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RESUMEN

Nuevos entornos artificiales para la diferenciaciéon neural

Las patologias del sistema nervioso central y periférico tienen una gran incidencia
sobre la poblacién (consecuencias del ictus, enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson, trauma, tumores) y aguardan nuevos conceptos para su tratamiento. Las terapias
celulares desarrollan la hipétesis general del efecto beneficioso que el aporte de factores y
células pluripotentes pueden tener cara a lograr la regeneracién de las estructuras dafiadas o
degeneradas. Para localizar y dirigir este aporte celular y de factores es necesario desarrollar
materiales microestructurados que les sirvan de vector. El objetivo de este trabajo consiste en
fabricar y disenar dos entornos artificiales que induzcan la diferenciacién neural mediante
técnicas de ingenieria tisular. Las células precursoras neurales se encuentran encapsuladas en
alginato, un hidrogel. En este primer entorno, se evalla el efecto que ejerce la presencia o

Ill

ausencia del factor BDNF (brain-derived neurotrophic factor), asi como el efecto del “cross-
talk” entre las células de Schwann y los precursores neurales en la diferenciacidon a linaje
neuronal. También se crea un entorno de cocultivo 3D-2D, con las células precursoras neurales
en el interior de un “scaffold” de PEA y células de Schwann cultivadas sobre la superficie de un
“film” de PEA, donde también se estudia el posible efecto de los factores que secretan las
células de Schwann sobre los precursores neurales en el proceso de diferenciacién neural. En
ambos entornos artificiales se observa que la presencia de células de Schwann induce la

diferenciacién neural de los precursores neurales.

Palabras clave: regeneracion, ingenieria tisular, diferenciacion neural, entornos artificiales,
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ABSTRACT

New artificial environments for neural differentiation

The pathologies of the central and peripheral nervous system have a great impact on
the population (consequences of stroke, neurodegenerative diseases such as Parkinson's,
trauma, tumors) that await new concepts for treatment. Cell therapies develop the general
hypothesis about the beneficial effect of input factors and pluripotent cells to achieve the
regeneration of damaged or degenerated structures. To target and direct this cell and factor
supply is necessary to develop microstructured materials. The objective of this work is to
design and manufacture two artificial environments that induce neural differentiation by
tissue engineering techniques. Neural precursor cells were encapsulated in alginate, a
hydrogel. In the first setting, the effect that the presence or absence of the factor BDNF (brain-
derived neurotrophic factor), and the effect of cross-talk between Schwann cells and neural
precursors in the neural lineage differentiation were evaluated. Environment co-culture 3D-2D
is also created, with the neural precursor cells within a scaffold of PEA and Schwann cells
cultured on the surface of a film of PEA, which also the effect of secreted Schwann cells factors
on neural precursors in the process of neural differentiation were analysed. In both artificial
environments is observed that the presence of Schwann cells induces neural differentiation of
neural precursors.

Key words: regeneration, tissue engineering, neural differentiation, artificial environment,
alginate, encapsulated cells, BDNF, cross-talk, Schwann cells, PEA scaffold, co-culture 3D-2D.
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1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes histéricos
Hasta hace pocos afios se pensaba que los tejidos del sistema nervioso no podian

regenerarse, de manera que todos los individuos nacian con una cantidad exacta de neuronas

y a lo largo del tiempo se perdian poco a poco ™.

Este concepto ha cambiado. Ahora se sabe que diversas poblaciones celulares en el sistema

nervioso se pueden regenerar, ya que en el cerebro adulto existen células troncales, capaces
de multiplicarse y diferenciarse. Este descubrimiento resulta de vital importancia en la
busqueda de tratamientos contra enfermedades mentales (Alzheimer, Parkinson y otras

lesiones cerebrales) >,

Entre la diversidad de linajes celulares presentes en el sistema nervioso central, las neuronas
son las células fundamentales. Estas reciben y emiten sefiales, esenciales para que se ejecute
la funcidn organica adecuada, y se comunican entre si a través de impulsos nerviosos que se
transmiten neurona a neurona a través de los axones, y los captan las dendritas de las otras

neuronas.

La sinapsis es el nombre que recibe esta serie de conexiones inter-neuronales. Diversas
enfermedades o accidentes pueden danar o deteriorar estas interacciones sindpticas, y las

células neuronales adultas no son capaces de generar los axones de nuevo.

Actualmente, a través de la ingenieria de tejidos y gracias al conocimiento de los factores
involucrados en la diferenciacién neuronal y en el crecimiento axonal, se estan disefiando
biomateriales que mimetizan las condiciones in vivo que favorecen la diferenciacidon neuronal.

Estos biomateriales se utilizan como “scaffold” o andamios.

El presente trabajo se centra en el disefio y desarrollo de sistemas para favorecer y evaluar el
proceso de diferenciacidn de precursores neurales a linaje neural, ya que la regeneracién de
estas extensiones neuronales es necesaria para restablecer el correcto funcionamiento del
sistema nervioso. Consecuentemente, es necesaria la generacion de sistemas que permitan

estudiar los fendmenos ocurridos durante este proceso.

Por lo tanto, en este proyecto, partiendo de la base de la comprension de los elementos que
determinan la capacidad de diferenciacidn neural durante el desarrollo embrionario, se

pretende desarrollan dos estrategias encaminadas a mimetizar el ambiente adecuado para



Nuevos entornos artificiales para la diferenciacion neural Carmen Andreu Oller

promover la neurodiferenciacion, que involucran el uso de factores de crecimiento, cocultivos
celulares y andamios, asi como el encapsulamiento de precursores neurales en un hidrogel,
gue podra ser usado como vehiculo para transportar y preservar células hasta la zona
lesionada, las cuales podrian liberar en el tejido dafiado factores de crecimiento y/o matriz
extracelular que favorezcan el proceso de regeneracion y posteriormente las células también

podrian ser liberadas.

1.2 Primeras estrategias de regeneracion del SNC
Tras una lesion en el sistema nervioso, la recuperacidn funcional del tejido conlleva la

reparacion de los circuitos neuronales, lo cual se consigue mediante la regeneracion axonal y
el restablecimiento de las conexiones especificas. Pero la capacidad de regeneracion del
sistema nervioso es limitada. Parece ser que la presencia de células de Schawnn alineadas
longitudinalmente y que forman las estructuras conocidas como bandas de Biingner, facilitany
promueven el crecimiento axonal en el SNP. Las células progenitoras neuronales (CPN) del
Sistema Nervioso Central (SNC), persisten a lo largo de toda la vida, y una vez que se
diferencian se integran a las redes neuronales existentes. Esta capacidad del cerebro adulto ha
despertado un gran interés por las potenciales aplicaciones terapéuticas en diversos trastornos
neuroldgicos. Estas células, las CPN, mantienen la capacidad de autorrenovacién, de manera
qgue la manipulacidon enddgena de éstas o el trasplante de células diferenciadas derivadas de
CPN adultas, se puede utilizar para reemplazar las neuronas que se degradan en enfermedades

como el Parkinson, Alzheimer, Huntington y esclerosis multiple 5.8

Uno de los primeros proyectos que se proponian para llevar a cabo este reemplazamiento
neural consistia en incrementar la proliferacidn en las zonas neurogénicas del cerebro adulto,
inducir la migracion de las CPN y, una vez éstas se encuentran en el area danada, inducir su
diferenciacidon en tipos celulares especificos. De esta forma se pretendia promover la

recuperacion funcional del SNC.

Hasta ahora, la capacidad de integraciéon celular, la comunicacién célula-célula y las
propiedades de la matriz extracelular, han dificultado que las nuevas neuronas generadas por
el cerebro adulto se integren sindpticamente en las redes neuronales preexistentes. Ademas,
en las zonas de dafo cerebral, el propio sistema mata a los precursores neurales que acuden al
sitio de la lesion. Por lo tanto es necesario el desarrollo de sistemas que protejan a las células

trasplantadas del entorno adverso presente en una lesion.

Segun esto, para poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la regeneracion

neural, es necesario terminar de comprender los microambientes en los que crecen estos tipos
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celulares, asi como su regulacidon sistémica. La integracion de todos estos conocimientos

permitird nuevas estrategias para la regeneracién del SNC 7.

1.3 Encapsulamiento de células en alginato
La ingenieria tisular es una herramienta muy prometedora en el ambito de

investigacion cientifica, y podria resultar muy Util en los proyectos relacionados con el sistema
nervioso central de mamifero. Hasta hoy, el trasplante neural es inviable, y la ingenieria tisular
propone el uso de hidrogeles tridimensionales biodegradables como una alternativa eficaz

para la regeneracién de distintos tipos de tejidos.

Existen estudios en los que se reporta que el encapsulamiento de precursores neurales de
ratdn en hidrogeles tridimensionales, con la intencion de madurar estas células en el interior
de este constructo, presenta resultados positivos, en los cuales se consigue la diferenciacién

neural de forma eficaz .

En 1990 se consiguid inmovilizar células animales en perlas de alginato, encapsuladas en este
material, obteniéndose resultados positivos, ya que trascurridos 12 dias desde la inoculacion

del hidrogel a los animales, las células implantadas en el interior del alginato continuaban vivas
(9)

El alginato es un polisacarido anidnico, que se encuentra de forma natural en las paredes
celulares de las algas marinas pardas. En presencia de iones de calcio, el alginato posee la
capacidad de gelificar, propiedad que se aprovecha en este estudio para llevar a cabo la
encapsulacién de las células. De esta forma, el alginato calcico ejerce la funcion de fijador

sobre las células de interés.
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La idea de obtener un hidrogel tridimensional biodegradable de alginato calcico mediante la
técnica del encapsulamiento, parece ser factible para el fin de este proyecto. Se podria
conseguir un método de inmovilizacion y transporte celular, al mismo tiempo que se podria
inducir la diferenciacion neural de los precursores neurales en el interior del hidrogel,
pudiendo incluso conseguir una liberacién gradual de las células en el lugar especifico de la

region neural dafiada favoreciendo el proceso de regeneracion.

De forma analoga, se pretende estudiar el efecto que ejerce el alginato en el proceso de
diferenciacidon neural. Es probable que las propiedades del alginato, ya que se trata de un
material denso, provoquen una respuesta biomecanica distinta sobre las células encapsuladas.
Al encapsular las células en alginato, se esta limitando el espacio de las células para

desplazarse, pudiendo, de esta forma, verse afectada la diferenciacién neural.

1.4 Estrategias actuales de regeneracion neural: Uso de “scaffolds”,
andamios tridimensionales
La capacidad de regeneraciéon de axones en el SNC es un hecho. Pero este proceso

variard en funcién de la gravedad de la lesién y de la edad del paciente, en mamiferos jovenes

es comun observar este proceso, al contrario que en adultos %,

Ademas, para conseguir la regeneracién neural en adultos, hay que superar por separado los
factores, cuya combinacion, parece que es la principal razén que dificulta la regeneracién del
tejido neural en el SNC: la presencia de factores inhibitorios, la muerte de neuronas danadas,
la falta de moléculas neurotréficas para la supervivencia celular, y la revascularizacion del sitio

de la lesién, problema principal en la regeneracién tisular 49

La ingenieria tisular propone el uso de “scaffolds” o andamios tridimensionales como
herramienta para conseguir la regeneracion de tejidos. Ademas, estos “scaffolds” sirven de
soporte celular, permiten el crecimiento celular y el mantenimiento de las funciones celulares.
Para que el “scaffold” sea funcional, la porosidad va a jugar un papel muy importante en su
elaboracion, ya que, este parametro va a ser crucial para conseguir una buena distribucién y
acomodamiento celular, ademas de garantizar la difusién de nutrientes y oxigeno que

permitan una correcta vascularizacién de las células implantadas en este andamio "/ *#.

El uso de andamios tridimensionales parece ser una herramienta prometedora en el campo de

la ingenieria de tejidos, ademas, podria ser un dispositivo util para guiar el crecimiento axonal.

El poli (etil acrilato), PEA, se trata de un polimero cuyas caracteristicas hace de éste un

material excelente para llevar a cabo ensayos bioldgicos. El PEA se encuentra en la forma



Nuevos entornos artificiales para la diferenciacion neural Carmen Andreu Oller

reticulada a temperatura ambiental y a temperatura corporal, ya que su temperatura de
transicion vitrea es de -10°C. Ademas, este polimero presenta unas propiedades mecanicas
con valores bastante similares a las de los revestimientos bioldgicos blandos. Este material se
obtiene mediante la reaccidn polimerizacién de los radicales del mondmero de etil acrilato, y
se puede entrecruzar con EGDMA (etilenglicol dimetacrilato). Las propiedades fisicas que
caracterizan al PEA son la flexibilidad de la cadena principal, la naturaleza polar y la longitud de
las cadenas laterales ™. En cuanto a las caracteristicas relacionadas con su comportamiento
en entornos bioldgicos, se trata de un polimero altamente compatible con distintos tipos de

(20-23)

células in vitro, siendo unas de ellas las células neuronales . Esta alta compatibilidad

bioldgica parece que es debida a que el PEA favorece la fibrilogénesis de laminina vy

(2426) 1o cual permite una correcta deposicion de la matriz

fibronectina en sus superficies
extracelular, la cual es reconocida por las células y se adhieren a esta con facilidad. Las
caracteristicas de la estructura molecular del PEA, movilidad de la cadena lateral, la polaridad y
su baja hidrofilicidad, permiten que tenga lugar una interaccion directa entre el polimero y las
proteinas de la matriz extracelular. Por otra parte, es posible llevar a cabo la preparacién de
materiales ultraporosos, que permiten la invasién celular y que se utilizan como guias para el

» (21-22, 27-36

crecimiento celular, son los “scaffolds ). Ademds mediante distintas variantes de la

técnica de pordgeno-lixiviacion se consiguen distintas estructuras porosas (¥%% 3% 3336 |5
porosidad del “scaffold” variard en funcion de las caracteristicas del tejido que se pretende
regenerar. Ademas, el tamafio de los poros y la geometria, no modifican las propiedades de
este tipo de “scaffolds” de PEA. El didmetro de los poros tampoco interfiere en las propiedades

mecanicas del material, siempre que no se llegue a colapsar el poro durante la compresién .

Segun esto, en el presente proyecto, se decide utilizar un “scaffold” sintético de PEA (poli-etil-
acrilato), con poros pequefios cuyos tamafios oscilen entre 70 y 50 micras, de manera que el
andamio actle como una “trampa” para los precursores neurales, quedando los cuerpos
neuronales anclados en el interior de los poros y consiguiendo un crecimiento axonal

direccionalizado.

1.5 Cultivos bifasicos
En condiciones in vivo, las células se encuentran envueltas dentro de la matriz

extracelular y rodeadas de otros tipos celulares. Por lo tanto, si queremos reproducir en
condiciones in vitro la regeneracion neural, los resultados obtenidos no serian significativos si
se cultivan solo los precursores neurales en el “scaffold”, aunque éstas proliferen y se
diferencien, las conclusiones no se podrian extrapolar a las condiciones in vivo, ya que el

dispositivo no seria representativo de las condiciones reales.
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El término de precursores neurales se usa para identificar un sistema de cultivo en el que se
encuentran “clusters” flotantes de células madre neurales. Estos precursores neurales
suponen un método eficaz para la realizacion de estudios de precursores neurales en
condiciones in vitro. Los precursores neurales no son exactamente idénticas a las células
madre, ya que dentro de los “clusters” de precursores neurales solo un pequefo porcentaje

con células madre neuronales 7).

Por otra parte, las células de Schwann son células gliales periféricas que se forman en la cresta
neural embrionaria y acompafian a las neuronas durante su crecimiento y desarrollo. Ademas,
se encargan de recubrir los axones de las neuronas, formando las vainas de mielina, que son
aislantes. Entre las funciones de las células de Schwann, encontramos que éstas ayudan a guiar
el crecimiento axonal y la regeneracidn de las lesiones en los axones periféricos, por lo tanto,

influyen positivamente en el proceso de diferenciacién neural.

Un cocultivo de precursores neurales junto con células de Schwann, tipo celular relacionado
con éstas, seria un buen modelo, el experimento se asemejaria mas a las condiciones in vivo de
la regeneracion neural. Las células de Schwann, tienen un efecto positivo sobre los precursores
neurales, ademds, son capaces de sintetizar una matriz extracelular para acomodar

correctamente a los precursores neurales.

Los astrocitos, también tienen un efecto positivo en la estimulacion del crecimiento axonal,
ademas de secretar matriz extracelular, pero, este fendmeno no se observa en etapas adultas,
solo en estadios tempranos de crecimiento. Al contrario que este tipo celular, las células de

Schwann ejercen efectos positivos tanto en estadios tempranos como en adultos &Y.

Por otra parte, mediante un sistema de cocultivo se podrian estudiar los fendmenos de “cross-
talk” entre los dos linajes celulares distintos. El mecanismo de “cross-talk” es muy importante

Ill

en el proceso de desarrollo y regeneracidn del sistema nervioso. Mediante el “cross-talk” no
solo se ve favorecida la transmisidn sindptica, sino que ademas, presenta una gran
importancia en el proceso de crecimiento y diferenciacién neural. Las células de Schwann
producen factores como BDNF o neurotrofina-3, que resultan esenciales en el mantenimiento

de la viabilidad de las neuronas y en el proceso de diferenciacién neural “2)

Resulta pues interesante realizar un cocultivo de precursores neurales con células de Schwann,

esperando, a priori, resultados beneficiosos en el proceso de diferenciacidon neural.
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1.6 Terapias celulares e ingenieria tisular
Las enfermedades neuroldgicas como el Parkinson, la Isquemia cerebral o la Corea de

Huntington, tienen en comun la pérdida de neuronas en el cerebro. 24 millones de personas
en el mundo padecen demencia, y el 60% de estas personas desarrollaran Alzheimer. El
Parkinson, junto con el Alzheimer, son dos de las enfermedades neurodegenerativas con mas

incidencia de este siglo “**®.

El tratamiento convencional para el Parkinson consiste en la administracién oral de agonistas
de dopamina, pero a medida que la enfermedad progresa, este tratamiento produce efectos
secundarios graves. También se ha intentado introducir directamente el farmaco en la zona

“953) Una terapia alternativa

cerebral, pero los resultados contindan siendo poco eficientes
seria la implantacidn de células precursoras neurales en el sitio de la lesidon, pero se ha
observado que las células trasplantadas migran a otras regiones del CNS, y no permanecen en

el sitio donde se ha producido el dafio **.

La ingenieria tisular ha supuesto una revolucidon en el campo de los cultivos celulares. La
combinacion de la ciencia de los materiales, las ciencias de la vida y la bioingenieria, resulta
prometedora para la investigacion biomédica. La ingenieria de tejidos propone la creacién de
“dispositivos vivientes”, que sean funcional, estructural y mecanicamente similares al tejido
que se pretende reparar, de forma que se puedan implantar facilmente y llevar a cabo la

regeneracién en el sitio de la lesidn.

Uno de los principales retos de la ingenieria tisular en el campo de la regeneracién neuronal,
es conseguir de forma eficiente la maduracién neuronal, o lo que es lo mismo, la
diferenciacidn neural. Las células neuronales adultas viven muy poco tiempo en los cultivos.
Por lo tanto, una buena estrategia seria inducir la diferenciacién neuronal a partir de células

precursoras neurales en el sitio especifico de la lesién ©*°8).

Otro reto es la necesidad de una matriz extracelular in vitro para reproducir lo maximo posible
las condiciones in vivo, que permita la adhesién y el crecimiento de las células neurales 2.
Segln esto, un sistema de cocultivo con dos linajes celulares distintos, podria permitir la
fabricaciéon de forma natural de una matriz extracelular, la cual albergaria a las células

neuronales de interés que se pretende diferenciar.

1.7 Hipotesis-Justificacion
1. El encapsulamiento de células precursoras neurales en un hidrogel biocompatible de

baja rigidez y alta permeabilidad favorece la neuroproteccién (preservacién de la

viabilidad).
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2. Los factores de crecimiento secretados por las células de Schwann tienen un efecto
positivo en la diferenciacion y viabilidad de células precursoras neurales cultivadas en
un “scaffold” de PEA.

3. La presencia de BDNF (factor de diferenciacion neural), favorece la diferenciacién

neural de células precursoras neurales contenidas en distintos entornos artificiales.

En este trabajo se presenta un sistema de encapsulamiento con alginato de células precursoras
neurales, a las cuales se les adiciona BDNF, con el objetivo de obtener un sistema que permita
llevar las células hasta el lugar especifico de la lesidon y que permita el mantenimiento de las

células en el lugar en el que se implantan.

Se decide utilizar el factor BDNF (brain-derived neurotrophic factor) porque en numerosos
articulos se reporta que se trata de un factor crucial en la regulacién de la supervivencia
neuronal y de la plasticidad sindptica en el cerebro de los mamiferos. Ademas, se ha
demostrado que el BDNF influye positivamente en la diferenciacién de los precursores
neurales embrionarios “”. También se han realizado diversos experimentos en los que se ha
observado que, efectivamente, el BDNF aumenta el crecimiento axonal y la proliferacion
dendritica con morfologia compleja. La adicion de BDNF influye tanto en la supervivencia de
las células precursoras neurales, como en la diferenciacién neural. Segun esto, resulta
interesante estudiar el efecto del BDNF en los estudios de trasplante celular bajo condiciones
neuropatoldgicas, motivo por el cual se decide utilizar este factor en los experimentos llevados

a cabo en este proyecto.

En la figura inferior se representan las distintas rutas de sefializacion en las que esta
involucrado el factor BDNF. Este factor, mediante la accién de la Kinasa Akt, activa rutas que

favorecen el crecimiento axonal, la supervivencia e interviene en el tamano de las neuronas

(61)
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llustracion 2: Rutas de sefializacién en las que estd involucrado el factor

BDNF, el cual, favorece el crecimiento axonal, la supervivencia e interviene
en el tamafio de las neuronas. (TF Franke, Oncogene (2008))®"

Las células neurales precursoras en el SNC (sistema nervioso central) son capaces de migrar a
otras regiones cuando estas se implantan en un sitio concreto. Esto supone un problema, ya
gue lo que interesa es la regeneracion neural en el sitio en el cual se realiza el trasplante de
células. Por esta razdn, se propone el encapsulamiento de las células como un mecanismo de
transporte y de mantenimiento de las células en el sitio en el que se implantan. Se retrasa la
migracion de las células porque las esferas dentro de las cuales se encuentran encapsuladas
presentan un tamafo lo suficientemente grande como para evitar la difusién de estas

moléculas a otros tejidos o fluidos corporales.

Existen numerosos articulos en los que se reportan las ventajas que presenta la encapsulacion
de células en los experimentos de trasplantes y xenotrasplantes, siendo la mas representativa
la no necesidad de inmunosupresion. De esta forma, las células trasplantadas quedan
protegidas ante el rechazo inmunoldgico. Ademds, el hecho de encapsular las células en
alginato otorga la consistencia de un hidrogel, por lo tanto, el material obtenido presentara las
caracteristicas propias de los hidrogeles, que resultan ventajosas para la aplicacion final de
este sistema. Como el polimero que se ha usado es altamente permeable e hidrofilico, se va a
permitir el flujo y/o liberacion de moléculas al interior/exterior del material. Segin esto, a
medida que el hidrogel se vaya degradando, se irdn liberando las células y los factores que se
hayan introducido en su interior. Adicionalmente, se pretende observar el efecto que ejerce
este sistema de encapsulamiento con alginato sobre la diferenciacion de los precursores

neurales 2,
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Una segunda fase del experimento se basa en la determinacion del efecto que la matriz
extracelular generada por células de Schwann ejerce sobre las células precursoras neurales de
ratdn. Se ha reportado que la presencia de células de Schwann en el interior de polimeros
biodegradables favorece la capacidad regenerativa de los precursores neurales en modelos in
vivo, ya que la presencia de las células de Schwann tiene un papel importante en la
regeneracion de los nervios *®. En el SNP, las células de Schwann son el principal componente
de la glia y se organizan en las bandas de Blingner, que al parecer son importantes en el

proceso de regeneracién neural.

En este segundo experimento se propone el uso de un sistema de cocultivo, o cultivo bifasico,
en el cual los precursores neurales se cultivarian en un “scaffold” poroso de PEA (poli-etil-

acrilato), y las células de Schwann se colocarian sobre films 2D de este mismo material.

Se decide utilizar el polimero sintético de PEA porque ya se han reportado estudios de
reparacion neuronal, tanto en el SNC como en el SNP, con el uso de este tipo de “scaffolds”,
ademas de que es un material que ya esta bien caracterizado que permite la supervivencia y la

diferenciacion de los precursores neurales 2% 546,

2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

El objetivo de este trabajo es disefiar y generar entornos artificiales que favorezcan la

diferenciacidn de precursores neurales a linaje neuronal.

El primer entorno artificial consistira en encapsular células precursoras neurales un hidrogel
mediante la técnica de encapsulacion. Este hidrogel estarad formado integramente de alginato
calcico. En este sistema se evaluara el efecto del BDNF en la diferenciacién a linaje neuronal.
También se determinara el efecto del cocultivo con células de Schwann a diferentes tiempos

de cultivo.

Se obtendra y caracterizara un andamio tridimensional sintético de PEA (poli-etil-acrilato), con
poros de entre 70 y 50 micras, de manera que el andamio actie como una “trampa” para las
células precursoras neurales, quedando los cuerpos neuronales anclados en el interior de los

poros y consiguiendo un crecimiento axonal direccionalizado.

Como segundo entorno, se pretende elaborar un dispositivo que permita llevar a cabo la

elaboracion de un cultivo bifasico (3D-2D), para observar el efecto de las células de Schwann

10
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cultivadas en un film de PEA sobre los precursores neurales que se encuentran en el interior de

un andamio.

3 MATERIALES

3.1 Cultivo celular: Precursores neurales
Se expandieron los precursores neurales, donados por el Doctor Ulises Gémez Pinedo,

Hospital Clinico Universitario San Carlos de Madrid, que corresponden a precursores neurales
obtenidos a partir de ratones transfrectados con la proteina roja fluorescente (RFP-NSCs, “RFP-
expressing Neural Stem Cells). El cultivo criopreservado (1x10° células/mL), en pase 1 (P1), fue
expandido hasta pase 3 (P3) para obtener la densidad celular necesaria para lleva a cabo los
experimentos (Anexol). (Los medios de cultivo utilizados en este cultivo y sus composiciones

se encuentran en el Anexo 3).

3.2 Cultivo celular: Células de Schwann
Las células de Schwann utilizadas en este trabajo corresponden a la linea celular “Rat

Schwann Cells de ScienCell USA” y se utilizé el medio de cultivo “Schwann Cell Medium” (SCM)
de ScienCell USA (Anexo 4). Estas células fueron expandidas hasta el pase 5 (P5) para obtener
el nimero de células necesario para el experimento (Anexo 2). Provenian de un cultivo
criopreservado, pase 3 de inicio. Posteriormente, tanto los precursores neurales como las

células de Schwann fueron expandidas hasta la fase de confluencia.

3.3 Alginato
Para el encapsulamiento de células se utilizd alginato, el cual es una sal sddica del

acido alginico de algas pardas. Ademas, es adecuado para la inmovilizacién de células. Es un
coloide hidréfilo y poliurénico compuesto por residuos de acido glucurénico y manurénico

(SIGMA-ALDRICH)

3.4 PEA
Para obtener los materiales 3D se utilizdé como mondmero el Etil Acrilato >99.5%

(SIGMA-ALDRICH), el cual fue posteriormente entrecruzado.

11
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4 METODOS

Todos los experimentos van a realizarse sobre 2 entornos artificiales distintos. El
primer entorno se abreviard con las siglas EAl, que se correspondera con los precursores
neurales encapsulados en particulas de alginato. El segundo entorno se abreviard con las siglas
EA2, y se correponderd con el cocultivo 3D-2D de precursores neurales atrapados en un

“scaffold” de PEA con células de Schwann en un film de PEA.

En todos los experimentos que se realizaron con el EA1 se dispuso de 3 grupos de estudio. Al
primer grupo se le adiciond el factor de neurodiferenciacion, BDNF (B+), al segundo grupo no
se le afiadié factor BDNF (B-), y, por ultimo, el tercer grupo se encontraba en cocultivo con

células de Schwann y no se le adicioné el factor BDNF (S).

En los experimentos llevados a cabo con el EA2 se dispuso de 2 grupos de estudio: un grupo
control que solo contenia el andamio de PEA con los precursores neurales, y el grupo de
cocultivo que comprendia a las células de Schwann sobre un film 2D de PEA y a las

neuroesferas en el interior del “scaffold” de PEA.

4.1 Caracterizacion de los grupos de estudio

4.1.1 Viabilidad: LIVE/DEAD y MTS
La prueba de LIVE/DEAD se basa en el principio de permeabilidad de la membrana

plasmatica. Se incuban las células con calceina y con homodimero 1 de etidio. Las células vivas
retienen la calceina, de forma que emitirdn fluorescencia verde, ya que las membranas
intactas de las células vivas excluyen al EthD-1. Al contrario que éstas, las células muertas
tendran las membranas dafadas, permitiendo la entrada del EthD-1, y emitiendo
luminiscencia roja. A partir de una solucidn de 10mL que contenia calceina 2uM y EthD-1 4uM,
se realizd el test de viabilidad, afiadiendo 1L de calceina y 5uL de EthD-1 en 2mL de medio
neurobasal, realizdndose a continuacién una incubaciéon a 37°C durante 40 minutos. Los
resultados se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia. Se evalud la viabilidad para
cada grupo y tiempo de cultivo por triplicado, para lo cual se obtuvieron imagenes en el
microscopio confocal, y se cuantificd el porcentaje de células vivas y muertas mediante el

software “Image)”.

12
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También se realizé un ensayo de viabilidad mediante MTS. (CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega). Se evalud cada grupo con 9 repeticiones por
grupo y tiempo de cultivo. (Explicacion del principio de esta técnica en el Anexo 5). Los
resultados obtenidos se evaluaron mediante el equipo lector de placas “VICTOR?, 1420

Multilabel Counter, Perkin Elmer precisely”.

4.1.2 Morfologia y distribucion celular: Falacidina-DAPI
Se llevd a cabo un marcaje de citosqueleto y nicleo mediante falacidina y DAPI. Estas

moléculas permiten observar en el microscopio de fluorescencia los nucleos y el citoesqueleto
de actina de las células. El DAPI es un marcador fluorescente que emite a una longitud de onda
de 461nm (azul) y que se une fuertemente a los nucleos de las células, zonas ricas en adenina 'y

timina.

Por otra parte, la falacidina se trata de una toxina que se une a la actina F del citoesqueleto,
impidiendo su despolimerizacion y provocado el envenenamiento celular. Este marcador, se
une especificamente en la interfase entre las subunidades de F-actina, observandose al
microscopio la distribucidon del citoesqueleto, tefiido de color verde, si la falacidina esta
acoplada a un fluoréforo verde, como en el caso de la que se usé en este trabajo, se encuentra

conjugada con fluoresceina, que emite a una longitud de onda de 521nm (verde).

Para llevar a cabo esta tincion, las muestras fueron permeabilizadas con Tritén X100 al 0.1% en
0.1MPBS++ a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, se incubaron las
muestras con falacidina a una concentracion de 1:200 en 0.1MPBS++, durante 2 horas. Se lavd
2 veces con 0.1MPBS++. A continuacion se incubd con DAPI, estando a una concentracion de
lug/mL, durante 10 minutos a temperatura ambiente y se lavd todo una vez con 0.1MPBS++.
Los resultados se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia. Las muestras fueron
colocadas en portaobjetos horadados con fondo de cubreobjetos en 0.1MPBS++ para su

observacién al microscopio de fluorescencia.

Las muestras del entorno artificial 1, precursores neurales encapsulados en alginato, solo se

marcaron con DAPI.

4.1.3 Diferenciaciéon: Western Blot
Para llevar a cabo un analisis de la diferenciacion en los diferentes grupos de estudio

se realizé un ensayo de Western Blot. Se realizd una extraccidon de proteinas mediante el

buffer N-PER (Pierce) (Anexo 6), y a continuacién cuantificacion por BCA (Anexo 7).
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Las proteinas extraidas fueron separadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10%
de 0.75mm en un sistema Miniprotein-IV. Se cargaron 50ug de proteinas por grupo y por
triplicado. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF en un sistema de
transferencia semi-himedo (BIO-RAD) a 20 Voltios durante 45 minutos. Posteriormente, las
membranas fueron bloqueadas con una solucién de “Skin-Milk” al 5% en 0.1M
PBS/0.1%Tween durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacidn, se lavaron 3 veces
en agitacién durante 5 minutos con 0.1M PBS/0.1%Tween. Luego estas membranas fueron
incubadas con el anticuerpo correspondiente: anti-Blll-Tubulina (monoclonal, ABCAM) a una
dilucion de 1:1000; anti-GFAP (policlonal, ABCAM) a una dilucién de 1:1000. Estos anticuerpos
se incubaron durante toda la noche a 4°C, después se lavaron tres veces con 0.1M
PBS/0.1%Tween y se incubaron con el anticuerpo secundario peroxidado correspondiente a
una dilucién 1:25000. Para finalizar, las membranas fueron reveladas con el Kit “ECL Plus
Western Blotting Detection Reagents” (altamente sensible para Western Blot vy
quimioluminiscencia) con un tiempo de exposicion de 20 segundos. Los equipos utilizados
para llevar a cabo el Western Blot eran todos de la casa comercial “BIO-RAD” y se utilizé el

equipo “Kodak X-OMAT 2000 Processor” para el revelado.

4.2 Microscopia

4.2.1 Optica
Para determinar la morfologia de las particulas de alginato o bien la distrubicion

celular, se obtuvieron fotografias (20X) en diferentes planos con el microscopio éptico “Nikon
Eclipse E600”, con el software “LINKSYS”. Las particulas de alginato se evaluaron a 3 tiempos
distintos: dia 1, dia 7 y dia 14 y se realiz6 un promedio de todas las medidas tomadas en las

distintas fotografias, con un promedio de 3 particulas de alginato por fotografia.

La liberacién de células por parte de las particulas de alginato también se evalué mediante
microscopia éptica. Con el microscopio dptico invertido “Nikon Eclipse TS100” se observaron
cada uno de los distintos grupos de estudio a dia 7, y se determind la liberacidon o no segun se

observaba o no presencia de células en los cubreobjetos recubiertos de laminina.

4.2.2 De fluorescencia
Para determinar la morfologia celular, mediante tinciones con fluoréforos o bien

moléculas acopladas a fluordforos con afinidad por nucleo o citoesqueleto, se obtuvieron

imagenes a diferentes aumentos con el microscopio de fluorescencia “Nikon Eclipse 80”i,
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mediante el software “NIS-Elements AR 4.00.06”. Se adquirieron imagenes en diferentes

campos a 20X y se procesaron con el software “Imagel”.

Esta metodologia se empled en el primer entorno artificial (EA1) para evaluar la viabilidad
mediante la técnica LIVE/DEAD. También se empled, tanto como en el entorno artificial 1

como en el 2, para observar los resultados del marcaje con falacidina-DAPI.

4.2.3 Confocal
Para determinar la distribucién tridimensional de las células en los entornos

artificiales, se obtuvieron imagenes mediante microscopia confocal, en el presente estudio se
utilizaron el microscopio confocal “Olympus FV1000” y el microscopio confocal “Zeiss LSM
780”. Se adquirieron imagenes en diferentes campos y se procesaron con el software “IMARIS*”

e “Imagel”.

4.2.4 Electronica de barrido
Para caracterizar la morfologia de la estructura del andamio de PEA, se obtuvieron

imagenes de microscopia electrénica de barrido mediante el microscopio Jeol JSM6300. Se
tomaron imagenes de los andamios sin cortar y de los andamios criocortados a 50um de

espesor a diferentes aumentos.

4.3 Entorno artificial 1: precursores neurales encapsulados en alginato
calcico.
Como paso previo para realizar el cocultivo de los precursores neurales encapsulados

en alginato, las células de Schwann fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pocillos (P48)

a una densidad de 1x10° células/mLy se incubaron durante 3 dias.

4.3.1 Concentracion de alginato
Se realizaron distintos ensayos piloto a distintas concentraciones, para observar si la

concentracién de alginato ejercia algun efecto en el comportamiento de los precursores
neurales. Se hicieron pruebas con concentraciones de alginato a 0.2%, 0.25%, 0.3% y 0.5%. Los
resultados obtenidos fueron que a una concentracién de 0.5%, a la cual el entrecruzamiento
de la red de alginato genera una rigidez con consecuencias negativas en la viabildad y no
favorecio la liberacion celular. Por otra parte, las concentraciones a 0.2% y 0.25% eran muy
poco consistentes, y las particulas de alginato se degradaban con facilidad. Por lo tanto, se
decidid utilizar una concentracion de alginato al 0.3%, que si permitia el flujo de factores y

células y era consistente.
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4.3.2 Concentracion de CaCl,
En cuanto a la concentracion de CaCl, que se debia utilizar, era una decisidn critica, ya

gue una cantidad de calcio excesiva, produce la muerte celular. Debia de ser una cantidad baja
para que no fuera téxico, pero lo suficientemente elevada para permitir que las esferas
adquirieran la consistencia deseada. Se realizaron ensayos con las 3 concentraciones de
alginato que se probaron, cada uno con una concentracién de CaCl, a 0.1M y a 0.05M. El mejor
resultado fue la combinacion de concentracidn de alginato al 0.3% y CaCl, 0.1M, y estas fueron

las condiciones que se emplearon en el experimento.

4.3.3 Encapsulacion de los precursores neurales
Para llevar a cabo el proceso de encapsulacidon se usé el equipo de encapsulacion

electroestatica “Encapsulador NISCO-VAR V1”. El encapsulador es uno de los equipos mas
adecuados para la generacion de microparticulas utilizando matrices, donde la gelificacidon esta
basada en la coacervacién interfacial. Este equipo es capaz de encapsular desde proteinas
hasta bacterias, entre otros, produciendo microparticulas de tamafio controlado que varian
entre 150 y 1000um. Las microparticulas se forman mediante el principio de fuerzas
electroestaticas donde el equipo tiene una sola aguja estatica que estda conectada
eléctricamente a tierra, y un electrodo que es sumergido en la solucién de endurecimiento, de
manera que se genera un campo electrostatico entre la punta de la aguja y dicha solucién. Una
bomba de jeringa produce un flujo constante a través de la aguja y caen en la solucién de
endurecimiento. La aguja, el brazo, el electrodo, el conector para la aguja y el tubo se

esterilizaron en el autoclave, ya que se pretendia producir materiales estériles.

Los pardmetros que se utilizaron fueron los siguientes: 4 Voltios de Tension, una aguja de
200um de diametro, un flujo de 500ul/min, una distancia de 6cm entre la aguja y la superficie
de la solucion de endurecimiento, que se trataba de Cloruro de Calcio 0.1M. Todo esto se
realizd con una agitacion suave para que las microparticulas no formaran agregados al caer
sobre la solucién de CaCl, 0.1M, y utilizdndose alginato con una concentracién del 0.3%. En
presencia de calcio el alginato forma una estructura caracteristica que otorga mas rigidez al

gel. Todo esto en condiciones de esterilidad bajo campana de flujo laminar.
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llustracion 3: EAl. Los precursores neurales estdn encapsulados en el interior de las particulas de
alginato. No hay contacto directo entre las células de Schwann y los precursores neurales.

4.3.4 Liberacion de células encapsuladas
Se realiz6 también un ensayo adicional para evaluar la liberacidon de las células

encapsuladas. Se recubrieron las superficies de unos cubreobjetos con 20ug/mL de laminina, y
se depositaron sobre su superficie los precursores neurales encapsulados en alginato. el

tiempo de evaluacion fueron 7 dias. Se evalio mediante microscopia dptica.

4.4 Entorno artificial 2: cocultivo de precursores neurales en un “scaffold”
3D de PEA y células de Schwann cultivadas en films 2D de PEA.

4.4.1 Elaboracion del “scaffold” 3D de PEA.
El “scaffold” poroso de PEA se realizd a partir de una placa sinterizada de PMMA, que

posteriormente fue impregnada con una solucidn de etil Acrilato, EGDMA (2%) y Benzoina
(Scharlab) (1%). Se polimerizé6 por UV 8 horas, se postpolimerizé a 90°C, se eliminé el
pordgeno con lavados de acetona en agitacidon continua durante 4 dias, intercambiando la

acetona cada 24 horas.

Las placas de PMMA se obtuvieron con la prensa “Gumix” modelo T0-250/20, realizando 3
compresiones consecutivas bajo las siguientes condiciones: la plataforma con el pordgeno se
precalenté 5 minutos a 150°C sin compresién. La primera compresion se realizdé a 150°C y 100
bares durante 8 minutos. La segunda compresién fue de 4 minutos a 140°C y 100 bares y la

tercera compresién tuvo lugar a 140°C y 200 bares durante 20 segundos. Entre cada
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compresidn se enfriaban las placas de la prensa hasta 60°C y con una presion de entre 40-50
bares. Ademads, se deben precalentar las placas durante 1 minuto antes de la segunda y la
tercera compresion. Las placas obtenidas tenian un grosor de 3mm aproximadamente. Para
eliminar la capa continua que se forma como resultado del calentamiento, las placas obtenidas
fueron devastadas superficialmente con una lija de grano grueso y luego con una de grano
fino, el control de este proceso se realizd observando en el microscopio éptico las placas
lijadas. Después se cortaron en fragmentos de 4x4cm, los cuales fueron impregnados con la
solucidn de etil Acrilato, EGDMA (2%) y benzoina (1%), con ayuda de una pipeta Pasteur,
mojando ambas caras, una vez impregnada totalmente, la placa se colocd entre dos moldes de
vidrio separados por un cable, para hacer las veces de un contenedor, las placas fueron luego
colocadas en un estufa con luz ultravioleta para su polimerizacién durante 8hrs,

posteriormente se postpolimerizé a 90°C durante 8 horas.

Transcurridos los 4 dias de lavado, se llevé a cabo un intercambio de agua paulatino de la
siguiente forma: se anadieron 6mL de agua desionizada (Scharlab) cada 10 minutos, hasta
llegar a 100mL. Después se afiadieron 11mL de agua cada 10 minutos hasta alcanzar los
200mL. A continuacién, se aumentaba la cantidad hasta 15mL cada 10 minutos, pero en este
ultimo paso se bajaba el tiempo de adicion de agua hasta 5 minutos, cuando se estaba
llegando al final del proceso. Se debe tener en cuenta que no se debe de afadir nunca el agua
encima del “scaffold”, se debe verter sobre la pared del cristalizador, es importante remover el
agua para evitar la formacién masiva de burbujas y, conforme avanza el proceso, se debe

quitar la mezcla y afiadir agua al cristalizador.

Una vez que el material alcanzé el tamafio original, ya que se habia expandido con los lavados
de acetona, se continud con los lavados de agua durante 2 dias mas y finalmente se dejé secar

el material, 24 horas a 40°C en el desecador a vacio “P-SELECTA, VACUO-TEMP”

4.4.2 Caracterizacion de la morfologia.
La caracterizaciéon de la morfologia de las particulas se llevd a cabo mendiante

microscopia optica y la de los andamios mediante microscopia electrénica de barrido. En el
primer caso se tomé un promedio de 50 imagenes por cada grupo de estudio. Se caracterizd el
material con un microscopio electrénico de barrido para poder evaluar la porosidad del

“scaffold”.

4.4.3 Procesado de los materiales.
Los “scaffolds” 3D de PEA se troquelaron, utilizando un troquel de 5mm de didmetroy

a continuacién se incluyeron en OCT (Leica) mediante presién negativa: se colocaron los
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“scaffolds” en el interior de una jeringa, se cerrd el flujo y se introdujo en el interior de la
jeringa el OCT. Al intentar aspirar aire con la jeringa, como el flujo estaba cerado, se conseguia
la impregnacién total del material con OCT mediante presién negativa. Una vez las muestras
estaban incluidas, se realizaron cortes del material con el criostato (Leica CM 1520) a una
temperatura de -30°C, obteniendo de esta forma, membranas 3D de PEA porosas de 50 um de
espesor. Para eliminar los residuos de OCT, las muestras fueron sonicadas (con el sonicador
“Ultrasonic Cleaner, VWR"”) y lavadas con agua desionizada, mediante intercambios continuos,

10 veces.

Los materiales se dejaron secar sobre superficies de tefldn, para que no se adhirieran a la
superficie y se esterilizaron por autoclave, 120°C 2 bares, y, a continuacion, se acondicionaron
con laminina, (20ug/mL), durante 2 horas a 37°C. Posteriormente estas membranas de PEA

fueron lavadas con solucidn salina.

4.4.4 Diseno y elaboracion del dispositivo de cocultivo
Al elaborar el dispositivo de cocultivo surgieron varios problemas. La membrana de

PEA era muy fina, 50um de grosor, y su manipulacion resultaba muy complicada, ya que era
muy facil comprimir con las pinzas, y cuando ocurria esto esa membrana ya no servia porque
se habian modificado sus propiedades morfo-mecanicas. Ademas, al problema de la
manipulacién de las membranas se afiadia el problema de cémo realizar el cultivo. El PEA es un
material altamente hidréfobo, de forma que al cultivar las células, éstas, junto con el medio de

cultivo, quedaban formando una gota sobre el material, y no se impregnaba facilmente.

Una vez se consiguié impregnar completamente las membranas, el proximo reto era montar el
sistema de cocultivo sin dafiar la membrana ni las células. Y, a continuacidn, habia que fijar de
alguna forma este sistema. Para esto se dispusieron tanto la membrana como el film, en el
interior de un cilindro en el cual encajaban perfectamente los dos materiales cultivados. Estos
cilindros se obtuvieron a partir de tubos Eppendorf de 0.2mL. Se cogieron tubos Eppendorf y
se cortaron justo por debajo del cilindro de la tapa y justo por encima de la parte con forma de

cono.
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Cuando ya estaba montado el dispositivo, y se dispuso a introducir el medio de cultivo
correspondiente para cada ensayo, las membranas 3D de PEA flotaban, por lo tanto, se tuvo
gue cambiar la orientacién de cada uno de los dispositivos, cuando ya estaban montados,

guedando de la siguiente forma:

|. Precursores neurales
cultivadas en “scaffold” 3D
de PEA

I. Células de Schwann 24hrs @ Células precursoras neurales
cultivadas en “film” de PEA
48hrs @ Células de Schwann

llustracion 4: EA2. Los precursores neurales se cultivan en una cara de la membrana, “scaffold”de PEA,
donde quedan atrapados entre los poros de este material. Las células de Schwann se cultivan sobre la
superficie del “film” de PEA. El montaje del dispositivo se realiza de forma que el “scaffold” de PEA queda
en la parte superior y el “film” con células de Schwann queda en la parte superior, y no hay contacto
directo entre los dos tipos celulares. Para fijar este entorno, se colocan ambas superficies en el interior de
un cilindro, que se obtiene al cortar tubos Eppendorf. Un corte se realiza justo por debajo de la tapa, y el
otro se realiza justo antes del comienzo de la forma cdnica del tubo Eppendorf.

4.4.5 Cultivo bifdsico 3D-2D
Se cultivaron los precursores neurales sobre estas membranas procesadas durante 24

horas. Pero, previamente, se habia llevado a cabo el cultivo de células de Schwann durante 48
horas sobre films 2D de PEA, que fueron proporcionados por el CBIT (Centro de Biomateriales
e Ingenieria Tisular). Estos films se troquelaron también a 5mm pero se les hizo tres muescas
triangulares a cada film para favorecer el flujo del medio. Fueron esterilizados antes de realizar

el cultivo de células, bajo las mismas condiciones que las membranas 3D porosas de PEA.

Se hizo coincidir las 24 horas de los precursores neurales con las 48 de las células de Schwann.
A continuacion, se coloco el “scaffold” 3D sobre los films 2D con las células de Schwann con los
dispositivos que disefiamos. Se incubd el cocultivo y los resultados obtenidos se evaluaron a 2

tiempos: 7 y 14 dias.
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llustracion 5: En este conjunto de fotografias se observa paso a paso como se monté el sistema de
cocultivo, haciendo coincidir la cara del “scaffold” donde no habia células con la cara del film de PEA
donde estaban las células de Schwann. El scaffold actia como una barrera entre unas células y otras.

5 RESULTADOS

5.1 Entorno artificial 1: precursores neurales encapsulados en alginato
calcio.
5.1.1 Encapsulamiento de células
Fue posible encapsular los precursores neurales en alginato al 0.3% con una densidad

de 5 a 12 células por particula de alginato. Ademas, estas células siguen vivas a dia 7, como se

observa en la imagen B.

llustracion 6: Microscopia dptica. A>precursores neurales encapsulados en particulas de alginato
a dia 1. B> precursores neurales encapsulados en particulas de alginato a dia 7. Este entorno
permite la viabilidad celular y la proliferacidon, ya que en la ilustracién B se observa que ha
aumentado la poblacidn celular. Las particulas presentan un promedio de 10-15 células cada una.
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llustracién 7: Microscopia 6ptica. A= precursores neurales encapsulados en particulas de alginato
a dia 1. B> precursores neurales encapsulados en particulas de alginato a dia 7. En la ilustracién B
se observan unos cambios morfoldgicos en las células que podrian estar asociados a la formacion
de procesos celulares, indicado con flechas rojas

Las particulas de alginato presentan un diametro promedio de 190um, medida que resulta
coherente ya que la aguja que se utilizd en el proceso de encapsulacién presentaba un

didmetro de 200um.

Las particulas obtenidas no son completamente esféricas, como se puede observar en las
ilustraciones 6 y 7. Ademads, se observan variaciones en la forma de las esferas a lo largo del
tiempo, éstas se van disgregando, de forma que segln pasa el tiempo, menos particulas
qguedan. El numero de particulas totales va disminuyendo en el tiempo, habiendo muchas a dia
1 y quedando muy pocas a dia 14. Por otra parte, a partir del dia 7 se observan cambios
morfoldgicos en un 20% de las células que podrian corresponder a la formacién de procesos

celulares.

5.1.2 Evaluacion de la viabilidad
Como ensayo de viabilidad se realizé la prueba de LIVE/DEAD, y se observd que,

efectivamente, los precursores neurales sobrevivian en el interior de las esferas de alginato a
los 3 tiempos que se estudiaron. En la imagen se pueden observar las células tefiidas de verde,
lo cual indica que la Calceina penetra en el interior de las membranas de las células que estan

vivas.

También se realizd la prueba de viabilidad de MTS: en la figura se observa que en el grupo de
precursores neurales encapsulados en alginato cuyo medio fue enriquecido con BDNF, no
presenta diferencias significativas en los tres tiempos evaluados. Sin embargo, en el grupo de
estudio con el medio de cultivo no enriquecido con BDNF, se observa un fenédmeno particular.
La viabilidad permanece constante hasta los 7 dias, pero a dia 14 se ha aumentado

considerablemente. En el ultimo grupo, que se trata del cocultivo con células de Schwann, la
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eficiencia inicial de siembra es estadisticamente superior con respecto a los otros dos grupos
de estudio. Pero, la viabilidad va disminuyendo a cada tiempo, observandose que a dia 14 la

viabilidad es menor al 50% con respecto al dia 1.

llustracion 8: Microscopia de fluorescencia, ensayo de LIVE/DEAD. En las dos ilustraciones se
muestra el mismo plano de células, pero en la ilustracion A se observa qué células estan vivas,
marcadas en color verde, mientras que en la ilustracidon B se observa esas mismas células pero en
campo claro.

MTS

0,4

0,35 F

0,3

0,25

mdial
0,2

mdia7

0.15 mdial4

0,1

0,05

Tabla 1: Ensayo de MTS. b+—>medio de con BDNF; b- >medio sin BDNF; s >grupo de cocultivo con
células de Schwann. En el grupo b+ se mantiene la viabilidad constante; en el grupo b- la viabilidad
aumenta de forma considerable a dia 14; en el grupo s la viabilidad disminuye a lo largo del tiempo
aunque es el grupo con mayor eficiencia de siembra.
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5.1.3 Evaluacion de la morfologia y distribucion celular

llustracion 9: En la fotografia A, microscopia dptica, con el zoom se observa que las células que estan
proximas a la superficie adquieren una morfologia tipica de migracion, y parece que las células intentan
salir de las particulas de alginato. La fotografia B, microscopia de fluorescencia, se trata de un marcaje
con falacidina-DAPI. En azul esta marcado el nucleo y en verde el citoesqueleto. En la célula que se
muestra en la fotografia B se puede observar la polarizacion del citoesqueleto de actina, lo cual puede
ser indicativo de la formacidn de un filopodio. La célula estd extendiéndose hacia una direccidn y este
proceso puede estar relacionado con la migracién o con la diferenciacién celular.

--

llustracion 10: Microscopia confocal. Marcaje DAPI de las células precursoras neurales encapsuladas en
particulas de alginato. Los nucleos de las células se distribuyen mas hacia los extremos de la particula de
alginato en la fotografia A. En las 3 fotografias se observa como el nucleo mantiene la morfologia circular, las
células no se extienden correctamente.

5.1.4 Evaluacion de la diferenciacion
Los resultados obtenidos en el Western Blot para identificar la presencia de Blll-

tubulina, que es un indicador de diferenciacidon a neurona, y de GFAP, que es un indicador de

diferenciacidn a células de linaje glial, fueron los que se muestran en las siguientes figuras:
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llustracion 11: Resultado del Western Blot. Se observa que solo hay presencia de BllI-tubulina en el
sistema de cocultivo de precursores neurales con células de Schwann a dia 14. Por otra parte, en todos
los ensayos se aprecia la presencia de GFAP, indicadora de presencia de linaje glial.

GFAP

160.000

140.000

120.000

100.000
80.000
60.000
40.000

20.000

Dial Dia7 Dial14

mBDNF+
m BDNF-

m Cocultivo

Tabla 2: Cuantificacién de GFAP. En todos los ensayos se aprecia la presencia de GFAP, pero, como se
puede ver en la gréfica, la presencia de esta molécula es menor en los ensayos de cocultivo, y este es el
Unico grupo en el que si hay presencia de BllI-tubulina, indicador de diferenciacién neural.
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5.1.5 Evaluacion de la liberacion celular

llustracion 12: Microscopia dptica. Cada fotografia, A, B y C, muestran un zoom o6ptico distinto para el mismo
conjunto de células, pertenecientes al grupo de estudio sin BDNF y evaluadas a dia 7. Se observa presencia de
células en el cubreobjetos de laminina, por lo tanto, se produce migracién celular.

Se observaron los resultados del ensayo de migracion celular a dia 7 mediante
microscopia Optica, y se vid que el resultado de esta prueba fue: en el grupo de estudio que
contenia el factor BDNF y en el grupo de cocultivo con Schwann, no se observé migracién,

mientras que si se observo en el grupo de estudio que no contenia BDNF.

5.2 Entorno artificial 2: cocultivo de precursores neurales cultivados en un
“scaffold” 3D de PEA y células de Schwann cultivadas en films 2D de
PEA.
5.2.1 Viabilidad

llustraciéon 13: Microscopia confocal. Marcaje con falacidina-DAPI de las células del EA2. Al y A2->
fotografias del ensayo control, sin presencia de células de Schwann. B1 y B2-> fotografias de los
precursores neurales en presencia de células de Schwann. En ambos casos se observa que las células
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sobreviven, pero cuando hay presencia de células de Schwann las células presentan un mayor desarrollo
del citoesqueleto, emitiendo prolongaciones. Dia 7.

5.2.2 Morfologia y caracteristicas de los “scaffolds” 3D de PEA
El material obtenido resulté un andamio tridimensional, con poros, de entre 50-70

micras, interconectados, con un grosor de 50um. Estos materiales fueron troquelados,
quedando con forma circular, con 5mm de didmetro. Al tener tan poco grosor, se les considera

como unas membranas.

Los materiales no se colapsaron y se consiguié una interconexién adecuada que permitié

realizar el experimento de cocultivo como se habia planteado en el esbozo inicial del estudio.

600um

100pm

llustracion 14 Microscopia electrénica de barrido de “scaffolds” de 3D de PEA. Se observa la estructura,
morfologia y distribucién de los poros. Ay B “Scaffolds” de 3D de PEA sin cortar, 1mm de espesor. Cy
D “Scaffolds” de 3D de PEA cortados a 50um de espesor.

5.2.3 Evaluacion de la morfologia y distribucion celular del cocultivo
Las células se encuentran perfectamente extendidas y se pueden observar las

prolongaciones de los filamentos del citoesqueleto de actina aunque también se observan

células sin prolongaciones. Estas imagenes fueron tomadas a dia 7.

Se realizaron construcciones tridimensionales mediante el software “Imaris” a partir de las

fotografias tomadas con el microscopio confocal. (Anexo 8)
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llustracion 15: Microscopia confocal. Neuroesferas cultivadas en scaffolds de PEA en cocultivo con
células de Schwann. Tincién de nucleos (DAPI, Azul) y citoesqueleto de actina (faloidina/Biodypil,Verde).
20X. En las fotografias A y B se observa como las células desarrollan prolongaciones celulares alrededor
de los poros del “scaffold”. La fotografia C muestra también las prolongaciones de las células, pero
proporciona una imagen mas general del entorno.

5.2.4 Evaluacion de la diferenciacion en el cocultivo

BIlI

llustracion 16: Resultado del Western Blot. Se observa que solo hay presencia de Blll-tubulina en el
sistema de cocultivo de precursores neurales con células de Schwann. 1) Extracto total de proteinas de
células precursoras neurales en cocultivo con células de Schwann, sobre un “scaffold” 3D de PEA a dia 7.
2) Extracto total de proteinas de precursoras neurales sobre un “scaffold” 3D de PEA a dia 7.

28



Nuevos entornos artificiales para la diferenciacion neural Carmen Andreu Oller

6 DISCUSION

6.1 Entorno artificial 1 (EA1l): precursores neurales encapsulados en
particulas de alginato.

6.1.1 Viabilidad
Segun los resultados obtenidos en la encapsulacion de células, se puede inferir que el

alginato permite la proliferacién celular, pero esta tiene lugar de forma mas lenta que en
condiciones in vitro normales. Es probable que esto ocurra porque la composicién del alginato
podria influir al brindar estimulos de tipo biomecanico en las células, impidiendo su libre
movimiento y alterando de esta forma el proceso proliferativo. Ademas, este entorno es viable
para las células, ya que se observa supervivencia celular hasta 14 dias después de su

encapsulacion.

En el ensayo al cual se le adiciond el factor BDNF, se observé que la viabilidad permanecia
constante. Parece ser que parte de las células mueren porque reciben el estimulo quimico
para diferenciarse a neurona pero no lo consiguen porque otros factores concurrentes no
estdn presentes, como proteinas de matriz extracelular organizadas en filamentos extendidos,
ya que esta descrito que el crecimiento axonal, depende en parte, de la interaccion célula-
matriz mediante integrinas; a la par, otro grupo de células se diferencian a linaje glial, ya que
en el ensayo de Western Blot se observa una gran presencia de proteina glial. Por lo tanto, el
mantenimiento de la viabilidad constante se puede explicar por la presencia de células de la

glia que proliferan.

En el ensayo en el que no se adiciond el factor de diferenciacion, la viabilidad aumenta de
forma considerable a dia 14. La explicacién a este hecho puede ser que, al no estar obligando a
las células a diferenciarse a linaje neural, ya que no hay presencia de BDNF en el medio, un
porcentaje elevado va diferenciarse a linaje glial y va a proliferar sin ningun impedimento,
porque, segun los resultados del primer grupo de estudio, este factor induce la muerte celular

en el interior de las particulas de alginato.

Por ultimo, en el ensayo correspondiente al tercer grupo de estudio, el cocultivo con células de
Schwann y medio sin BDNF, es el grupo en el que se observa una mayor disminucion de la
viabilidad a lo largo del tiempo. Es probable que esto ocurra debido a que se esta induciendo la
diferenciacion a neurona, mediante los factores secretados por las células de Schwann, en un

porcentaje considerablemente mas elevado en los sistemas anteriores, presentdndose una
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situacién similar a la del ensayo con BDNF, las células al no poder llevar a cabo la
diferenciacién, no progresan y entrarian en apoptosis, por lo que al existir un mayor
porcentaje de células con un proceso de diferenciacidn a neurona, el porcentaje de muerte es

mayor.

6.1.2 Diferenciacion
Segun estudios realizados recientemente, la rigidez de los hidrogeles afecta a la

diferenciaciéon neuronal. Los hidrogeles que presentan una rigidez menor a 1kP favorecen la
diferenciacidon neuronal, y en funcidon de cual sea la rigidez del hidrogel, se favorecerd la

diferenciacién hacia un linaje celular u otro ©®.

En el ensayo al cual se le adiciond el factor BDNF y la ausencia de una matriz extracelular
organizada en filamentos, favorecieron la disminucién de la viabilidad celular en este entorno
artificial. Eso puede que ocurra porque las células estan recibiendo un estimulo que las induce
a realizar una funcién que les es imposible de llevar a cabo debido a que estan envueltas por
alginato. Entonces, al no poder realizar esa funcidn, las células inducen la apoptosis. Este
comportamiento puede deberse a que el espacio del que disponen las células para crecer y
diferenciarse es muy limitado, y al recibir el estimulo que les indica diferenciacién, y no poder

llevarla a cabo por las limitaciones del entorno en el que se encuentran, las células mueren.

En el segundo grupo de estudio, sin factor BDNF, si se observd diferenciacion de los
precursores pero no a linaje neural, sino a células de la glia. De esto se deduce que el primer
entorno, si no se le adiciona ningun factor que induce la diferenciacién neural, favorece la

diferenciacidn a células de la glia y permite también la proliferacidn de estas células.

En el tercer grupo de estudio, cocultivo con Schwann, las células si se diferencian a linaje
neural, observdndose expresion de la proteina caracteristica de neuronas, B-lll-tubulina, a dia
14. De esto se deduce, que el conjunto de factores que secretan las células de Schwann son
suficientes para inducir la diferenciacién neural. La adicidn unica del factor BDNF seria

insuficiente para inducir la diferenciacién a neurona en este entorno artificial.

Por otra parte, es muy probable que las células no puedan producir la matriz extracelular en el
interior de las particulas de alginato o puede que no sean capaces de organizarla bien, por lo
que las células acaban muriendo. Este entorno impide o la secrecion o la organizacidn de la
matriz extracelular por lo que es posible que el proceso de diferenciacion no se desarrolle de

forma normal.
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6.1.3 Migracion
En el grupo de estudio al cual se adiciond BDNF no se observd migracion de las células

hacia el portaobjetos recubierto de laminina. Lo cual pudo haber ocurrido porque la poblacién
de células no era lo suficientemente elevada, ya que una gran parte moririan al intentar

diferenciarse a linaje neural.

En el segundo grupo de estudio, sin factor BDNF, si se observaron células en el portaobjetos,
por lo tanto, si tuvo lugar la migracién celular. Las células que migraron eran células de la glia.
De esto podemos inferir que la poblacién celular se incrementd lo suficientemente como para
dar lugar a liberacion de células, ya que el espacio para crecer estaba limitado por la particula

de alginato.

En el grupo del cocultivo con células de Schwann, es probable que no se observe liberacion
celular, debido a la baja densidad infiriendo que un porcentaje elevado se diferencié a células

neurales en comparacién con los otros grupos, el porcentaje de proliferacion se ve reducido.

6.2 Entorno artificial 2 (EA2): cocultivo 3D-2D de precursores neurales
atrapados en un “scaffold” de PEA con células de Schwann en un film de
PEA.

6.2.1 Viabilidad
Este entorno, permite la viabilidad y prolifereacién de células hasta 7 dias después del

cultivo de los precursores neurales. Esto es coherente de acuerdo con toda la informacién que
esta reportada con respecto a los “scaffolds” de PEA y el cultivo de células. De esto podemos
deducir que el “scaffold” si permite la correcta secrecidon y organizacién de la matriz
extracelular por parte de los precursores neurales, proceso crucial para que las células puedan

sobrevivir, proliferar y diferenciarse, si se dan las condiciones adecuadas.

6.2.2 Diferenciacion
En el ensayo que se realizd sin cocultivo de Schwann, no se observé diferenciacion

neural, a dia 7 evaluado mediante la expresidn de Blll-tubulina, mientras que cuando en el
caso en el que si hay presencia de células de Schwann ocurre la diferenciacidn neuronal. Por lo
tanto, las células de Schwann influyen claramente en el proceso de diferenciacion, tal y como

ya se infiere en el EA1 segln los resultados obtenidos.
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6.3 Factores secretados por las células de Schwann: efectos sobre los 2
entornos artificiales
Segun los resultados obtenidos en el Western Blot que se realizd, se deduce que la

estrategia de cocultivo induce la diferenciacién neural. Ademads, en la gréfica de GFAP,
resultado del EA1, se observa que el grupo de cocultivo es el que menos cantidad de células
gliales presenta, lo cual podria indicar que eso se debe a que los precursores neurales se estan
diferenciando en mayor proporcion a neuronas que a células gliales. Es entonces evidente que
las células de Schwann secretan factores como el NGF (“nerve growth factor”), neurotrofina-3
(NT-3), neurotrofina-4/5 (NY-4/5), CNTF (“neurokines ciliary neurotrophic factor), BDNF, LIF
(“leukemia inhibitory factor”), TGFs-beta y GDNF (“glial cell line-derived neurotrophic factor”)

gue favorecen la diferenciacion a linaje neural de las células precursoras neurales (67)

Resulta, pues, evidente, la existencia de un fenémeno de “cross-talk” muy importante entre las
células de Schwann y los precursores neurales, ya que las sefiales que envian las células de
Schwann son mas variadas y precisas que las que pueden ser inducidas mediante medios de
culitivo y la adicion artificial de factores de diferenciacién. Existe la posibilidad de que, incluso
la concentracidn a la cual son secretados estos factores sea la idénea para inducir el proceso
de diferenciacidon. Cabe destacar que la interaccidn entre células no depende de un solo factor
aislado, sino que constituye un didlogo perfectamente orquestado con abundantes elementos.
Por lo tanto, la diversidad de factores secretados por las células de Schwann en las cantidades
precisas favorecieron la diferenciacién al linaje neural, en el grupo control es probable que se

requirieran tiempos mas largos de evaluacion.

Lo mismo ocurre en el dispositivo de cocultivo disefiado en el segundo entorno artificial, ya
que pese a que los dos linajes celulares no se encuentran en contacto directo, los factores
producidos por las células de Schwann llegan hasta los precursores neurales que estan
anclados en el interior del “scaffold” de PEA. Todos estos resultados ponen de manifiesto la

Ill

importancia del “cross-talk” entre Schwann y los precursores neuronales en el proceso de
diferenciacidn neural. Recientemente se ha descubierto la existencia de una microvesiculas de
membrana circulantes, que actuan como mensajeros de la activacion de células para que

III

realicen funciones determinadas. Puede que en el “cross-talk” no directo que tiene lugar en los
entornos artificiales propuestos en este trabajo, estén involucradas estas “microvesiculas
viajeras”, ya que en ningin momento se produce contacto directo entre los precursores

neurales y las células de Schwann .
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7 CONCLUSIONES

Se consigue encapsular células precursoras neurales en alginato al 0.3%, favoreciendo

la neuroproteccién y preservando su viabilidad hasta 14 dias.

En este primer entorno artificial (EA1), precursores neurales encapsulados en particulas de

alginato, se establecieron 3 condiciones:

BDNF + Precursores Neurales encapsulados en alginato = no es un buen entorno, no
se observa diferenciacidon neural y las células que intentan diferenciarse a neurona
entran en apoptosis. Solo se observa diferenciacién a linaje glial de los precursores

neurales que consiguen sobrevivir.

Medio de diferenciacion sin BDNF + Precursores Neurales encapsulados en alginato >
es un buen entorno para mantener la viabilidad celular y para inducir la diferenciacion

de los precursores neuronales a células de la glia.

Células de Schwann + Medio de diferenciacién sin BDNF + Precursores Neurales
encapsulados en alginato =es un buen entorno para inducir la diferenciacién neural,

que es uno de los objetivos de este trabajo.

Por otra parte, en el segundo entorno artificial (EA2), cocultivo 3D-2D de precursores neurales
atrapados en un “scaffold” de PEA con células de Schwann en un film de PEA, se observa que,
efectivamente, los factores que secretan las células de Schwann tienen un efecto positivo
sobre la diferenciacidn de los precursores neurales hacia el linaje neuronal. Ademas, se
consigue atrapar a los cuerpos neuronales en el interior de los poros del “scaffold”,
consiguiendo observar cdmo se desarrollan las prolongaciones celulares a través de los canales

formados por la interconexién de los poros del material.

8 PERSPECTIVAS DE FUTURO

Una idea futura relacionada con el primer entorno artificial, seria poder implantar las

células en el lugar especifico de la lesién mediante un hidrogel de alginato, evitando de esta

33



Nuevos entornos artificiales para la diferenciacion neural Carmen Andreu Oller

forma la migracion celular a otras zonas, y que, ademas, este hidrogel se pudiera utilizar como

un sistema de liberacidn de células y factores que se podria aplicar en otras situaciones.

También, cabe la posibilidad de poder combinar los dos entornos propuestos en uno solo, de
forma que se introdujeran las particulas de alginato en los poros del scaffold de PEA que se ha

descrito.

La membrana tridimensional de PEA, con un grosor de 50um, obtenida en este estudio puede
emplearse en proyectos de investigacion de cocultivo para ver los efectos de una linea celular
sobre otra linea celular distinta, resultando muy uatil para evaluar el fendmeno de “cross-

talking” que ocurre entre distintos linajes celulares.

Por ultimo, seria interesante observar cdmo afectaria al proceso de diferenciacidon neural el
hecho de encapsular tanto los precursores neurales como las células de Schwann, es decir,

tener el cocultivo encapsulado en alginato.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1

10.1.1 Cultivo de precursores neurales
1. Todo debe realizarse bajo cabina de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Las

células criopreservadas se descongelaron en un bafio a 37°C por un tiempo
aproximado de 2 min, el contenido fue vertido en un tubo cénico de 15ml conteniendo
9ml de medio y se centrifugd a 200g por 2 min.

2. Se elimind el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 5 ml de medio de
cultivo completo (Anexo 2) y vertido en una placa Petri y se afiadieron 5ml mds de
medio.

3. Los precursores neurales crecen en suspension, por lo tanto para inducir adherencia,
es necesario modificar el medio de cultivo y acondicionar el sustrato, para lo cual se
realiza el siguiente procedimiento:

El cultivo se transfirié a un tubo cénico de 15 ml, se centrifugd a 200g por 2 min, se elimind el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 1ml de una enzima para disgregar los
agregados (Acutase, StemPro) que se incubd por 10 min, después se afiadieron 9 ml de medio
y se centrifugé 200g a 5min, el sobrenadante se elimind y el precipitado se resuspendié en 1ml
de medio para cuantificar.

10.2 Anexo 2

10.2.1 Cultivo de células de Schwann
1. Llas células criopreservadas se descongelaron en un bafio a 37°C por un tiempo

aproximado de 5 min, el contenido fue vertido en un tubo cénico de 15ml conteniendo
9ml de medio de células de Schwann y se centrifugd a 200g por 5 min.

2. Se elimind el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 5 ml de medio de
cultivo (Anexo 4) y vertido en un frasco de cultivo y se afiadieron 5ml mas de medio.

3. Para subcultivar las células, se elimind el medio del frasco de cultivo y se lavd
cuidadosamente con 0.1MDPBS dos veces. Posteriormente se afiadieron 3ml de
0.5%tripsina/EDTA, se incubd 3 min a 37°C, transcurrido el tiempo de incubacion, se
afiadieron 6ml de medio de cultivo. La suspension celular se transfirié a un tubo cénico
de 15ml y se centriugd a 200g por 5min, se desechd el sobrenadante y el precipitado
se resuspendid en 1ml de medio para cuantificar.
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10.3 Anexo 3

10.3.1 Medio control

Carmen Andreu Oller

COMPOSICION Ve=250ml
DMEM-F12 1X 207.5ml
Glucosa 30% 5ml
NaHCO; 7.5% 3.75ml
HEPES 1M 1.25ml
L-Glutamina 100X | 2.5ml
Hormone mix 10X | 25ml
Antibiotico P-E 5ml

10.3.2 Hormone mix

VF=250mI
DMEM/F12 1X 170ml
Glucosa 30% 4ml
NaHCO; 7.5% 3ml
HEPES 1M Iml
Apo-t-transferrina 200mg
Insulina Solution 20ml
100mg insulina
4ml HCI 0.1M
36ml H,0 Milli-Q
Putrescina Solution 20ml
38.6mg putrescina
40ml H,0 Milli-Q
Progesterona 2mM 20ul
Sodioselenite 3mM 20ul
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10.3.3 Medio completo de crecimiento

Ve=50ml

MEDIO CONTROL 49.810ul

Heparina 0,2% 100ul
BSA 30% 60ul
FGF 10ng/ml 20ul

(stock 25ug/ml)

EGF 20ng/ml 1oul

(stock 100pug/ml)

10.3.4 Medio de diferenciacion

Ve=50ml
MEDIO CONTROL 49400 pl
Heparina 0,2% 10 pl
FBS 2% 500 pl
BDNF (20ng/ml) 200 pl
FGF 20 ul
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10.4 Anexo 4

10.4.1 Composicion del medio de cultivo de células de Schwann, SCM
SMC consta de 500 ml de medio basal, 25 ml de suero bovino fetal (FBS, Cat.N0.0025),

5 ml de suplemento de crecimiento de células de Schwann (SCGS, Cat.N0.1752) y 5 ml de

solucidn de penicilina / estreptomicina (P / S, Cat.No.0503).

10.5 Anexo 5

10.5.1 Fundamento de la técnica MTS:
Este es un método colorimétrico para evaluar la viabilidad de células en proliferacién o

en ensayos de exposicion a quimicos. El MTS es una es una sal de tetrazolio (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), la cual es reducida en
por las células en un producto de formazan que es soluble en el medio de cultivo, y se analiza
en un lector de placas a una longitud de onda de 490nm. En esta técnica se emplea una sal
metabdlicamente activa que se reduce en la mitocondria, dando lugar a la formacion de
cristales que al diluirse adquieren cierta coloracidon. Estos cristales solo se forman cuando las

células estan metabdlicamente activas, lo cual implica que estén vivas

10.6 Anexo 6

10.6.1 NPER:
Para llevar a cabo la extraccidon de proteinas se utilizd el N-PER, reactivo para la

extraccién de proteinas neuronales. Este reactivo estd optimizado para extraer proteinas y
células neuronales del tejido neuroldgico. Ademas, este reactivo no contiene proteasas ni
inhibidores de fosfatasas. Cuidadosamente se decantd el medio de cultivo de las células, se
cogid un cantidad de precursores neurales equivalente a 200pL, se llevd a cabo un lavado con
PBS++ 1x, para evitar la desintegracion de las esferas, y se afiadieron 200uL del buffer de
extracciéon N-PER por cada muestra. Las esferas se resuspendieron vigorosamente con este
buffer para desintegrar las esferas de alginato y lisar las células. Incubando en hielo durante 5
minutos seguidamente. Las muestras se centrifugan a 12000rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante se pasé a un tubo nuevo para llevar a cabo la cuantificacidn, congelandose a -

80°C hasta su uso.

42



Nuevos entornos artificiales para la diferenciacion neural-ANEXOS Carmen Andreu Oller

10.7 Anexo 7

10.7.1 BCA:
Para realizar la cuantificacién de proteinas se recurrié a la técnica de BCA. Método

colorimétrico para la deteccién y cuantificacion de proteinas, compatible con detergentes
mediante acido bicinconinico (BCA), basado en la reduccién de Cu*® a Cu*, por las proteinas en
medio alcalino (reaccién de biuret), con una alta sensibilidad y selectividad colorimétrica para

*1)  empleando un reactivo que contiene Acido

la deteccién de cationes cuprosos (Cu
bicinconinico. El color morado de la reaccidn se produce por la quelacién de dos moléculas de
BCA con un ion de Cu. Este complejo soluble en agua presenta una absorbancia a 562nm vy
tiene una relacién proporcional con el incremento de la concentracién de proteinas en un
rango que va desde 20-2000ug/mL. Ademas, debido a que la reaccién de coloracién no se
detiene este método no es definitivo. Sin embargo debido a que el proceso es lento, es posible
medir muchas muestras a la vez. Para realizar la curva patrén se prepararon una serie de
diluciones de albumina y se prepard la solucion de trabajo siguiendo las siguientes
proporciones: 25 partes de la solucién MA con 24 partes de la solucién MB, con 1 parte de la
solucion MC (25:24:1, solucion MA:MB:MC). El procedimiento para llevar a cabo la
cuantificacidon fue el siguiente: Se pipetearon 10ul de cada estandar o muestra por cada
pocillo, se afladieron 200ul de la solucién de trabajo a cada pocillo y se agitd la placa durante

30 segundos. Finalmente, se cubrid la placa y se incubd a 37°C durante 30 min, se dejo enfriar

a temperatura ambiente y se midid la absorbancia a 562nm.

Los resultados se leyeron con el equipo lector de placas “VICTOR?, 1420 Multilabel Counter,

Perkin EImer precisely”.

10.8 Anexo 8

10.8.1 Reconstruccion tridimensional del EA2 control, sin células de Schwann
Archivo adjunto video 1.

10.8.2 Reconstruccion tridimensional del EA2 con el cocultivo de células de
Schwann
Archivo adjunto video 2.
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