada concentracion. En este caso, se vuelve a observar un
aumento creciente en funcioén de la concentracién con un pico maximo en torno a las 40.000

cé¢lulas/ml (Figura 4.17.C).

5.000 células/ml 10.000 células/ml 20.000 célulasiml
(25.000 célulasfsoporte) (50.000 células/soporte) (100.000 células/soporte)

i

Voavr e Al A

(200.000 células/soporte) (400.000 células/soporte) (600.000 células/soporte)
40.000 células/mli 80.000 células/ml 120.000 células/mi

Figura 4.16. Diferenciacion de células PC12 sobre el soporte desarrollado a diferentes
concentraciones. Las pseudo-neuronas se visualizan en el microscopio Optico gracias a una tincidn especifica con

proteinato de plata (tincién de Bodian modificada). Las imagenes mostradas son representativas de 3 experimentos

independientes.
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Figura 4.17. Determinacion de la concentracion celular necesaria para llevar a cabo una
diferenciacion 6ptima de las células PC12 sobre el soporte desarrollado. Esta determinacion se realiza en
funcion tanto del nimero de pseudo-neuronas diferenciadas que participan en redes pseudo-neuronales como del

nimero de conexiones pseudo-neuriticas entre ellas.
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4.2.3. Analisis de la expresion de marcadores de diferenciacion neuronal y

dopaminérgica mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal

Un ultimo punto importante con las células PC12, fue verificar el grado de diferenciacion
neuronal alcanzado sobre el soporte desarrollado, es decir, verificar que se conseguia una
expresion del fenotipo pseudo-neuronal dopaminérgico por parte de estas células al ser

diferenciadas in vitro.

Para ello, se realiz6 un marcaje inmunoespecifico contra la proteina NFL y la proteina
TH, respectivamente, en células PC12 diferenciadas sobre 3 matrices independientes. Como se
ha mostrado en la Figura 4.3 del presente capitulo, el sustrato fotolitografiado presenta una
fluorescencia intrinseca que impide utilizarlo en preparaciones donde, a posteriori, se pretende
visualizar el resultado de una inmunofluorescencia especifica. Por ello, todos los sustratos
utilizados para este fin fueron cubreobjetos en los que si hubo deposicion de la matriz completa

diluida 1:3 pero en los que no hubo proceso de fotolitografiado previo.

Como se puede observar en la Figura 4.18, las células PC12 diferenciadas sobre la matriz
expresan tanto el marcador neuronal NFL (95,7% =+ 4,2) como el marcador dopaminérgico TH
(84,4% =+ 7,5) después de 7 DIV (Tabla 4.1). La proteina NFL es una proteina del citoesqueleto
especifica de células neuronales. Por su parte, la proteina TH juega un papel muy importante en
la fisiologia de las células adrenérgicas, ya que es el enzima que limita la biosintesis de las
catecolaminas (dopamina y norepinefrina) a partir de tirosina. Por ello, las dos proteinas de
forma conjunta se utilizan como marcadores de neuronas dopaminérgicas (en este caso

pseudo-neuronas dopaminérgicas).

Marcaje a los 7 DIV % de células positivas
|
NFL 95,7% + 4,2
TH 84,4% + 7,5

Tabla 4.1. Porcentaje de células PC12 positivas para NFL y TH después de 7 DIV. A los 7 DIV todavia

no se ha producido el 100% de la induccién dopaminérgica de las células PC12.
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NFL Hoechst 33258 Mezcla

TH
—

Hoechst 33258 Mezcla

e

Figura 4.18. Expresion de NFL y TH por células PC12 diferenciadas sobre la matriz después de

7 DIV. La expresion de ambas proteinas intracelulares se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis
confocal, utilizando un anticuerpo primario contra NFL y TH, respectivamente, y un anticuerpo secundario marcado
con el fluor6foro Alexa Fluor 546 (rojo). Los nucleos se visualizan con Hoechst 33258. Las imagenes mostradas son

representativas de 3 experimentos independientes.
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4.3. DIFERENCIACION NEURONAL DE CELULAS DE HIPOCAMPO DE
RATA EMBRIONARIA (E18)

Una vez establecida la biocompatibilidad y la potencialidad de diferenciacion del soporte
desarrollado con la linea celular establecida PC12, la siguiente pregunta que se plante6 fue si las

células primarias neuronales presentarian el mismo tipo de respuesta.

Para resolver esta cuestion, se decidi6 comprobar la diferenciacion neuronal alcanzada al
cultivar células de hipocampo de rata embrionaria (E18) sobre la matriz desarrollada, obviando
en este apartado el sustrato fotolitografiado (partiendo de la base de que es la matriz la parte del
soporte responsable del grado de diferenciacion alcanzado, y el sustrato fotolitografiado la parte

del soporte responsable de la ordenacion de la red neuronal formada).

Las células de hipocampo de rata embrionaria (E18) fueron aisladas de acuerdo con el
protocolo descrito en el apartado 3.5.4.2.1 de los materiales y métodos y, a continuacion, fueron
cultivadas durante 8 DIV sobre la matriz con el medio de diferenciacion correspondiente

-descrito en el apartado 3.3.6 de los materiales y métodos-.

Es necesario recordar en este punto que esta matriz presenta en su composicion un
proteoglicano adicional, el condroitin 4-sulfato. EI motivo por el que se afiadié el condroitin
4-sulfato a la composicion basal de la matriz deriva del caracter colaborativo en el que se
enmarca este apartado del presente trabajo de investigacion. El grupo del Dr. Antonio Garcia
Garcia, del Departamento de Farmacologia del Instituto Teo6filo Hernando de la Universidad
Autonoma de Madrid, se encuentra trabajando en el papel neuroprotector que puede ejercer el
condroitin 4-sulfato y sus correspondientes dimeros en el Sistema Nervioso. La matriz
desarrollada resulta muy ftil en estudios de neuroproteccion in vitro ya que, como ha sido el
caso, permite la incorporacion del compuesto en estudio en su composicion basal. Por lo tanto,
en estos experimentos se prepararon matrices con condroitin 4-sulfato en su composicion basal

a diferentes concentraciones (CS 10: 0,5 mg/ml; CS 100: 5 mg/ml; No CS: 0 mg/ml).

Después de mantener las células de hipocampo durante 8 DIV en las diferentes matrices,
éstas fueron sometidas durante 7 dias a tratamiento con distintos compuestos citotoxicos
(glutamato, rotenona/oligomicina A, f-amiloide y veratridina) y, posteriormente, se realizé un
ensayo de viabilidad celular mediante la técnica de MTT. Como se puede observar en la Figura
4.19, en ausencia de agente toxico, la presencia de condroitin 4-sulfato en la matriz hace
disminuir la viabilidad de las células de hipocampo de rata embrionaria, siendo ésta significativa

en el caso de encontrase el condroitin 4-sulfato a una concentracion de 5 mg/ml (CS100).
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Sin embargo, en presencia de agente toxico, el condroitin 4-sulfato ejerce un efecto
neuroprotector (significativo en el caso del tratamiento con glutamato) en las mismas, al
encontrarse éste en la matriz a una concentracion de 5 mg/ml, y no resultando significativo el

efecto del mismo a la otra concentracion estudiada (0,5 mg/ml).
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Figura 4.19. Neuroproteccion inducida por el condroitin 4-sulfato en neuronas de hipocampo
embrionarias cultivadas sobre matrices que llevan este proteoglicano en su composicién basal. Las
células de hipocampo de rata embrionaria se cultivaron sobre las matrices preparadas con distintas concentraciones de
condroitin 4-sulfato (CS 10: 0,5mg/ml; CS 100: 5 mg/ml) y sin ¢él, respectivamente durante 8§ DIV. A continuacion,
fueron sometidas a tratamiento durante 7 dias con distintos compuestos citotoxicos (glutamato, rotenona/oligomicina
A, B-amiloide=abeta y veratridina) y, posteriormente, se realizo un ensayo de viabilidad celular con MTT. El control
de cada experimento fue cada tipo de matriz en ausencia de agente toxico. Se muestran los resultados de 3

experimentos independientes. *p<0,05; **0,001<p < 0,01.
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4.3.1. Observacion de la formacion de redes neuronales mediante

microscopia optica

Como se puede observar en la Figura 4.20, la velocidad de diferenciacién de estas
células en la matriz (con cualquiera de las concentraciones de condroitin 4-sulfato) es
extremadamente rapida, observandose neuronas interconectadas con tan s6lo 24 horas de
cultivo. A los 8 DIV se observa una importante red neuronal (mas desarrollada que la que cabria
esperar en las mismas condiciones de diferenciacion en ausencia de la matriz y similar a la que
se obtendria en sustratos tratados con polilisina a los 20 DIV) en la que cada neurona establece
diversas conexiones neuriticas con células adyacentes. En esta emision de prolongaciones
neuriticas pueden jugar un papel muy importante las netrinas contenidas en la matriz y liberadas
de forma gradual al medio de cultivo, tal y como ocurriria en el cerebro embrionario en

desarrollo in vivo.

4.3.2. Analisis de la expresion de marcadores de diferenciacion neuronal

mediante marcajes inmunofluorescentes y microscopia confocal

Transcurridos 10 DIV, se realizd un marcaje de las c¢lulas diferenciadas sobre la matriz
con un anticuerpo contra la proteina MAP2, una proteina que se expresa en el citoesqueleto de

las células neuronales maduras.

Como cabia esperar, las células de hipocampo de rata embrionaria diferenciadas en la
matriz expresan MAP2, por lo que se puede afirmar que la red celular mostrada en la Figura
4.20 es una red muy desarrollada de neuronas maduras de hipocampo (Figura 4.21). Dado el
caracter tridimensional del cultivo, se puede decir que la combinacion de la matriz con la red de

neuronas maduras se asemeja notablemente con un tejido neuronal de hipocampo in vitro.

117



Resultados

Figura 4.20. Diferenciacion de células de hipocampo de rata embrionaria (E18) sobre las matrices

desarrolladas previamente (con condroitin 4-sulfato). La formacion de redes neuronales complejas en estas
matrices es increiblemente rapida, asemejandose el cultivo obtenido después de 8 DIV al cultivo que se obtendria en
otras condiciones después de 20 DIV. En una de la imagenes (C) se puede observar el caracter tridimensional del
cultivo ya que, al enfocar unas células de la red, otras quedan desenfocadas. Imagenes tomadas con el microscopio

optico (objetivo 10x).
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Figura 4.21. Expresion de MAP2 en células de hipocampo de rata embrionaria (E18) diferenciadas
sobre las matrices desarrolladas previamente (con condroitin 4-sulfato) durante 10 DIV. La expresion
de esta proteina del citoesqueleto de neuronas maduras se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis
confocal, utilizando un anticuerpo primario contra MAP2 y un anticuerpo secundario marcado con el fluor6foro
Alexa Fluor 488 (verde). Los nucleos se visualizan con Hoechst 33258. La imagen mostrada es representativa de 3

experimentos independientes.

119



Resultados

120



Resultados

4.4. AISLAMIENTO, CULTIVO Y DIFERENCIACION DE CELULAS
PROGENITORAS NEURALES DE ZONA SUBVENTRICULAR DE
RATA NEONATA (P2-P3)

Una vez comprobado que las neuronas de hipocampo de rata embrionaria se diferencian
en la matriz desarrollada de una manera mas eficiente que en los sustratos clasicos de cultivo, la
siguiente pregunta planteada fue si esta matriz también potenciaria la diferenciacion de células

madre/progenitoras en células con fenotipo neuronal y dopaminérgico.

Para contestar a esta pregunta, se decidio utilizar células progenitoras neurales de zona
subventricular de rata neonata (P2-P3) como sistema celular indiferenciado pero con
potencialidad neural. Como se comentd en el apartado 1.3.2 de la introduccion, la zona
subventricular es una de las zonas neurogénicas del cerebro adulto, por lo que representa una
buena fuente de obtencion de células progenitoras neurales. Ademas, el hecho de utilizar
cerebros de ratas neonatas en lugar de ratas adultas hace que la facilidad de obtencion de estas
células sea mayor -ya que el grado de desarrollo del cerebro neonato es menor que el del

cerebro adulto-, asi como su plasticidad neuronal.

4.4.1. Cultivo en suspension de células madre de zona subventricular de

rata neonata (P2-P3): formacion de neuroesferas

Como se apuntd en el apartado 1.3.3.2 de la introduccion, la forma de enriquecer y
expandir células progenitoras neurales in vitro consiste en realizar un cultivo de estas células en
condiciones no adherentes (sin suero) y en presencia de dos factores mitogénicos claves, el EGF
y el FGF2. En estas condiciones, las células progenitoras neurales forman unas estructuras
esféricas flotantes -conocidas con el nombre de neuroesferas-, que estan formadas por células en

diferentes estadios de potencialidad y de determinacion neural.

Por ello, una vez disgregadas la zonas subventriculares de ratas neonatas (P2-P3), la
suspension celular resultante fue mantenida durante 7 DIV en las condiciones descritas en el
parrafo anterior, con la consecuente formacion de neuroesferas en este intervalo de tiempo
(Figura 4.22). El tamafio que muestran las neuroesferas después de estos dias de proliferacion
resulta muy heterogéneo, siendo el tamafio 6ptimo que deben presentar las mismas para ser
utilizadas en procesos de diferenciacion de entre 50 y 200 pm de diametro (Figura 4.22.B), ya

que neuroesferas de tamafios superiores o inferiores a estos representan a neuroesferas que se
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encuentran envejecidas o sin el grado de madurez necesario, respectivamente. El envejecimiento
de las neuroesferas de tamafios superiores a > 200 um se puede apreciar en la oscuridad del
nucleo de la neuroesfera, debido a que el tamafio de didmetro de la misma debe impedir la
correcta difusion del oxigeno y de los nutrientes del medio de cultivo hasta él. Asi, las células
que se encuentran en esa posicion central de la neuroesfera, deben estar sufriendo procesos de
hipoxia o anoxia, por lo que podrian estar entrando en senescencia o iniciando procesos de
apoptosis celular. En las neuroesferas nacientes, el niimero de células madre/progenitoras
neurales es muy bajo debido a que todavia no han tenido lugar los procesos de division clonal
suficientes como para que la neuroesfera crezca y se compacte. Suele ser frecuente que el
tamafo de las neuroesferas aumente no por divisiones celulares internas sino por fusion entre
neuroesferas que se encuentran proximas y que, finalmente, contactan y se fusionan (Figura

4.22.C).

4.4.2. Diferenciacion de neuroesferas en la matriz extracelular

desarrollada

Una vez obtenido el cultivo de neuroesferas, se llevd a cabo su diferenciacion sobre la
matriz extracelular neural (depositada en esta ocasion sobre cubreobjetos de vidrio redondos de
12 mm de diametro, tal y como se sefialo en el apartado 3.5.4.2.4 de materiales y métodos). Las
neuroesferas (de entre 50 y 200 um de diametro) fueron seleccionadas con ayuda de una
micropipeta de 200 pl en condiciones de esterilidad, y depositadas en cantidades similares en

todas las matrices ensayadas, a razén de 5-10 neuroesferas por matriz.

Una representacion esquematica del protocolo que se utilizo para la diferenciacion de
estas neuroesferas en células con fenotipo neuronal-dopaminérgico se ilustra en la Figura 4.23,
con indicacion de los marcadores utilizados en cada momento para la identificacion de las

células diferenciadas, como se comentara mas adelante (Figura 4.27).
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Figura 4.22. Enriquecimiento y expansion de células progenitoras neurales de zona subventricular

de rata neonata mediante cultivo de neuroesferas. Después de 7 DIV y con suplementacion del medio con
EGF y FGF2 cada 2 dias, se obtiene un cultivo de neuroesferas (A) heterogéneo en cuanto al tamafio de las mismas: <
50 pm (flecha verde), 50-200 um (flecha amarilla) y > 200 pm (flecha roja). La composicion celular de las
neuroesferas se aprecia con mas detalle a mayores aumentos (B). Resulta frecuente encontrar neuroesferas, tanto de
tamafio similar (C, flecha azul oscuro) como de tamafio diferente (C, flecha azul claro), fusionandose. Imagenes
tomadas con el microscopio Optico con los objetivos de 4x (A) y 10x (B y C), respectivamente, y representativas de 3

experimentos independientes.
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Diferenciacion neuronal y dopaminérgica

Medio de proliferacion ATR ATR
[EGF + FGF2 / LSGS]

PROLIFERACION DIFER ACIO DIFER ACIO
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Figura 4.23. Representacion esquematica del protocolo de diferenciacién neuronal y dopaminérgica
utilizado en este trabajo. En el esquema se especifican tanto las moléculas utilizadas para inducir la

diferenciacién neuronal-dopaminérgica como los marcadores utilizados para seguir el fenotipo de las células

diferenciadas en cada momento del proceso.

4.4.2.1.0bservacion de la formacion de redes neuronales mediante técnicas

microscopicas

Basicamente, una vez sembradas en las matrices con medio de diferenciacién neuronal
(con NGFB y BDNF), las neuroesferas tardan 12 horas en adherirse a la matriz y poner en
marcha sus mecanismos de diferenciacion. Como se puede observar en la Figura 4.24.B, a
medida que la neuroesfera se aplana debido a su adhesion a la matriz, las células que la
componen empiezan a migrar de forma centrifuga inducidas por la sefales inductoras que
reciben tanto de la matriz como del medio de cultivo, colonizando la matriz a medida que
comienzan una diferenciacion gradual y progresiva. En este momento, las células que se
encuentran hacia la periferia de la neuroesfera se encuentran mas determinadas hacia un

determinado fenotipo neural (neuronal o glial) que las células que se encuentran hacia la zona
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mas central de la misma, donde todavia se conservan células progenitoras neurales
multipotentes. Después de 48 horas, se puede observar la formacién de una red neuronal
incipiente alrededor de la neuroesfera, en la que se aprecian unas importantes prolongaciones
neuriticas que conectan las células que conforman la red y en cuya extension estan involucradas

seguramente las netrinas liberadas por la matriz (Figura 4.24.C).

Después de 20 DIV en condiciones de diferenciacion, se observd una importante red
neuronal por toda la superficie de la matriz (Figura 4.25). En este periodo de tiempo, se llevo a
cabo una renovacion del medio de cultivo cada 5 dias y una adicion de los factores neurotroficos
(NGFB y BDNF) y de las moléculas de sefializacion apropiadas en cada momento (Shh y
FGF8b) cada 2-3 dias (segun el esquema de la Figura 4.23).

Con el fin de observar con mayor detalle la interaccion de las células diferenciadas con la
matriz, una de las preparaciones que mostraban esta red neuronal fue fijada y metalizada con
oro para su correcta visualizacion mediante microscopia electronica de barrido. Como se aprecia
en la Figura 4.26, la morfologia de las células que conforman la red es tipica de neuronas en
cultivo, con prolongaciones neuriticas que las conectan unas con las otras y que quedan

embebidas por la matriz extracelular en diferentes planos (cultivo en 3 dimensiones).
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Figura 4.24. Neuroesferas de SVZ de rata neonata en proceso de diferenciacién en la matriz
desarrollada. Las neuroesferas formadas durante el periodo de proliferacion (A), son sembradas en la matriz y,
después de 24 horas, se observa la migracion de las células que la componen desde la neuroesfera hacia la matriz
periférica que la rodea (B). Transcurridas 48 horas ya se observa una red neuronal incipiente en los alrededores de la
neuroesfera. Las células que forman la red todavia se encuentran poco diferenciadas pero ya presentan unas
prolongaciones neuriticas importantes (flechas rojas), probablemente por el efecto inductor que ejercen las netrinas
liberadas por la matriz. Imagenes tomadas con el microscopio Optico con los objetivos de 10x (A y B) y 20x (C),

respectivamente, y representativas de 3 experimentos independientes.
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Figura 4.25. Red neural observada en la matriz después de 20 DIV en condiciones de diferenciacion

neuronal y dopaminérgica. La flecha blanca de A hace referencia a la zona ampliada en B para la observacion
mas detallada de la morfologia de las células diferenciadas. Imagen tomada con el microscopio Optico y

representativa de 3 experimentos independientes.

4.4.2.2. Analisis de la expresion de marcadores de diferenciacion neuronal y
dopaminérgica mediante marcajes inmunofluorescentes y microscopia

confocal

Con el fin de corroborar el fenotipo de las células diferenciadas que forman esta red
neural, se realizaron marcajes inmunoespecificos a distintos tiempos de cultivo contra proteinas
consideradas buenos marcadores de las células neuronales en diferentes estadios de
diferenciacion. Como se representa de forma esquematica en la Figura 4.27, las células
progenitoras neurales que inician su diferenciacion pero que todavia son multipotentes (debido a
que su fenotipo neuronal o glial todavia no se encuentra totalmente determinado) expresan
nestina y Sox2. Estos marcadores se van perdiendo a medida que continiia el proceso
diferenciador; si las células estan determinadas hacia la via neuronal, empezaran a expresar

progresivamente NeuN, NFL y B-Ill-tubulina, como marcadores de fenotipo neuronal poco
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desarrollado; por el contrario, si las células se encuentran determinadas hacia la via glial,
expresaran GFAP u O1/04, en funcion de si se trata de astrocitos u oligodendrocitos,
respectivamente. En el caso de la via neuronal, a medida de que las neuronas diferenciadas
maduren, expresaran nuevos marcadores como MAP2 y, solo en el caso de que las neuronas se
especialicen en cuanto a fenotipo dopaminérgico, expresaran el marcador TH, indicativo de que
las neuronas son capaces de sintetizar dopamina por contar con el enzima necesario para su

sintesis a partir de tirosina.

Figura 4.26. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de la red neuronal formada en la

matriz. A pocos aumentos (A y B; 370x y 500x, respectivamente) se observa el aspecto general que muestra la red
en la matriz. A mayores aumentos (C, y D; 750x y 1.500x, respectivamente) se observa con detalle que tanto los
cuerpos de las neuronas diferenciadas como sus prolongaciones neuriticas se encuentran embebidas por la matriz,
conectando a través de ella en diferentes planos con otras células proximas. La flecha roja de C se ha utilizado para

sefalar la zona exacta ampliada en D.
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Figura 4.27. Representacién esquematica de algunas de las proteinas expresadas por las células
neurales a medida que se diferencian, tanto si lo hacen por la via neuronal como por la via glial, y

que sirven en este trabajo como marcadores para seguir el proceso de diferenciacion.

A las 24 horas de deposicion de las neuroesferas en la matriz (Figura 4.28), las células
que conforman la neuroesfera expresan tanto Sox2 como nestina, lo que resulta indicativo de la
todavia multipotencialidad e indeterminacion de las células en este estadio de la diferenciacion.
Las células Sox2 positivas son células con un mayor grado de multipotencia que las células
nestina positivas, que se corresponden a su vez con células progenitoras neurales mas
determinadas en la via neural. Un hecho que resulta importante destacar es que la cantidad de
células nestina positivas presentes en la periferia de la neuroesfera es superior a la cantidad de
células nestina positivas presentes en la zona central, lo que resulta indicativo del aumento de
diferenciacion que experimentan las células a medida que migran de forma centrifuga hacia la
matriz. Como cabe esperar, con las células Sox2 positivas ocurre exactamente lo contrario. Sin
embargo, en muchos casos se observa que las células muestran ambos marcajes (dobles

positivas) lo que permite observar la transicion gradual de unos fenotipos a otros.
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Figura 4.28. Expresion de Sox2 y de nestina por las células que forman las neuroesferas derivadas
de SVZ de rata neonata después de 24 horas en condiciones de diferenciacion sobre la matriz. La
expresion de ambas proteinas se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un
anticuerpo primario contra Sox2 y nestina, respectivamente, y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor
546 (rojo) y con Alexa Fluor 488 (verde), respectivamente. Los nticleos se visualizan con Hoechst 33258. Las

imagenes mostradas son representativas de 3 experimentos independientes.
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Figura 4.29. Expresion de nestina por las células que forman la red neuronal periférica a las

neuroesferas después de 7 dias en condiciones de diferenciacion sobre la matriz. La expresion de esta
proteina se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un anticuerpo primario
contra nestina y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 546 (rojo). Los nuicleos se visualizan con

Hoechst 33258. La imagen mostrada es representativa de 3 experimentos independientes.

A este respecto, si a los 7 dias de comenzar la diferenciacion, se realiza un marcaje contra
nestina en las células que forman la red neuronal periférica a las neuroesferas, se observa que la
mayor parte de estas células son nestina positivas y presentan una importantes extensiones
neuriticas con las que establecen conexiones con otras células en varios planos de la matriz
(tridimensional) (Figura 4.29). Este resultado es indicativo de que las células se encuentran

determinadas a linaje neuronal pero todavia no expresan marcadores de neuronas inmaduras.
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Uno de estos marcajes, NeuN, aparece en los siguientes dias de cultivo (10-14 DIV), a medida

que disminuye la expresion de nestina (Figura 4.30).

Nestina NeuN

Hoechst Mezcla

Figura 4.30. Expresion de NeuN y de nestina por las células que forman la red neuronal periférica a
las neuroesferas después de 14 dias en condiciones de diferenciacion sobre la matriz. La expresion de
estas proteinas se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un anticuerpo
primario contra NeuN y nestina, respectivamente, y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 488 (verde) y
un anticuerpo marcado con Alexa Fluor 546 (rojo), respectivamente. Los nucleos se visualizan con Hoechst 33258.

Las imagenes mostradas son representativas de 3 experimentos independientes.
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Siguiendo con la diferenciacion, a los 14 DIV, se observa la expresion de NFL por
algunas de las células que forman la red neural (Figura 4.31.A). Algo que llama la atencion en
este punto, es la presencia, en algunas zonas de la matriz, de células morfologicamente
diferentes a la de las células neuronales y que son dificiles de observar con el microscopio
optico. Estas células presentan un citoplasma aplanado con muchas ramificaciones a partir de él,
y expresan el marcador GFAP; por ello, se piensa que son astrocitos que se encuentran sobre la
matriz (pero por debajo de las células neuronales en diferenciacion) (Figura 4.31.B),
proporcionandoles soporte trofico y contribuyendo a la renovacion de la matriz extracelular. Los
astrocitos también se han diferenciado a partir de células progenitoras neurales presentes en las
neuroesferas y que han seguido la via de diferenciacion glial. La diferenciacién de un porcentaje
de células precursoras neurales a astrocitos no es de extrafiar en las condiciones de
diferenciacion utilizadas ya que se trata de lo que cabria esperar in vivo. Lo que si es muy
improbable en estas condiciones es la obtencién de células que expresen O1/04, es decir,
oligodendrocitos, ya que en este caso haria falta un medio de cultivo especifico con

determinadas moléculas de sefializacion no presentes en este medio.

*>—e —e
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Figura 4.31. Expresion de NFL por neuronas inmaduras (A, verde) y GFAP por astrocitos (A y B,
rojo) que forman la red neural después de 14 dias de diferenciacion sobre la matriz. La expresion de
estas proteinas se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un anticuerpo
primario contra NFL y GFAP, respectivamente, y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 488 (verde) y
Alexa Fluor 546 (rojo), respectivamente. Los niicleos se visualizan con Hoechst 33258. Las imagenes mostradas son

representativas de 3 experimentos independientes.
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Continuando con la diferenciacion, a los 21 DIV se observan células que expresan el
marcador MAP2, indicativo de que las neuronas se encuentran en proceso de maduracion. En la
Figura 4.32, se muestra un ejemplo de neuronas MAP2 positivas diferenciadas sobre la capa de

astrocitos comentada anteriormente.

GFAP MAP2
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Figura 4.32. Expresion de MAP2 por neuronas en proceso de maduracion (verde) y de GFAP por
astrocitos (rojo) después de 21 dias en condiciones de diferenciacion sobre la matriz. La expresion de
estas proteinas se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un anticuerpo
primario contra MAP2 y GFAP, respectivamente, y un anticuerpo secundario marcado Alexa Fluor 488 (verde) y
Alexa Fluor 546 (rojo), respectivamente. Los niicleos se visualizan con Hoechst 33258. Las imagenes mostradas son

representativas de 3 experimentos independientes.
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Figura 4.33. Expresion de MAP2 (verde) y de TH (rojo) por neuronas en proceso de maduracion
después de 28 dias en condiciones de diferenciacion sobre la matriz. La expresion de estas proteinas se
detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un anticuerpo primario contra MAP2 y
TH, respectivamente, y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 488 (verde) y Alexa Fluor 546 (rojo),
respectivamente. Los nucleos se visualizan con Hoechst 33258. Las imagenes mostradas son representativas de 3

experimentos independientes.

A los 28 dias de diferenciacion, se observa una red de neuronas maduras MAP2 positivas
que comienzan a expresar el marcador TH (méas marcadamente en el soma neuronal, como

cabria esperar en una proteina recién sintetizada) (Figura 4.33). Sin embargo, son necesarios
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mas de 30 dias de cultivo para que las neuronas maduras presenten este enzima caracteristico
del fenotipo dopaminérgico por toda su estructura (Figura 4.34). Asi, después de un mes de

cultivo, un 88,4% = 5,4% de las neuronas maduras expresan el fenotipo dopaminérgico.

TH MAP2
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Figura 4.34. Expresion de MAP2 (verde) y de TH (rojo) por neuronas dopaminérgicas después de
35 dias en condiciones de diferenciacion sobre la matriz. La expresion de estas proteinas se detecta
mediante inmunofluorescencia indirecta y andlisis confocal, utilizando un anticuerpo primario contra MAP2 y TH,
respectivamente, y un anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor 488 (verde) y Alexa Fluor 546 (rojo),
respectivamente. Los nticleos se visualizan con Hoechst 33258. Las imagenes mostradas son representativas de 3

experimentos independientes.
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Finalmente, en la Figura 4.35 se puede observar una red de neuronas dopaminérgicas
diferenciadas a los 35 DIV después de realizar el cultivo de las neuroesferas sobre la matriz, tal

y como se pretendia inicialmente.

Figura 4.35. Red de neuronas dopaminérgicas diferenciadas sobre la matriz a partir de células

progenitoras neurales de SVZ de rata neonata. La expresion del fenotipo dopaminérgico se detecta mediante
inmunofluorescencia indirecta y andlisis confocal, utilizando un anticuerpo primario contra TH, y un anticuerpo
secundario marcado con Alexa Fluor 546 (rojo). Los nucleos se visualizan con Hoechst 33258. La imagen mostrada

es representativa de 3 experimentos independientes.
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A modo de resumen, se muestran los marcajes observados en las células a diferentes dias

de cultivo en condiciones de diferenciacion (Tabla 4.2).

Tiempo de Sox2 Nestina | NeulN NFL GFAP | MAP2 TH
diferenciacion
1 DIV ++ ++ - - - - -
7 DIV + 4 - - - - -
14 DIV - + + + + - -
21 DIV - - + + ++ + +
35 DIV - - - - + ++ ++

(-) ausencia de marcaje; (+) presencia de marcaje en menos del 50% de las células totales; (++) presencia de marcaje

en mas del 50% de las células totales.

Tabla 4.2. Resumen de los marcajes observados a lo largo de la diferenciacién de las células

precursoras neurales de SVZ de rata neonata.
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4.5. AISLAMIENTO, CULTIVO Y DIFERENCIACION DE
PROGENITORES NEURALES DERIVADOS DE PIEL DE RATA
ADULTA

Una vez comprobada la capacidad de las células progenitoras neurales de zona
subventricular de rata neonata para diferenciarse en neuronas dopaminérgicas sobre la matriz
desarrollada de una manera mas eficiente que en los sustratos clasicos de cultivo, el siguiente y
ultimo objetivo propuesto, fue comprobar si esta matriz también potencia la diferenciacion
neuronal de células precursoras derivadas de tejidos no neurales, como es el caso de las células
precursoras derivadas de piel. Como se coment6 en el apartado 1.3.3.2.3 de la introduccion, las
células precursoras derivadas de piel son células reminiscentes de cresta neural embrionaria que
permanecen en la piel durante la edad adulta, con el potencial subyacente de poder dar lugar a
una progenie tanto de neuronas como de células gliales. Por lo tanto, su importancia radica en
su capacidad de diferenciarse a fenotipos neurales sin ser el tejido nervioso su fuente de

obtencion.

En este caso, las células precursoras derivadas de piel utilizadas en los siguientes
experimentos fueron aisladas a partir de muestras de piel dorsal de rata adulta. El hecho de
utilizar piel adulta en lugar de neonatal o fetal limita la obtencidén y la potencialidad de las
células derivadas de la misma, pero resulta mas concluyente de cara a su aplicacion terapéutica
ya que, si se piensa en un trasplante autélogo, la fuente de obtencion serd piel adulta del propio
paciente. Ademas, seglin los trabajos publicados hasta el momento, ésta seria la primera vez que

se aislarian células precursoras derivadas de piel de rata adulta (no neonata).

Como se detalld en el apartado 3.5.4.2.3 de materiales y métodos, el protocolo seguido
para el aislamiento, la seleccion y la expansion de este tipo de células, se ha puesto a punto en
este trabajo a partir de otros protocolos descritos en la literatura para la obtencion de este mismo

tipo de células a partir de piel de raton y de humano.

4.5.1. Cultivo en suspension de células precursoras derivadas de piel de

rata adulta: formacion de estructuras similares a neuroesferas
Basicamente, una vez disgregada la piel tanto enzimatica como mecanicamente, las

células aisladas se cultivaron en medio de cultivo exento de suero y suplementado con LSGS.

Es importante sefialar que, en este trabajo, el medio de cultivo no ha sido suplementado con
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EGF y FGF2 sino con LSGS; el LSGS es un suplemento comercial -descrito en la literatura para
este tipo de cultivos- que, ademas de EGF y FGF2, lleva heparina (para potenciar el efecto del
FGF2), hidrocortisona, y una baja proporcion de FBS (2%), que resulta insuficiente para la
adhesion de las células pero que proporciona al cultivo ciertos nutrientes necesarios para su
expansion. En estas condiciones no adherentes, y como ocurria en el caso de las células
progenitoras neurales de SVZ, las células precursoras derivadas de piel se expandieron en
suspension formando unas estructuras esféricas flotantes que, por similitud a las neuroesferas,
fueron designadas con el nombre de estructuras similares a neuroesferas (ESNs) ya que, debido

a su origen no neural, no pueden ser consideradas auténticas neuroesferas.

En la Figura 4.36 se muestra una imagen representativa de este tipo de cultivos a los
7 DIV. De forma homologa a lo que ocurria con las neuroesferas de SVZ de rata neonata, estos
cultivos mostraron la formacion de ESNs de diversos tamafios, aunque hay que volver a resaltar
que el tamafio ideal de las mismas para pasar a condiciones de diferenciacion es de entre 50 y
200 um de didmetro. En este caso, también se observan procesos de fusion entre estructuras
similares a neuroesferas que aumentan el tamafio de las mismas (Figura 4.36.C). En esta
ocasion, se quiso comprobar el porcentaje de ESNs de distintos tamafios presentes en los
cultivos. Para ello, se contabilizaron el numero de ESNs de cada tipo en 3 preparaciones
distintas y tomando 5 campos por preparacion. Como se puede comprobar en la Figura 4.37,
después de 7 DIV, las ESNs méas abundantes son las que presentan un diametro de entre 50 y
200 um, ya que representan un 53,4 + 13,3 % de las ESNs totales. Este resultado indica que mas
del 50% del cultivo puede ser utilizado a los 7 DIV en el proceso de diferenciacion ya que las
ESNs ideales para ello se encuentran en un porcentaje superior al 50% en el medio de cultivo en
ese momento. Ademas, el hecho de que haya un 33,5 + 14,2 % de ESNs de < 50 um de
diametro, frente a tan solo un 13,1 &+ 6,4 % de ESNs de > 200 um de diametro resulta indicativo

de que el cultivo todavia se encuentra en expansion.
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Figura 4.36. Enriquecimiento y expansion de células precursoras derivadas de piel de rata adulta

mediante cultivo de estructuras similares a neuroesferas. Después de 7 DIV y con suplementacion del
medio con LSGS cada 2 dias, se forma un cultivo de ESNs heterogéneo en cuanto al tamafio de las estructuras
similares a neuroesferas: < 50 um (flecha verde), 50-200 um (flecha amarilla, aumentado en B) y > 200 um (flecha
roja) (A), algunas de las cuales se fusionan (C). Imagenes tomadas con el microscopio 6ptico con los objetivos de 4x
(A), 20x (C) y 40x (B), respectivamente. Las imagenes mostradas son representativas de 6 experimentos

independientes.
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Figura 4.37. Porcentaje de estructuras similares a neuroesferas que se observan en los cultivos a los
7 DIV en funcion de su tamaiio. Después de 7 DIV, el cultivo se encuentra enriquecido en ESNs de diversos

tamaflos, siendo las ESNs de entre 50 y 200 pm de diametro las mas abundantes (53,4%), seguidas de las de < 50 um

(33,5%) y de las de > 200 um (13,1%).

Aunque la mayoria de las ESNs fueron utilizadas directamente para los experimentos de
diferenciacion sobre la matriz desarrollada, una parte se utilizé (en los primeros aislamientos)

para comprobar el potencial de expansion del cultivo in vitro.

Por un lado, unas ESNs fueron disgregadas con Accumax™ solution, una solucion de
enzimas proteoliticos y colagenoliticos en Dulbecco’s PBS (0,2 g/L KCl, 0,2 g/LL KH,POy,, 8 g/L
NaCl y 1,15 g/L Na,HPO,) que resulta muy util en la disgregacion de neuroesferas en
suspensiones celulares unitarias, por no resultar agresiva y mantener mejor que otras soluciones
enzimaticas la integridad celular. Una vez disgregadas, las células fueron cultivadas nuevamente
en condiciones no adherentes con suplemento de LSGS, y se observo la formacion de ESNs
secundarias al cabo de 5 DIV, pero en menor cantidad que en el caso de las estructuras similares
a neuroesferas primarias (Figura 4.38.A). Ademas, a medida que el cultivo se expandid se
observaron cada vez mas células adheridas débilmente a la placa de cultivo (células que
comenzaban su diferenciacion; por un lado, células con apariencia fibroblastica y, por otro lado,
células con apariencia neural -cuerpo celular refringente y finas extensiones citopldsmicas-)
(Figura 4.38.B), lo que finalmente hizo culminar el cultivo de ESNs (Figura 4.38.C). Por ello,
como bien se apunta en la literatura (Joannides y col., 2004; Hunt y col., 2008), el potencial de

estas células de formar nuevas ESNs tras la disgregacion disminuye con los pases.
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Por otro lado, otras ESNs fueron mantenidas en cultivo con una renovacion del 50% de
medio de cultivo cada 5-7 dias, sin llevar a cabo su disgregacion ni enzimatica ni mecanica
(Figura 4.38.E). De esta forma, se consiguié mantener el cultivo de ESNs durante mas de
30 DIV. Ademas, se produjo un aumento significativo (exponencial) del niimero de pocillos que
contenian estas estructuras ya que la renovacion del medio se realiz6 pasando la mitad del
cultivo de un pocillo a otro pocillo y la otra mitad del mismo pocillo a otro pocillo
-y completando el volumen de ambos pocillos con medio de cultivo fresco- de manera que de
cada pocillo se obtenian dos pocillos de ESNs. Siguiendo esta regla, cada 5-7 dias de cultivo,
se obtienen 2" pocillos, siendo n el nimero de pocillos existentes antes de realizar la expansion.
Mediante esta técnica, las ESNs cuentan en todo momento con el espacio y los nutrientes
necesarios para expandirse a lo largo del tiempo; a pesar de ello, no se frena su envejecimiento
ni se incrementa su potencial de proliferacion (limitado), por lo que no se consigue mantener
este tipo de cultivos durante mas de 30 DIV. Ademas, a medida que el cultivo se expandid,
también se observaron células adheridas débilmente a la placa de cultivo, en un principio en
menor cantidad que en el caso de la disgregacion enzimatica (Figura 4.38.E), pero que al final
hicieron culminar el cultivo de ESNs de la misma manera que en el caso anterior (Figura

4.38.F).
En cualquier caso, son las ESNs primarias (7 DIV post-aislamiento en condiciones de

proliferacion) las que presentan el mejor potencial de diferenciacion por lo que son este tipo de

estructuras las que fueron utilizadas en los experimentos de diferenciacion siguientes.
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Disgregado con Accumax™ Sin disgregar

Figura 4.38. Expansion de las estructuras similares a neuroesferas tanto después de ser disgregadas

enzimaticamente como sin disgregar. Después de disgregar las ESNs con Accumax™ solution se observa la
formacion de ESNs secundarias (B, flecha azul) pero, con el paso de los dias se observan células adheridas
débilmente a la placa de cultivo tanto con morfologia fibroblastica (B y E, flecha roja) como neuroblastica (B y E,
flecha verde). Si las ESNs se expanden sin disgregar mediante la renovacion del 50% de medio de cultivo cada 5-7
dias, se observa la obtencion de un mayor nimero de ESNs por preparacion (D) que en el caso anterior (A). Sin
embargo, estas ESNs también comienzan a diferenciarse en estas condiciones (E) y acaban proliferando por toda la
placa de cultivo (F), como ocurria en el caso anterior (C). Imagenes tomadas con el microscopio dptico con los
objetivos de 4x (C y F), 10x (A y D) y 20x (B y E), respectivamente. Las imagenes son representativas de 3

experimentos independientes.
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4.5.2. Diferenciacion de estructuras similares a neuroesferas en la matriz

extracelular desarrollada

Una vez obtenido el cultivo de ESNSs, se llevo a cabo su diferenciacion sobre cubreobjetos
en los que se habia depositado previamente la matriz neural (nuevamente, en cubreobjetos de
vidrio redondos de 12 mm de diametro situados en placas de 4 pocillos). Como en el caso de las
neuroesferas de SVZ, estas ESNs (de entre 50 y 200 um de didmetro) fueron seleccionadas con
ayuda de una micropipeta de 200 um en condiciones de esterilidad, y sembradas en cantidades
similares en todas las matrices ensayadas, a razén de 5-10 ESNs por matriz. El protocolo de
diferenciacion neuronal-dopaminérgico que se utilizo en este caso es el mismo que se ilustro en
la Figura 4.23. Como se mencionaba en el apartado 1.3.3.2.3 de la introduccion, se encuentra
bien descrito que factores neurotroficos como el NGF, el BDNF y la NT-3 potencian la
diferenciacion hacia el linaje neuronal de las células precursoras derivadas de piel, mientras que
factores como la neuregulina-1p y la forskolina potencian su diferenciacion hacia el linaje glial.
De esta forma se entiende que solo se hayan utilizado NGF y BDNF en este protocolo de
diferenciacion. Se ha prescindido de la NT-3 porque se ha asumido que el papel de las netrinas
liberadas por la matriz es suficiente para la diferenciacion a linaje neural en combinacion con el

NGF y el BDNF.

4.5.2.1.Seguimiento de la diferenciaciéon neuronal mediante tincién con un

colorante vital fluorescente y microscopia de fluorescencia

En este caso, con el objetivo de seguir la adhesion y la diferenciacion de las ESNs en la
matriz en los primeros estadios, las ESNs fueron marcadas inmediatamente antes de su
deposicion con el colorante vital PKH67. Como se comentd en el apartado 3.5.5.1.3 de los
materiales y métodos, PKH67 es un colorante fluorescente verde con largas colas alifaticas que
se insertan en la zona lipidica de la membrana celular sin afectar a la integridad celular. Por ello,
y a pesar de no ser un colorante especifico para un determinado tipo celular, este marcaje sirve
para seguir las células marcadas en su proceso de diferenciacion en la matriz, mediante

observacion con el microscopio de fluorescencia.
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M. épfico con campo claro M. dplico con campo oscuro M. de fluorescencia

20) iy

Mezcla

Figura 4.39. Adhesion de las estructuras similares a neuroesferas a la matriz después de 24 horas en
condiciones de diferenciacion. Las ESNs fueron marcadas con el colorante vital fluorescente PKH67 antes de
ser depositadas en la matriz para su seguimiento mediante microscopia de fluorescencia (E). En el apartado D se
observa la matriz (no fluorescente) en la que se adhiere la ESN (fluorescente). Esta imagen ha sido montada a partir
de las imagenes mostradas los apartados A y C, respectivamente. En el apartado B se observa, gracias al contraste

aportado por el campo oscuro del microscopio optico, la rugosidad tanto de la matriz como de la ESN.

Como se puede observar en la Figura 4.39, dentro de las 24 horas siguientes a ser
sembradas en las matrices con medio de diferenciacion neuronal (con NGFB y BDNF), las
ESNs se adhieren a la matriz y ponen en marcha sus mecanismos de diferenciacion. En la
Figura 4.40.A. se observa que, 48 horas después de la adhesion, las células que las componen
empiezan a migrar de forma centrifuga inducidas por las sefiales inductoras que reciben tanto de
la matriz como del medio de cultivo. Después de 5 DIV en condiciones de diferenciacion
(Figura 4.40.B), se observa la colonizacion de la matriz circundante por células con aparente
morfologia neuronal, observada en este caso gracias a la emision de fluorescencia y que, por lo

tanto, derivan de las células que componian las ESNs (Figura 4.40.C).
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M. éptico de campo oscuro M. de fluorescencia

M. éptico de campo oscuro M. de fluorescencia

M. de fluorescencia

Figura 4.40. Colonizaciéon de la matriz por las células precursoras que componen las estructuras
similares a neuroesferas a medida que ponen en marcha mecanismos de diferenciacion neural. (A)
El inicio de la migracion radial centrifuga de las células precursoras que componen la ESN se produce 48 horas tras
la adhesion de la misma a la matriz. (B) La colonizacion de la matriz que se observa 72 horas después es mayor y
algunas de las células ya presentan una aparente morfologia de neuronas inmaduras (se han utilizado las flechas
blancas en la imagen derecha de B para indicar las células observadas con detalle en C). Imagenes tomadas,

respectivamente, con el microscopio dptico (campo oscuro) y con el microscopio de fluorescencia.
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4.5.2.2.0bservacion de la formacion de redes neuronales mediante

microscopia optica

Las redes neurales que se formaron en las matrices 10 dias después de comenzar el
proceso diferenciador se pueden observar en la Figura 4.41. En estas redes hay que destacar la
presencia de dos tipos de células: (i) unas con una clara morfologia de neuronas inmaduras, con
un soma irregular y prolongaciones neuriticas (Figura 4.41.A; flecha roja), y (ii) otras con una
morfologia aplanada de su citoplasma y que no emiten prolongaciones neuriticas (Figura
4.41.B; flecha azul). Ambos tipos de células se localizan en distintos niveles como ocurria con

las neuronas y los astrocitos diferenciados a partir de las células progenitoras neurales de SVZ.

Mediante tincion de Bodian se puede apreciar con mas detalle la naturaleza de estas
células. En la Figura 4.42, se observa que las células con morfologia de neuronas inmaduras de
la imagen anterior presentan un fuerte marcaje con proteinato de plata, lo que es indicativo de su
naturaleza neurofibrilar; sin embargo, las células acompafiantes quedan débilmente marcadas,

siendo consideradas negativas para la tincion.

Aunque en estas diferenciaciones se haya prescindido del sustrato fotolitografiado, si se
prueba a diferenciar ESNs en el soporte completo (fotolitografia + matriz) se observa (i) que el
tamafio de los “valles” resulta apropiado para la entrada en ellos de las ESNs (< 200 um) y (ii)
que se forman unos flujos de células diferenciadas que son indicativos de la orientacion que
sufren las células cuando se diferencian. No se puede comprobar el fenotipo de estas células
orientadas in situ en el soporte completo por el problema ya comentado anteriormente de la

autofluorescencia del sustrato fotolitografiado.
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Figura 4.41. Red neural observada en la matriz después de 10 DIV en condiciones de
diferenciacion. Se observan células con una clara morfologia de neuronas inmaduras (A, flecha roja) que emiten
prolongaciones neuriticas que les permiten contactar con células adyacentes, pero también se observan células con un
citoplasma aplanado y sin prolongaciones neuriticas, dispuestas por debajo de las anteriores (A, flecha azul) y cuya
velocidad de proliferacion (mas rapida que la de las células anteriores) hace pensar en células de tipo fibroblastico
que dan soporte tanto estructural como trofico a las anteriores, contribuyendo también a la renovacion de la matriz.
Notese en B (flecha verde) como el cono de crecimiento de una de las células aparentemente neuronales intenta
conectar con otra célula préxima similar. Nuevamente, el efecto de las netrinas liberadas por la matriz parece resultar
considerable en el desarrollo de las prolongaciones neuriticas observadas en tan pocos dias de cultivo. Imagenes

tomadas con el microscopio Optico y representativas de 3 experimentos independientes.
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Figura 4.42. Tinciéon de Bodian de la red neural observada en la matriz después de 10 DIV en
condiciones de diferenciacion. Las células con morfologia de neuronas inmaduras (flecha roja) resultan positivas
a la tincidn con proteinato de plata, lo cual es indicativo de su naturaleza neurofibrilar. Notese que en esta imagen se
hace evidente el citoplasma aplanado y sin prolongaciones neuriticas de las células que no presentan morfologia

neuronal (flecha azul). Imagen tomada con el microscopio Optico y representativa de 3 experimentos independientes.

Figura 4.43. Diferenciacion de estructuras similares a neuroesferas en el sustrato fotolitografiado,

con la consecuente formacion de flujos celulares. (A) El tamafio de los “valles” resulta apropiado para la
diferenciacion en ellos de estructuras similares a neuroesferas (< 200 pm). (B) Se forman unos flujos de células
diferenciadas que son indicativos de la orientacion que sufren las células cuando se diferencian (flechas rojas, flujo
celular 1; flechas azules, flujo celular 2). Notese que en ésta imagen se observan células sobre los “picos” del sustrato

fotolitografiado porque no se ha digerido previamente la matriz. Imadgenes tomadas con el microscopio optico.
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4.5.2.3.Andlisis de la expresion de marcadores de diferenciacion neuronal y
dopaminérgica mediante marcajes inmunofluorescentes y microscopia

confocal

Con el fin dltimo de confirmar la naturaleza neural de las células que presentan una
aparente morfologia neuronal en las preparaciones, se realizd un marcaje especifico de estas
células con el anticuerpo contra nestina a los 10 DIV. Como se puede observar en la Figura
4.44, estas células resultan nestina positivas (42,5% + 3,5%) y conviven en la preparacién con
otras células nestina negativas, que se corresponden perfectamente con las células comentadas

anteriormente y cuyos nucleos se observan en esta figura.

Continuando con el cultivo, a los 14 DIV se observa que las células nestina negativas han
proliferado en gran medida sobre la matriz, mientras que las células nestina positivas

permanecen en bajo numero sobre estas Ultimas (12,5% + 2,1%), a pesar de que se ha producido

un aumento significativo del tamafio de sus prolongaciones neuriticas (Figura 4.45).

Figura 4.44. Expresion de nestina por las células con aparente morfologia neuronal que forman la
red neural observada en la matriz después de 10 dias en condiciones de diferenciacion. La expresion
de esta proteina se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un anticuerpo
primario contra nestina y un anticuerpo secundario marcado con el fluor6foro Alexa Fluor 546 (rojo). Los nicleos se
visualizan con Hoechst 33258. Las imagenes mostradas son representativas de 3 experimentos independientes.
Noétese que junto a estas células nestina positivas (flecha roja) se observan los nicleos de otras células nestina
negativas (flecha blanca) (probablemente las células que no emiten prolongaciones neuriticas comentadas

anteriormente).
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Figura 4.45. Incremento del tamafio de las prolongaciones neuriticas de las células nestina positivas

que se observan en la matriz después de 14 dias en condiciones de diferenciacion. La expresion de esta
proteina se detecta mediante inmunofluorescencia indirecta y analisis confocal, utilizando un anticuerpo primario
contra nestina y un anticuerpo secundario marcado con el fluor6foro Alexa Fluor 546 (rojo). Los nucleos se
visualizan con Hoechst 33258. La imagen mostrada es representativas de 3 experimentos independientes. Notese que
las células nestina negativas (flecha blanca) han proliferado rapidamente formando una monocapa de células nodrizas

sobre la matriz (que apreciamos gracias a la observacion de sus nucleos).

Para confirmar la diferenciacion consecuente de las células nestina positivas a neuronas
inmaduras a los 20 DIV, se realiz6 una inmunotincion contra B-III-tubulina. Como se observa
en la Figura 4.46.A, una baja proporcion de las células diferenciadas sobre la matriz resultan
B-III-tubulina positivas (7,5% + 1,9%) marcaje indicativo de su fenotipo neuronal inmaduro.
Estas células, al igual que las células nestina positivas, presentan largas prolongaciones

neuriticas. Como era de esperar, por debajo de estas células se observa una monocapa bastante
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confluente de células B-1II-tubulina negativas. Si se realiza una inmunotincion contra la proteina
a-SMA (del inglés, a-Smooth Muscle Actin; proteina del citoesqueleto de células mesodérmicas
que se expresa en c¢lulas miofibroblasticas y musculares lisas), se observa que estas células son
a-SMA positivas, lo que indica su naturaleza miofibroblastica, concordante con la capacidad de
las células precursoras de piel de diferenciarse a células tanto de linaje ectodérmico como

mesodérmico (Figura 4.46.B).

*-—e

50 pm

Figura 4.46. Expresion de p-III-tubulina (A) y a-SMA (B) por las células con morfologia
neuroblastica y por las células con apariencia fibroblastica, respectivamente, después de 20 dias en
condiciones de diferenciacion. La expresion de estas proteinas se detecta mediante inmunofluorescencia
indirecta y andlisis confocal, utilizando un anticuerpo primario contra B-IlI-tubulina y a-SMA, respectivamente, y un
anticuerpo secundario marcado con el fluoréforo Alexa Fluor 488 (verde) y el fluordforo Alexa Fluor 546 (rojo,
respectivamente). Los niicleos se visualizan con Hoechst 33258. Las imagenes mostradas son representativas de 3

experimentos independientes.

Debido a la elevada tasa de proliferacion de estas células, los cultivos empiezan a
degenerar a partir de los 20 DIV en diferenciacion y, al realizar marcajes contra MAP2 y TH, no

se obtienen resultados positivos en ninguno de los casos.

A modo de resumen, se muestran los marcajes observados en las células a diferentes dias

de cultivo en condiciones de diferenciacion (Tabla 4.3).
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Tiempo de Nestina p-11I-tubulina o-SMA
diferenciacion
14 DIV + - e+
20 DIV - + +++

(-) ausencia de marcaje; (+) presencia de marcaje en menos del 15% de las células totales; (++) presencia de marcaje

en menos del 50% de las células totales; (+++) presencia de marcaje en mas del 50% de las células totales.

Tabla 4.3. Resumen de los marcajes observados a lo largo de la diferenciacién de las células

precursoras derivadas de piel de rata adulta.
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5.  DISCUSION

La investigacion actual tanto en el area de los biomateriales como en el area de las células
madre/progenitoras esta proporcionando nuevas estrategias de reconexion de las vias nerviosas
en el Sistema Nervioso dafiado, tanto central como periférico (Dalton y Mey, 2009; Orive y col.,
2009). Resulta conocido que las caracteristicas morfoldgicas y funcionales de las células se
encuentran afectadas por diferentes factores de su entorno, incluyendo las interacciones
celulares, las interacciones con la matriz extracelular, los estimulos solubles y las fuerzas
mecanicas. Por ello, la capacidad de recrear este microambiente celular in vitro resulta de vital
importancia tanto para comprender el comportamiento y la funcionalidad de las células in vivo
como para obtener avances significativos en Ingenieria Tisular (Schenke-Layland y col., 2009).
De hecho, actualmente, el empleo de matrices tisulares biodegradables con células incorporadas
esta siendo aplicado satisfactoriamente a una amplia variedad de tejidos, incluyendo el tejido
nervioso. Sin embargo, resulta necesario desarrollar nuevos soportes tisulares que combinen la
resistencia de los polimeros sintéticos biodegradables con la neutralidad inmunologica
proporcionada por los componentes de la propia matriz extracelular, evitando asi los problemas
de resistencia mecanica e inflamatorios, respectivamente, al ser utilizados in vivo. Por ello, en
esta Tesis Doctoral se ha desarrollado un nuevo soporte polimérico con componentes de matriz
extracelular neural, cuya funcionalidad en la diferenciacion neuronal especializada ha sido
validada in vitro con varios tipos celulares tanto de origen neural como no neural. Ademas,
teniendo en cuenta que el control del microambiente celular resulta de gran importancia en el
desarrollo de biosensores, de sistemas de testado masivo y de liberacion de farmacos, y de
modelos para estudios basicos en Biologia Celular (Falconnet y col., 2006), el soporte

desarrollado resulta de gran utilidad en estas aplicaciones.

5.1. LA COMBINACION DE MICROESTRUCTURAS DE SUPERFICIE Y
DE COMPONENTES DE MATRIZ EXTRACELULAR NEURAL
GUIAN LA DIFERENCIACION NEURONAL IN VITRO

Diversos estudios sobre el efecto de las sefales topograficas de los sustratos en el inicio y
en el control de la adhesion, la proliferacion, la orientacion y la migracion de las células sobre
superficies biocompatibles, demuestran que las microgeometrias de superficie influyen en el
comportamiento celular y en el crecimiento neuritico, afirmando que la matriz extracelular
presenta las sefales topograficas y quimicas que necesitan las células embebidas en ella para

diferenciarse y llevar a cabo sus funciones (Lim y Donahue, 2007; Norman y col., 2009; Rao y
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Winter, 2009). Asi, por ejemplo, los sustratos que presentan surcos grabados orientan a las
células -que crecen de forma paralela a la direccion de los surcos-, ademas de mejorar su
adhesion al sustrato grabado en comparacion con el liso, permitiendo el crecimiento celular de
manera organizada (Lim y Mao, 2009). En este sentido, son particularmente interesantes los
estudios que demuestran la habilidad de las superficies microestructuradas en inferir en el
comportamiento celular y, concretamente, en el neuronal. El grupo de Kleinfeld fue el primero
en producir, en el afio 1988, sustratos de vidrio fotolitografiados para el cultivo de neuronas
disociadas (Kleinfeld y col., 1988). Desde entonces, se han realizado diversos estudios sobre la
mejor forma de crear sustratos microdisefiados capaces de guiar el desarrollo neuronal.
Concretamente, en el caso del cultivo de neuronas in vitro, el uso de materiales con
microestructuras en su superficie combinados con recubrimientos superficiales adhesivos ha
permitido a los investigadores controlar con precision la posicidon y orientacion de las neuronas
individuales (Chang y col., 2008). En este sentido, existe un interés generalizado por obtener
patrones organizados de neuronas con sus axones y dendritas dispuestas a lo largo de
geometrias precisas para formar circuitos neuronales simples que puedan ser alineados con
ciertas estructuras como los arrays de microelectrodos, tanto tridimensionales como planos
(Francisco y col., 2007; Lacour y col., 2008; Jaber y col., 2009; Williams, 2009; Carabelli y
col., 2010).

Por todo ello, una aproximacion prometedora en la manipulacion del microambiente
celular es el uso de tecnologias de fabricacion a microescala como, por ejemplo, la
microestampacion por contacto o la fotolitografia, ya que permiten trabajar con entornos fisicos
de dimensiones comparables a los de las células (Hook y col., 2009). Estas técnicas de
modelado a microescala también resultan muy utiles para su aplicacion como biosensores o
como interfaces neuroelectronicos que sirvan como plataformas de cultivo neuronal aplicables
como modelos para investigacion basica. Asi, los sistemas de cultivo desarrollados con
materiales cada vez mas sofisticados y con microgeometrias disefiadas en su superficie, estan
adquiriendo progresivamente una mayor importancia en el campo de los biomateriales con
aplicacion en Ingenieria Tisular. Sin embargo, muchos polimeros utilizados en estos desarrollos
requieren procesos de polimerizacion y condiciones de mantenimiento que los hacen
inadecuados a la hora de ser utilizados con sistemas bioldgicos, ya que no se encuentran
optimizados para interactuar con las células y no presentan ni la composicion ni la funcionalidad
que le corresponderian a una verdadera matriz extracelular. Naturalmente, las técnicas de
microprocesado deben permitir la fabricacion de sustratos disefiados de una manera precisa y
reproducible para su fabricacion en grandes volumenes al mismo tiempo, y deben estar

disefiados con materiales biocompatibles que permitan el cultivo de las neuronas sobre ellos, su
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alineacion geométrica y su mantenimiento en cultivo durante largos periodos de tiempo

(también en almacenamiento) (Delcroix y col., 2010).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el sustrato polimérico desarrollado en este
trabajo responde a las necesidades descritas, presentando dos componentes complementarios: (i)
una superficie con microgeometrias capaces de albergar y dirigir a las células en proceso de
diferenciacion y (ii) una matriz extracelular desarrollada con proteinas y moléculas inductoras
de la diferenciacion neuronal, semejante a la propia matriz extracelular presente en el tejido

neural en desarrollo.

Respecto a la técnica de microfabricacion utilizada, se ha demostrado que la fotolitografia
permite generar sustratos con las microgeometrias deseadas en su superficie, siendo los tnicos
requisitos para ello la puesta a punto de unas condiciones de proceso adecuadas y un tratamiento

quimico previo de la superficie a fotolitografiar.

Respecto a la formulacion de la matriz extracelular desarrollada, la presencia de
colageno, laminina, entactina y ciertos proteoglicanos en la composicion basal de esta matriz
proporciona las sefiales que las células necesitan para anclarse al sustrato y comenzar su proceso
de diferenciacion. Es importante sefalar que, concretamente, el acido hialurénico es un
polisacarido aniénico que forma complejos electroestaticos con moléculas catidnicas como el
colageno o la polilisina (Pan y col., 2009); por ello, la adsorcion idnica del colageno altera la
repulsion celular inherente del acido hialurénico (porque lo dopa con cargas positivas que
actiian atrayendo a las cargas negativas de las membranas celulares) (Takahashi y col., 2009),
permitiendo la incorporacion de esta molécula en esta matriz tanto para conferir la capacidad de
hidrataciéon como para permitir la adhesion de las células a la misma (Wang y Spector, 2009).
Ademas de la composicion especifica, el grosor concreto de la matriz, conferido a través de una
dilucion 1:3 de la mezcla inicial, permite no sélo la deposicion de la misma en toda la superficie
del sustrato fotolitografiado de una manera homogénea, sino que confiere al sustrato la
capacidad diferenciadora adecuada para diversos tipos celulares (como han demostrado
recientemente Leipzig y Shoichet, el grosor de una matriz es fundamental en la diferenciacion
celular; Leipzig y Shoichet, 2009). Por otro lado, las netrinas, moléculas que actian como
quimioatrayentes celulares y neuriticos, actian como factores guia de la diferenciacion, tal y
como ocurre en el tejido neural en desarrollo (O’Donnell y col., 2009). En cualquier caso, la
posibilidad de incorporar en la matriz desarrollada moléculas bioloégicamente activas
estimuladoras de la diferenciacion neuronal hacia un linaje determinado (en este caso
dopaminérgico), tanto de las células que se incorporen en ella como de las células adyacentes en

el lugar de trasplante, resulta prometedor para su uso en Terapia Celular combinada con
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determinados factores neurotroficos (como el GDNF). De hecho, estudios recientes demuestran
que la cantidad necesaria de esas moléculas para inducir el mismo tipo de respuesta al ser
afiadidas en una matriz en comparacion con la adicion en suspension es menor, lo que optimiza
los sistemas de diferenciacion in vitro (Bhang y col., 2009; Valmikinathan y col., 2009). Esto
concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo al estudiar la liberacion de Shh

incorporado en la matriz.

Respecto a la estructura fisica, la matriz extracelular desarrollada presenta una estructura
fibrosa y porosa adecuada para albergar la diferenciacion neuronal, similar a la observada en
otras matrices desarrolladas recientemente para el cultivo de células neuronales utilizando
biomateriales sintéticos y naturales (Christopherson y col., 2009; Bettinger y col., 2009). Las
fibras, mayoritariamente de laminina, facilitan la adhesion de las células en proceso de
diferenciacion a la matriz, mientras que los poros facilitan la penetracion y el movimiento tanto
de las células como de sus prolongaciones neuriticas a través de esta estructura tridimensional.
Ademas, esta red fibrosa tiende a aumentar su volumen en el medio de cultivo, gracias a la
hidratacion proporcionada por el acido hialurénico, lo que facilitara, a su vez, el movimiento

celular y la extension neuritica.

En base a estas observaciones, se afirma que tanto la microgeometrias de superficie como
la matriz extracelular neural desarrolladas presentan una estructura y composicion adecuadas

para albergar la diferenciacion neuronal especializada in vitro.

5.2. LA FORMACION DE REDES PSEUDO-NEURONALES
DOPAMINERGICAS POR PARTE DE LA LINEA CELULAR PC12
DEMUESTRA LA HABILIDAD DEL SOPORTE DESARROLLADO DE
INDUCIR LA DIFERENCIACION NEURONAL GUIADA

A pesar de que a lo largo de los afios se han utilizado distintos tipos de cultivos celulares
como modelos de diferenciacion dopaminérgica in vitro (células cromafines, células de
neuroblastoma, células de feocromocitoma, células de cresta neural, células mesencefalicas
fetales), uno de los modelos mas atractivos y ampliamente utilizados sigue siendo la linea
celular PC12. Esta linea celular empez6 a utilizarse en 1976, cuando Grenne y Tischler
establecieron una linea celular clonal a partir de un trasplante de feocromocitoma de rata
(Grenne y Tischler, 1976). Es una linea celular muy utilizada en estudios de neuritogénesis

porque, ademds de ser una linea facil de cultivar en condiciones adherentes, presenta una
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capacidad de respuesta reversible al NGF (Foley y col., 2005). Asi, en presencia de NGF, estas
células cesan su proliferacion y emiten extensiones y bifurcaciones neuriticas, adoptando una
morfologia neuronal tipica (en este trabajo se hace referencia a una morfologia pseudo-neuronal
por no tratarse de verdaderas neuronas), con despolarizacion de la membrana y potenciales de
accion caracteristicos (Castillo y col., 2001). Si se elimina el NGF, las neuritas acaban
degenerando y las células vuelven a dividirse (aunque se puede llegar a conseguir una
diferenciacion irreversible si se afladen analogos de la adenina en el medio de cultivo).
Funcionalmente hablando, las células PC12 contienen catecolaminas y las enzimas que las
sintetizan (tirosina hidroxilasa, dopa descarboxilasa y dopamina [-hidroxilasa) y las
metabolizan (monoamino oxidasa y catecol-O-metiltransferasa). Principalmente, son
productoras de dopamina y, al contrario que las células adrenérgicas, no sintetizan adrenalina ya
que carecen de feniletanolamil N-metiltransferasa. El tratamiento con NGF no altera los

contenidos de catecolaminas ni las correspondientes actividades enzimaticas.

En este trabajo, el uso de la linea celular PC12 permite corroborar el efecto inductor de la
diferenciacion neuronal dopaminérgica del soporte polimérico desarrollado (en ausencia de
NGF). Trabajos recientes demuestran la influencia de las microgeometrias (Mahoney y col.,
2005), de las nanogeometrias (Cao y col., 2009; Koh y col., 2008; Xie y col., 2009; Ferrari y
col., 2010), de los polimeros conductores (Green y col., 2009), de los grupos funcionales
(Lamour y col., 2009; Ren y col., 2009), de las moléculas y de los péptidos inmobilizados
superficialmente (Lamour y col., 2010; Cooke y col., 2010) en la diferenciacion y extension
neuritica tanto de estas células como de células madre/progenitoras neurales. Concretamente,
los canales del soporte desarrollado en este trabajo (“valles”) presentan un tamafo suficiente
para albergar 2-3 células neuronales, asi como un tamafio minimo para que estas células emitan
sus prolongaciones de forma paralela a los “picos” de resina. Esta microgeometria en
combinacion con la accién sinérgica de la matriz depositada en los “valles”, permite el
desarrollo de amplias redes pseudo-neuronales -independientemente de la presencia o ausencia
de NGF-, en las que las células diferenciadas presentan un fenotipo dopaminérgico (84,4 % =+

7,5% de células TH").

Un punto importante determinado al cultivar las células PC12 sobre el soporte
desarrollado ha sido la concentracion celular apropiada para conseguir una diferenciacion
optima en estas condiciones de cultivo. Es bien conocido que la densidad celular con la que se
cultivan las células en las geometrias de un sustrato condiciona la forma y el comportamiento de
las células en ¢l (Ruiz y col., 2008). Por ejemplo, las células HUCB-NSC cultivadas a alta
concentracion sobre sustratos microdisefiados con polilisina presentan una morfologia

redondeada y no emiten prolongaciones neuriticas -rasgos indicativos de que permanecen en

159



Discusion

estado indiferenciado-, mientras que si son cultivadas a baja concentracion presentan una
morfologia aplanada con emision de prolongaciones neuriticas siguiendo las direcciones
gradabas en la microgeometria -rasgos indicativos de que las células se diferencian-. Por ello, se
ha demostrado que la concentracion mas apropiada para conseguir una diferenciacion optima de
células PC12 sobre el soporte desarrollado es de 40.000 células/ml, utilizando medio de

diferenciacion de PC12 completo (con NGF).

Respecto a los contactos establecidos entre las células que conforman las redes
pseudo-neuronales observadas, si éstos fueran funcionales (con establecimiento de sinapsis
funcionales) y se produjera un estimulo celular en un punto de la misma (por ejemplo, una
despolarizacion de la membrana con cloruro potasico), deberia haber una liberacion de
neurotransmisores al medio, en base a la expresion dopaminérgica observada mediante

inmunotincion.

En base a estas observaciones se afirma que el soporte desarrollado promueve
eficientemente la diferenciacion guiada de células PC12 hacia fenotipos pseudo-neuronales y

dopaminérgicos.

53.LAS REDES NEURONALES MADURAS DE CELULAS DE
HIPOCAMPO DE RATA EMBRIONARIA DIFERENCIADAS EN TAN
SOLO 8 DIAS SOBRE LA MATRIZ CONFIRMAN SU UTILIZACION
EFICIENTE CON CELULAS PRIMARIAS

Con el objetivo de demostrar que la potencialidad de la matriz en la induccion de la
diferenciacion neuronal es ampliable no s6lo a modelos de lineas celulares sino también a
células primarias, se ha explorado la respuesta de varias células primarias, en diferentes estadios
de desarrollo y potencialidad, en cuanto a su capacidad de diferenciacion neuronal y

dopaminérgica en el soporte desarrollado.

La formacion de redes neuronales maduras por parte de las células de hipocampo de rata
embrionaria en tan s6lo 8 dias de cultivo en condiciones de diferenciacion sobre la matriz
(frente a los, como minimo, 14 dias de cultivo sin matriz, Arnaiz-Cot y col., 2008), demuestra
que su formulacion resulta eficiente en la diferenciacién neuronal de células determinadas a

linaje neuronal en los primeros estadios de desarrollo.
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Un punto importante a comentar de las matrices preparadas para este tipo de cultivos
primarios, es la incorporacion en su composicion basal del proteoglicano condroitin 4-sulfato.
Como ya se ha comentado en este trabajo, los proteoglicanos son moléculas de alto peso
molecular involucradas en la regeneracion axonal y en la plasticidad neuronal post-traumatica
en el SNC (Galtrey y Fawcett, 2007; Gu y col., 2009). Concretamente, los proteoglicanos de
tipo condroitin sulfato son moléculas de la matriz extracelular que se expresan en el Sistema
Nervioso en desarrollo y adulto y que ejercen un papel inhibidor de la regeneracion en el
Sistema Nervioso Central (Crespo-Santiago, 2004). Asi, cuando se produce una lesion en el
Sistema Nervioso Central, los astrocitos reactivos forman una cicatriz glial en el punto
lesionado, lo cual induce un aumento en la expresion de condrotin sulfato en la zona préxima a
la barrera hematoencefalica lesionada. Este aumento de condrotin sulfato detiene la
regeneracion e induce la distrofia de los conos de crecimiento neuronales (Busch y Silver,
2007). A pesar de ello, diversas publicaciones describen el papel neuroprotector de un tipo
concreto de condrotin sulfato, el condroitin 4-sulfato (CHS-A). Concretamente, el grupo del
Dr. Antonio Garcia Garcia del Instituto Teofilo Hernando de Madrid (UAM) esta interesado en
vislumbrar el efecto neuroprotector de este proteoglicano y de sus dimeros en las células de

hipocampo en proceso de diferenciacion.

Por ello, y en base a un trabajo colaborativo con este grupo, se ha estudiado el efecto de
incorporar el CHS-A en la composicion basal de la matriz extracelular desarrollada al cultivar
células de hipocampo de rata embrionaria sobre ella. Estudios de viabilidad celular posteriores
al tratamiento con diferentes agentes toxicos de las células hipocampales diferenciadas sobre la
matriz con CHS-A demuestran el efecto neuroprotector ejercido por el mismo en la
supervivencia neuronal, probablemente debido a su capacidad de secuestrar iones metalicos que
reducen el estrés oxidativo. Ademas, respecto a la concentracion a la que el condroitin 4-sulfato
debe encontrarse en la matriz, parece que debe ser por lo menos de 5 mg/ml para observarse un

efecto neuroprotector significativo.

5.4. LA DIFERENCIACION NEURONAL DOPAMINERGICA SOBRE LA
MATRIZ DESARROLLADA A PARTIR DE CELULAS
PROGENITORAS DE ZONA SUBVENTRICULAR DE RATA
NEONATA MUESTRA MAS DE UN 80% DE EFICIENCIA

Uno de los principales objetivos que se persiguen en muchos laboratorios de todo el

mundo es la obtencidon de neuronas gabaérgicas y dopaminérgicas a partir de células

161



Discusion

madre/progenitoras de una manera eficaz, controlada y homogénea, con el fin de trasplantarlas
en modelos animales de diferentes enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, Enfermedad
de Huntington y Enfermedad de Parkinson) y, posteriormente, en seres humanos (Lindvall y

col., 2009).

La potencialidad de una célula madre/progenitora depende de su origen, es decir, tanto
del estadio de desarrollo en el que se encuentre como de la zona del organismo en la que resida
(Temple, 2001). Ademas, las sefiales que una célula madre/progenitora recibe de su entorno
(tanto bioquimicas como espaciales y mecanicas) determinan su proliferacion o diferenciacion,
por lo que un sustrato de cultivo con unas caracteristicas fisico-quimicas concretas influye
decisivamente en su comportamiento (Martinez-Ramos y col., 2008, Discher y col., 2009).
Trabajos recientes demuestran la capacidad de diferenciacion de células madre/progenitoras
neurales sobre sustratos poliméricos con formacion de sinapsis funcionales entre ellas (Xiong y
col., 2009). Ademas, en estos trabajos también se apunta la importancia de su combinacion con

factores neurotroficos especificos.

Las células madre/progenitoras se encuentran localizadas en microambientes concretos
que controlan su comportamiento celular a través de sefiales presentes en ellos (Giachino y col.,
2009). Por lo tanto, son estas sefiales externas -que provienen de factores solubles, de
interacciones intercelulares y/o de interacciones entre las células y la matriz extracelular-, las
que las mantienen en estado indiferenciado o las inducen a diferenciarse en linajes celulares
concretos. Concretamente, la matriz extracelular, ademas de dar soporte estructural, secuestra,
modula y potencia la accion de ciertos factores solubles presentes en ella. Por lo tanto, el cultivo
de células progenitoras/precursoras neurales en matrices extracelulares tridimensionales con
componentes similares a la propia matriz extracelular neural representa un medio eficaz para el

desarrollo de nuevos tejidos neurales trasplantables (Cheng y col., 2009).

A lo largo de los afios, se han desarrollado diversas estrategias para conseguir una
diferenciacion eficaz de neuronas dopaminérgicas (Arenas, 2002). Asi, se han probado distintas
fuentes de obtencion de células neurales y distintos protocolos de diferenciacién con distintos
componentes, buscando en todo momento simular el proceso de desarrollo natural de las
neuronas dopaminérgicas in vivo. La estrategia utilizada en este trabajo de combinar la matriz
extracelular -formada tanto por proteinas estructurales basicas como por factores guia de
extension neuritica que se expresan durante el desarrollo embrionario-, con un medio de cultivo
rico en factores neurotroficos y factores ventralizantes -y que también se expresan durante el

propio desarrollo embrionario de las neuronas dopaminérgicas- resulta efectiva en la
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diferenciacion de células progenitoras neurales obtenidas a partir de una zona cerebral descrita

como neurogénica en el cerebro adulto.

Tal y como se describe en la literatura (Ahmed, 2009), la técnica utilizada en este trabajo
para el aislamiento y enriquecimiento de células precursoras neurales a partir de la zona
subventricular de ratas neonatas (P2-P3) ha sido el cultivo de neuroesferas. Las neuroesferas son
estructuras formadas por células madre/progenitoras neurales en diferentes estadios de
potencialidad y determinacién, que se originan cuando estas células son mantenidas en
condiciones de cultivo no adherentes (en ausencia de suero) y en presencia de dos factores
mitogénicos claves, el EGF y el FGF2. Debido al contacto y fusion de neuroesferas, debe existir
un compromiso entre el nimero de células que se ponen en cultivo tras el aislamiento y la
superficie donde se realiza el cultivo, ya que esta bien descrito que los contactos celulares
resultan importantes para el inicio de la formacién de las neuroesferas, pero que un exceso de
neuroesferas formadas en los primeros dias de cultivo conduce a la obtencion de neuroesferas
envejecidas que no resultan beneficiosas en el proceso de diferenciacion siguiente. También
resulta conocido que, ademas del programa genético que una célula tiene activado durante su
diferenciacion, es el entorno en el que se encuentra esa célula el que decide en gran medida su
fenotipo neuronal. Asi, determinados factores han demostrado su efecto en la determinacion
neuronal: mitégenos (EGF, FGF2), factores neurotroéficos (NGF, BDNF, NT3, GDNF),
concentracion de suero, densidad celular, concentracion de oxigeno, hormonas, etc.
Concretamente, la matriz extracelular provoca cambios en el citoesqueleto celular y, en funcion
de la tension mecanica generada, la célula adopta una determinada forma y estructura. A nivel
molecular, la reorganizacion del citoesqueleto en respuesta a la matriz extracelular se acompana
de la activacion de determinadas cascadas de sefializacion intracelulares que determinan la
funcionalidad de las células (Goldmann, 2002). Si esto se extrapola al caso de las células
madre/progenitoras, una determinada matriz extracelular puede influir en la célula madre

generando su determinacion hacia un linaje celular concreto, en funcidon de su potencialidad.

Numerosos grupos de investigaciéon han demostrado la multipotencialidad de las células
progenitoras neurales de zona subventricular de rata. Sin embargo, la proporcién de neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos obtenidos a partir de ellas no siempre son las mismas (Chen y col.,
2007). Por ejemplo, si las neuroesferas de rata se diferencian en polilisina con DMEM/F12
suplementado con B27 Supplement se obtiene un 3% de neuronas (B-IlI-tubulina®), un 9% de
astrocitos (GFAP") y un 20% de oligodendrocitos (GalC") tras 7 dias de diferenciacion. Sin
embargo, si se diferencian en poliornitina/laminina con Neurobasal Medium suplementado con
B27 Supplement y FGF2 se obtiene un 22% de neuronas (B-IlI-tubulina®), un 12% de astrocitos

(GFAP") y un 1% de oligodendrocitos (GalC") en los mismos dias de diferenciacion. Estos
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datos indican que la proporcion de los tres tipos de fenotipos neurales diferenciados a partir de
las células progenitoras neurales de zona subventricular depende en gran medida de las
condiciones de diferenciacion, incluyendo tanto el sustrato como los componentes del medio de
cultivo en el que se lleva a cabo la diferenciacion (Chen y col., 2009). La diferencia entre
estudios previos y el presente estudio de diferenciacion de células progenitoras neurales de zona
subventricular de rata neonata radica en la estructura y composicion del sustrato utilizado en la
diferenciacion. La mayor eficacia del medio de cultivo basal utilizado (NeuroCult® NS-A Basal
Medium suplementado con NeuroCult® NS-A Proliferation Supplements) respecto a otros
medios en la diferenciacion neuronal de células primarias del SNC ha sido demostrada
previamente (Mak y col., 2009). Ademas, el medio de cultivo utilizado durante los 35 dias de
cultivo in vitro -en una primera etapa, suplementado unicamente con los factores neurotréficos
NGF y BDNF, y, en una segunda etapa, suplementado con la molécula de sefializacion ventral
Shh y el factor trofico FGF8- ha actuado como coadyuvante en el alto grado de diferenciacion
no solo neuronal sino también dopaminérgica, obteniéndose una red importante de neuronas TH

positivas diferenciadas sobre la matriz neural desarrollada en tan s6lo un mes de cultivo in vitro.

Con todo ello, se ha demostrado que las neuroesferas de zona subventricular responden a
la matriz desarrollada en este trabajo adhiriéndose y diferenciandose en ella en menos tiempo
que en otros soportes, como se demuestra con el hecho de que, en menos de 30 dias de cultivo
en condiciones de diferenciacion, se obtenga una red neuronal bien desarrollada donde las
células neuronales dopaminérgicas presentan prolongaciones neuriticas que las interconectan.
Ademas, por debajo de la red neuronal incipiente se desarrolla una red importante de astrocitos
reactivos que favorecen la diferenciacion neuronal. Recientemente, se ha descrito el papel del
acido hialurénico en la proliferacion, en la transformacion morfoldgica estrellada (del inglés,
stellation) y en la produccion de factores neurotroficos en los astrocitos (por ejemplo, GDNF)
(Yamada y col., 2008). Estos factores neurotroficos liberados por los astrocitos reactivos
contribuyen a la diferenciacion y plasticidad de las neuronas. En base a esto, el hecho de que se
observe una capa de astrocitos estrellados entre la matriz y las neuronas en proceso de
diferenciacion resulta sumamente beneficioso para estas neuronas, proporcionandoles senales

necesarias para la formacion de sinapsis adecuadas.

Después de un mes de cultivo, un 88,4% + 5,4% de las neuronas maduras expresan el
fenotipo dopaminérgico deseado. Por lo tanto, se puede afirmar que la diferenciacion
dopaminérgica de las células precursoras neurales de SVZ de rata neonata sobre la matriz
desarrollada y con el protocolo de diferenciacion descrito se encuentra en torno al 90% de

eficiencia. Tanto la matriz como la monocapa de astrocitos activados sobre ella y el medio de
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cultivo proporcionan las sefales inductoras necesarias para alcanzar esta elevada eficiencia

(Atico Ariza y col., 2010).

Por lo tanto, en lo que a la capacidad de diferenciacion de las células precursoras neurales
de zona subventricular de rata neonata se refiere, se ha corroborado que estas células presentan

una elevada eficiencia de diferenciacion a linaje dopaminérgico en la matriz desarrollada.

5.5.LA TECNICA DE CULTIVO DE NEUROESFERAS PERMITE EL
AISLAMIENTO Y LA EXPANSION DE CELULAS PRECURSORAS
NEURALES DERIVADAS DE PIEL DE RATA ADULTA PERO SU
DIFERENCIACION SOBRE LA MATRIZ DESARROLLADA NO
PRESENTA LOS MISMOS RESULTADOS QUE EN EL CASO DE LAS
CELULAS PROGENITORAS DE ORIGEN NEURAL

La piel es un 6rgano grande, complejo y altamente regenerativo, que alberga diferentes
poblaciones de células madre/progenitoras como células madre epidérmicas, células madre
mesenquimales dermales, células madre del foliculo piloso, células madre hematopoyéticas y
endoteliales, y células precursoras derivadas de la cresta neural. En 2001, el grupo de la Dra.
Miller describié una nueva poblacion de células madre/progenitoras, las células precursoras
derivadas de piel (SKPs), que fue aislada y expandida empleando una metodologia similar a la
utilizada para aislar y expandir células madre/progenitoras del Sistema Nervioso -es decir,
mediante estructuras similares a neuroesferas-, partiendo de la base de que tanto la piel como el
Sistema Nervioso presentan un origen embrionario comin (Toma y col., 2001). Desde ese
momento, esta poblacion de células madre/progenitoras ha sido aislada y caracterizada por
varios grupos de investigacion a partir de muestras de piel de diferentes especies (raton, rata y
humano), y, ademads, ha sido diferenciada hacia diferentes linajes celulares, incluyendo el linaje
neural (revisado en la Tabla 5.1). Su importancia radica en su capacidad de diferenciarse a
fenotipos neurales sin ser el tejido nervioso su fuente de obtencién. Concretamente, el
descubrimiento de células precursoras multipotentes en la piel de mamiferos, incluyendo a
humanos, ha conducido a diversos grupos de distintas partes del mundo a interesarse en el
origen de estas células, en su nicho especifico dentro de la piel y en la forma de aislarlas,
enriquecerlas, expandirlas y diferenciarlas en células de tipo neural (aunque también pueden
diferenciarse a células de tipo mesodérmico y endodérmico), con el objetivo de utilizarlas en
Terapia Celular aplicada a enfermedades neurodegenerativas y/o traumaticas (por ejemplo, la

Enfermedad de Parkinson o la lesion medular). Ademas, como la piel es un tejido de facil
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obtencion, resultan importantes en el caso de querer realizar un trasplante autélogo. Por todo
ello, si fuera posible llevar a cabo una diferenciacion eficiente de estas células en la matriz
desarrollada, resultaria crucial a la hora de pensar en el efecto terapéutico combinado de células
precursoras no neurales adultas y nuevos biomateriales en la reparacion del Sistema Nervioso

dafiado.

Aunque su localizacion exacta en la dermis resulta algo controvertida (sobre todo en
humanos, donde no es posible realizar estudios de trazado de linaje in vivo; unos autores
postulan que su nicho se encuentra en el foliculo piloso y otros en la dermis interfolicular ya que
se pueden obtener células precursoras derivadas de zonas de piel glabras), su potencial de
diferenciacion a células de fenotipo neural (tanto neuronas como células gliales) se encuentra
bien caracterizado, aunque no todos los protocolos descritos en la literatura muestran la misma
eficiencia en la generacion de neuronas funcionales. Algo que si se ha conseguido a partir de
células precursoras derivadas de piel de rata neonata ha sido la diferenciacion de neuronas
dopaminérgicas funcionales, ya que al ser trasplantadas en modelos de ratas parkinsonianas, se
ha observado una mejoria de los sintomas en ellas (Kubo y col., 2009; Higashida y col., 2010).
Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se comprueba la capacidad de estas neuronas de
generar potenciales de accion y liberar vesiculas cargadas con el neurotransmisor dopamina,
algo que serviria para afirmar la funcionalidad de las mismas. Estudios previos de trasplantes de
células mesencefalicas fetales en modelos de Enfermedad de Parkinson advierten que, en ciertos
casos, las mejoras funcionales de los sintomas no derivan de una correcta integracion y

funcionalidad de las células trasplantadas sino de otros motivos.

Tal y como esta descrito en la literatura a partir de piel humana adulta, cuando las
estructuras similares a neuroesferas derivadas de piel de rata adulta obtenidas en este trabajo son
depositadas en la matriz neural desarrollada con medio de diferenciacion neurogénico, las
células precursoras neurales que las componen comienzan su diferenciacion neuronal,
expresando el marcador nestina (42,5% =+ 3,5%). Asi como la expresion de nestina por estas
células en los primeros estadios de diferenciacion estda muy descrita en la literatura, la expresion
de Sox2 resulta controvertida, ya que la mayoria de los autores sostiene que las células
precursoras de piel son células multipotentes, no pluripotentes (Fernandes y col., 2008). Sin
embargo, a pesar de que ciertos autores confirman la expresion de Oct3/4 y Nanog (Zhao y col.,
2009) y de Sox2 (Biernaskie y col., 2009; Hunt y col., 2009) (todos ellos marcadores de
pluripotencia), en este trabajo tampoco se ha observado la expresion de Sox2 en momentos
iniciales de la diferenciacion. Dos semanas después de comenzar la diferenciacion, se observa
una baja proporcion (7,5% + 1,9%) de células con una morfologia neuronal aparente y que

resultan B-III-tubulina positivas. Por debajo de estas células, pero por encima de la matriz, se
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observa una capa de células con morfologia estromal y que resultan a-SMA positivas.
Probablemente, estas células de apariencia no neuronal que se observan en estas preparaciones
sean células estromales (posiblemente fibroblastos) que actiien de soporte estructural y trofico a
las neuronas en maduracidon, como ocurria en el caso de los astrocitos y de las neuronas
derivadas de SVZ. Teniendo en cuenta la capacidad descrita en la literatura de las células
precursoras derivadas de piel de diferenciacion tanto neural como mesodérmica, es logico que
se observen ambos tipos celulares. Se piensa que estas células podrian ser miofibroblastos
derivados de las células precursoras de piel, que proliferan a gran velocidad en respuesta a la
composicion de la matriz y que actian como células nodrizas en la diferenciacion neuronal de

las mismas.

Debido a la elevada tasa de proliferacion de estas células, los cultivos empiezan a
degenerar a partir de los 20 dias en diferenciacion y, al realizar marcajes contra MAP2 y TH, no
se obtienen resultados positivos en ninguno de los dos casos, por lo que hay que asumir que las
células B-II-tubulina positivas no consiguen alcanzar el fenotipo neuronal dopaminérgico

maduro deseado.

Por todo ello, a pesar de lo descrito en la literatura en cuanto a la capacidad de
especializacion en fenotipo dopaminérgico, las células precursoras derivadas de piel de rata
adulta obtenidas en este trabajo y diferenciadas en la matriz desarrollada con el protocolo
neuronal-dopaminérgico descrito, no se diferencian en neuronas dopaminérgicas ya que no
observan células TH positivas en ninguna de las preparaciones analizadas a los 20 DIV.
Posiblemente sea necesario un mayor periodo de tiempo en cultivo o la adicién de otras
moléculas de senalizacion apropiadas para conseguir la diferenciacion deseada. A este respecto
se pueden hacer varios comentarios. El primero hace referencia a la necesidad de moléculas de
sefializacion adicionales. Hay que sefalar en este punto que, en los dos trabajos publicados en
los que se consigue diferenciar neuronas dopaminérgicas a partir de rata (a pesar de ser ésta
neonata y no adulta) (Kubo y col.,, 2009; Higashida y col.,, 2010), los investigadores
suplementan el medio de diferenciacion con la proteina von Hippel-Lindau VHL, una proteina
fundamental en la diferenciacion de las células precursoras mesencefalicas en neuronas
dopaminérgicas (Kanno y col., 2000; Yamada y col., 2003), y que no ha estado presente en el
medio de cultivo de este trabajo. El segundo comentario hace referencia a la necesidad de un
mayor tiempo de cultivo para alcanzar la diferenciacion dopaminérgica, teniendo en cuenta que,
en el caso de las células precursoras neurales derivadas de zona subventricular de rata neonata,
ha hecho falta el mantenimiento del cultivo durante mas de 30 DIV. El problema en este punto
surge con la rapida proliferacion de las células de morfologia no neural a-SMA positivas que se

encuentran por debajo de las células neuronales. Si el cultivo se mantiene mas de 20 DIV, estas
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células saturan la preparacion y comienza a producirse muerte celular, con el consecuente
deterioro de las células neuronales en proceso de diferenciacion, que comienzan a degenerar. Si
se piensa en el fenotipo miofibroblastico de estas células resulta evidente pensar que la matriz
extracelular desarrollada les proporcione un sustrato ideal para su desarrollo por la via
mesodérmica. Resultaria sumamente interesante profundizar en esta via de diferenciacion en
trabajos de investigacion futuros. En cualquier caso, el aspecto de la rapida proliferacion de
estas células en la matriz deberia ser abordado y solucionado para poder mantener la
diferenciacion durante mas de 20 DIV. Una solucion que se podria pensar para este problema,
podria ser la de purificar la poblacién inicial de células precursoras neurales presentes en las
estructuras similares a las neuroesferas pero surge el inconveniente de que no hay descrito
ningun buen marcador de superficie que permita su seleccion mediante citometria de flujo (ni

siquiera el CD133).

Por otro lado, la matriz desarrollada quizd fuera adecuada para mantener a las células
precursoras derivadas de piel de rata durante largos periodos de tiempo en estado indiferenciado
como ocurre con las células madre embrionarias humanas cuando son cultivadas en pocillos

tratados con Matrigel™ de forma previa al cultivo (Mohr y col., 2006).

De cara a plantear nuevas lineas de trabajo con estas c€lulas y las matrices desarrolladas,
seria interesante explorar el potencial de diferenciacion de las células precursoras derivadas de
piel hacia células gliales sobre la matriz desarrollada, utilizando protocolos descritos en la
literatura para la diferenciacion de células precursoras derivadas de piel a células de Schwann
(utilizando factores gliogénicos como la neuregulina-1B -que actiia activando la génesis,
proliferacion y diferenciacion de células de Schwann a partir de precursores de la cresta neural
embrionaria- y la forskolina -que actua incrementando la concentracion de AMP ciclico
intracelular) (Biernaskie y col., 2006; McKenzie y col., 2006) y en los que se ha demostrado la
capacidad de estas células de remielinizar neuronas en cultivo al ser cocultivadas con células de

DRG (Hunt y col., 2010).

Si esta combinacion apuntara resultados satisfactorios se podria pensar en realizar
co-cultivos de neuronas y células de Schwann derivadas de células precursoras derivadas de piel
sobre la matriz desarrollada, lo que abriria las puertas a la creacion de un neuroconector bifasico
(matriz-células) que, con ciertas modificaciones, podria ser implantando en la médula espinal
danada para estudiar su potencialidad en este tipo de reparaciones neurales (Walsh y col., 2009).
La potencialidad de las células de Schwann derivadas de células precursoras derivadas de piel
de reducir el tamafio de la cavidad de la lesion, de mielinizar axones endogenos y de reclutar

células de Schwann endogenas tras su trasplante en ratas con 7 dias de lesion de médula espinal
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traumatica ya ha sido mostrada en trabajos previos (Biernaskie y col., 2007); seria importante
ahora demostrar la mayor efectividad de este tipo de constructos en la regeneracion nerviosa
post-traumatica, tal y como apuntaba un grupo italiano al transplantar células de Schwann
derivadas de células precursoras derivadas de piel en guias de PLA-TMC y colageno en ratas
con nervio ciatico lesionado (Marchesi y col., 2007). Un ejemplo de conector bifasico ha sido
desarrollado in vitro combinando un array de microcanales de poli-imidas con cultivos de DRG
de rata, mostrando unos resultados preliminares in vivo muy alentadores para la utilizacion de

este tipo de dispositivos en regeneracion nerviosa periférica (Lacour y col., 2008).

De manera conjunta, los resultados obtenidos en este trabajo permiten afirmar que el
soporte desarrollado es aplicable a la diferenciacion neuronal de distintos tipos celulares de una
manera eficiente y guiada, en caso de incorporarse las microgeometrias de superficie. Sin
embargo, es importante seflalar que el comportamiento y el grado de diferenciacion neuronal
alcanzada no dependen tanto del soporte desarrollado como del tipo de célula que se utilice para
la diferenciacion. Asi, las células progenitoras neurales de zona subventricular parecen ser las
mas eficientes a la hora de llevar a cabo una diferenciacion dopaminérgica terminal. Sin
embargo, dado el potencial de las células precursoras derivadas de piel como fuente de
obtencion de células para trasplante, seria importante seguir trabajando en su diferenciacion a
fenotipo dopaminérgico sobre el soporte desarrollado probando nuevas modificaciones o
combinaciones tanto del soporte como del medio de cultivo para alcanzar la diferenciacion

deseada.
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El soporte polimérico desarrollado en este trabajo combinando técnicas de fotolitografia
-para el disefio de microgeometrias de superficie capaces de actuar como guias- y de
matrices extracelulares -de composicion similar a la propia matriz extracelular neural y
con factores guia de la extension neuritica- presenta la micro/nano-estructura adecuada

para ser utilizado como soporte de diferenciacidén neuronal guiada in vitro.

La biocompatibilidad y la capacidad de diferenciacion neuronal y dopaminérgica guiada
del soporte desarrollado ha sido demostrada con la linea celular PC12, observandose
redes pseudo-neuronales organizadas en las que las células diferenciadas expresan un

fenotipo dopaminérgico (TH") en un 84,4% + 7,5%.

Las células de hipocampo de rata embrionaria (E18) se diferencian sobre la matriz
desarrollada de una manera mas eficiente que en las condiciones clasicas de cultivo,
observandose una red de neuronas maduras (MAP2") con extensas ramificaciones

neuriticas en tan solo 8 dias de cultivo.

La presencia de condrotin 4-sulfato en la composicion basal de la matriz desarrollada
muestra un efecto neuroprotector preliminar sobre las células de hipocampo de rata

embrionaria (E18).

Se ha conseguido aislar y expandir células progenitoras neurales de zona subventricular
de rata neonata (P2-P3) y células precursoras derivadas de piel de rata adulta mediante

cultivos de neuroesferas y de estructuras similares a neuroesferas, respectivamente.

Las neuroesferas derivadas de zona zubventricular de rata neonata (P2-P3) han sido
diferenciadas en neuronas dopaminérgicas maduras (MAP2", TH') sobre la matriz
desarrollada en menos de 30 dias con un protocolo de diferenciacion especifico,

mostrandose un 88,4% + 5,4% de eficiencia en el proceso.

Las estructuras similares a neuroesferas derivadas de piel de rata adulta han permanecido
como células indiferenciadas (nestina’) sobre la matriz desarrollada, consiguiéndose una
baja diferenciacion de neuronas inmaduras (B-III-tubulina’, 7,5% + 1,9%) y, en ningtn

caso, una diferenciacion terminal en neuronas dopaminérgicas maduras (MAP2", TH).
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Guia superficial Matriz extracelular
mediante con moléculas
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Nuevo soporte polimérico de diferenciacion neuronal

1

Linea celular establecida Cultivos primarios

de ori neural de origen no neural

Células PC12 Células de hipocampo de Células precursoras Células precursoras
de rata embrionaria neurales de SVZ de rata derivadas de piel de rata
(E18) neonata (P2-P3) adulta

Estadios de desarrollo In

Pseudo-neuronas Neuronas maduras Neuronas dopaminérgicas Células precursoras
dopaminérgicas (MAP2+) (MAP2+, TH+) neurales (Nestinat)y
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(B-1lI-tubulina+)

Figura 6.1. Esquema representativo global del trabajo presentado en esta Tesis Doctoral.
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Este trabajo de Tesis Doctoral presenta el desarrollo, la caracterizacion y la validaciéon de un
nuevo soporte polimérico capaz de inducir la diferenciaciéon neuronal in vitro, combinando
técnicas de fotolitografia y de matrices extracelulares. La biocompatibilidad y eficiencia en la
diferenciacion neuronal y dopaminérgica sobre el soporte desarrollado, se ha comprobado
tanto a nivel de linea celular establecida (PC12) como a nivel de cultivos primarios. En este
caso, se han utilizado tres tipos de células: (i) células de hipocampo de rata embrionaria
(E18), (ii) células precursoras neurales de zona subventricular de rata neonata (P2-P3), y
(iii) células precursoras derivadas de piel de rata adulta. Con estos tres tipos celulares se ha
pretendido demostrar, respectivamente, (i) la capacidad de diferenciacion neuronal de
células ya determinadas al linaje neuronal en estadios tempranos de desarrollo
(embrionario); (ii) la capacidad de diferenciacion no sdlo neuronal sino también
dopaminérgica de células multipotentes neurales, con capacidad de plasticidad y
relacionadas con la neurogénesis adulta; y (iii) la respuesta de células de origen no neural,
descritas en la literatura como una fuente importante de células precursoras neurales con
potencialidad en trasplantes autdlogos. Como conclusion global al trabajo presentado, se
puede decir que el cultivo de células precursoras neurales en sustratos tridimensionales con
componentes similares a la propia matriz extracelular neural, representa un medio eficaz
para el desarrollo de nuevos tejidos neurales trasplantables, pudiendo servir como una
estrategia prometedora en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como, por
ejemplo, la Enfermedad de Parkinson. Ademas, el cultivo de otros tipos celulares en el
soporte desarrollado puede servir como modelo de liberacién controlada de moléculas

implicadas en la diferenciacion celular, o como modelo para el estudio de moléculas

implicadas en diferentes enfermedades.
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