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Resumen

El zinc desempeia un papel esencial en el organismo. Es un elemento estructural de un gran nimero de
enzimas y factores de transcripcion, capaz de actuar como mensajero secundario y tiene una gran
importancia en el sistema nervioso central, ya que actia como neurotransmisor.

En este trabajo se ha estudiado el efecto de este ion divalente sobre la diferenciacién de precursores
neurales obtenidos a partir de células madre embrionarias de ratdn. Para la obtencion de los precursores
neurales, se han evaluado tres protocolos basados en la suplementacién del medio de cultivo con acido
retinoico. La adicién de una concentracion de 0,5 uM de acido retinoico en el medio durante 8 dias ha
resultado ser el protocolo dptimo. Para testar el efecto del zinc sobre los precursores neurales se ha
comprobado que concentraciones iguales o superiores a 40 uM de Zn* resultan toxicas para este tipo
celular, por lo que se han empleado las concentraciones 10 y 20 uM para evaluar el efecto del ion sobre
la diferenciacion neural. Se ha comprado que no existen diferencias estadisticamente significativas en el
nimero de células GFAP y BllI-tubulina positivas entre la condicién control que contenia Unicamente
medio de diferenciacién neural y dicho medio de diferenciacidon suplementado con 10 uM de Zn*". Sin
embargo, la concentracion 20 uM del ion reduce el nimero de células GFAP positivas, incrementando el
ratio entre células GFAP y Blll-tubulina positivas.

En paralelo al estudio anterior, se han preparado soportes biodegradables basados en acido polilactico
(PLLA) para la liberacién controlada de iones zinc en entornos celulares para aplicaciones de
regeneracion neural. Los soportes se han preparado utilizando la metodologia “solvent casting” a partir
de una emulsién de PLLA disuelto en cloroformo y cloruro de zinc disuelto en agua miliQ. Los films
obtenidos no son homogéneos ya que la emulsion no es totalmente estable. Esto dificulta la predicciéon
del comportamiento del material a la hora de la liberacién, por lo que serd necesario la utilizacion de
técnicas alternativas para su preparacion.
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Cellular environments with bioactive zinc ions and their effect on neural differentiation

Abstract

Zincis essential in the organism. It is a structural element of a large number of enzymes and transcription
factors, it is able to act as a second messenger and plays and important role in the central nervous
system, acting as a neurotransmitter.

In the present work we have studied the effect of this divalent ion on the differentiation of neural
precursors obtained from mice embryonic stem cells. We have tested three protocols to obtain neural
precursors, based on the supplementation of the culture medium with retinoic acid. The addition of 0,5
uM of retinoic acid in the medium during 8 days has proved to be the optimum protocol. To demonstrate
zinc effect on this neural precursors, we have proved that concentrations of 40 uM of Zn 2* or higher are
toxic for this cellular type; thus we have employed concentrations of 10 and 20 uM to evaluate its effect
in neural differentiation. There are no significant statistic differences in the number of GFAP and fllI-
tubulin positive cells between the control condition, which only contains neural differentiation medium,
and medium supplemented with 10 uM of Zn*". Nevertheless, 20 uM of zinc concentration reduces the
number of GFAP positive cells, increasing the ratio between GFAP and fllI-tubulin positive cells.

In parallel with the previous study, we have prepared biodegradable 2D substrates based on poly lactic
acid (PLLA) for the controlled release of zincions. These substrates have been obtained by solvent casting
method, by an emulsion of PLLA/chloroform and ZnCl,/miliQ water. The films obtained are not
homogeneous due to the instability of the emulsion. This phenomenon hinders the prediction of the
materials as a release vehicle. It will be necessary the use of alternative techniques for their preparation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Regeneracion neural

El sistema nervioso central (SNC) tiene una habilidad de regeneracién intrinseca muy restringida
frente al dano y las enfermedades. Algunas de estas enfermedades, como el Parkinson o el Alzheimer
se caracterizan por la pérdida o el dafio neuronal, que lleva a una disfuncién cognitiva, locomotora y
sensorial. Este dafo puede ser debido a la ausencia de factores de crecimiento axonales, factores de
crecimiento locales y proteinas de la matriz extracelular. Ademas, la presencia de inhibidores de los
factores de crecimiento también puede contribuir a esta pérdida (Fitch et al., 2008). Es dificil encontrar
terapias exitosas debido a la complejidad del SNC y al microambiente inhdspito en la lesién y su
entorno, que no lo hace muy apto para el trasplante celular (Tam et al., 2014).

Actualmente se encuentra ampliamente aceptada la existencia de precursores neurales o células
madre neurales (NSCs) que pueden generar nuevas neuronas en multiples areas del sistema nervioso
central de los mamiferos adultos, como el bulbo olfativo, el hipocampo o el area periventricular y el
canal central de la médula espinal (Reynolds y Weiss, 1992). Bajo condiciones normales, las células
precursoras se encuentran silenciadas. En condiciones de estrés o dafo se activan, proliferan y se
diferencian mayoritariamente en astrocitos positivos para el marcaje de proteinas acidas fibrilares
gliales (GFAP) que contribuyen a formar tejido cicatrizal, pero no forman apenas neuronas (Mothe et
al., 2005; Barnabé-Heider F et al., 2010; Gage FH, 2000).

Las terapias celulares tienen como objetivo reemplazar o promover la supervivencia de las células
danadas, por ejemplo, las neuronas, o alterar el microambiente en el que se encuentran éstas para
estimular la regeneracion. Estas terapias incluyen el uso de células madre mesenquimales (MSCs)
(Kode et al., 2009), progenitores neurales (NSCs) (Kokaia et al., 2012), células madre embrionarias
(ESCs) (Lerou and Daley, 2005) y células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) (Willerth, 2011).

Estos tipos celulares pueden ser trasplantados después de una lesion en el sistema nervioso central
para sustituir los tejidos dafiados o muertos en lo que se denominan terapias celulares. Este enfoque
presenta un gran interés, pero presenta diversos problemas. Las células trasplantadas pueden migrar
hacia otras regiones del cerebro no afectadas, por lo que es necesario inmovilizarlas en el lugar del
dafo. Por otro lado, su supervivencia y su actividad se deben mantener hasta que sean capaces de
regenerar el tejido nervioso dafiado. Por ultimo, deben ser capaces de integrarse correctamente en el
tejido donde han sido implantadas (Tam et al., 2014).

Aunque las células exdgenas son inyectadas en el drea danada del sistema nervioso central junto con
soluciones salinas o medio de cultivo, la agregacién celular es casi inevitable, incluso antes de la
inyeccidn. Estos agregados celulares dificultan la actividad celular ya que cuando son introducidos son
reconocidos por el sistema inmune y eliminados. Ademas de la presencia de las células del sistema
inmune, la ausencia de factores de adhesion y de supervivencia dificultan la proliferacién vy
supervivencia de las células inyectadas.

Como método alternativo a las terapias celulares, la liberacion de moléculas bioactivas esta siendo
estudiada como una de las posibles estrategias terapéuticas para promover la regeneracion tisular, lo
gue implica neurogénesis, plasticidad, regeneracidon axonal y neuroproteccién. La principal desventaja
gue presentan este tipo de terapias es debida a la baja permeabilidad de la barrera hematoencefalica
qgue limita la difusion de los farmacos o moléculas bioactivas usando los métodos de liberacion
tradicionales (Pardridge, 2012). Esta baja absorcion hace necesarias altas dosis que permitan alcanzar
concentraciones terapéuticas en el lugar del dafio, lo que puede llevar a una citotoxicidad sistémica.



1.1.1. Biomateriales empleados en regeneracion neural
Las estrategias que combinan terapias celulares y el uso tanto de biomateriales como de moléculas
bioactivas han adquirido especial relevancia en los ultimos afios. Este enfoque terapéutico es capaz
de promover la supervivencia y la integracion celular posteriores al trasplante y ademas permite la
liberacién localizada en el cerebro evitando la barrera hematoencefalica y los efectos secundarios
sistémicos (Orive et al., 2009).

Los biomateriales pueden actuar como una matriz extracelular, actuando como vehiculos de
liberacién de células, proporcionando apoyo para asegurar su retencion y distribucion en el sitio
adecuado (andamios celulares), asi como servir como plataformas de liberacién de moléculas
terapéuticas, como factores de crecimiento, proteinas o incluso iones terapéuticos. Ademas, la
encapsulacién de las células en microesferas puede ayudar a su proteccién frente al sistema inmune
en el caso de células no autdlogas y contra posibles moléculas dafinas que se encuentren en el
microambiente celular.

Generalmente, estos biomateriales requieren cirugia para ser implantados, y segun su grado de
invasion pueden ser clasificados en scaffolds inyectables y scaffolds implantables, segin Gao et al
(2016).

a) Biomateriales inyectables
Los biomateriales inyectables son geles liquidos que una vez inyectados en el entorno fisioldgico
gelifican rapidamente debido a variaciones de temperatura, procesos de intercambio de iones o
excitacion de la luz (Jain et al., 2006; Piantino J et al., 2006). Algunos de ellos son el colageno, la
metilcelulosa o la agarosa.

Presentan diversas ventajas, ya que actlan como un material de soporte igual que un scaffold pero
reduciendo la invasion del tejido al minimo. Sin embargo, sus limitaciones respecto a la velocidad de
formacion del gel y sus pobres caracteristicas mecanicas dificultan su aplicacion (Ho et al., 2006).

b) Scaffolds implantables
Aguellos materiales porosos que necesitan ser preparados antes de su introduccion en el area dafiada
son considerados como scaffolds implantables. Aunque su introduccién en el organismo es mas
compleja que en el caso de los geles inyectables, ya que es necesaria una cirugia mas invasiva para su
implantacion, los diversos métodos de obtencidén de estos andamios celulares han permitido que sus
aplicaciones sean a su vez mucho mas diversas.

Los scaffolds usados para la regeneracion del sistema nervioso central incluyen hidrogeles y scaffolds
esponjosos no inyectables ricos en agua y que poseen multiples poros que permiten la adhesion
celular (Assungao-Silva et al., 2015). También se pueden encontrar scaffolds tubulares que tienen
como objetivo reconstruir la trayectoria del crecimiento axonal y dirigir la regeneracion neural (Li et
al., 2009). Ademas, estan adquiriendo gran importancia los nano-scaffolds, como los nanotubos o las
nanofibras, que simulan la matriz extracelular y las estructuras tubulares como los microtubulos, los
axones o las dendritas. (Orive et al., 2009).

Entre los biomateriales mas utilizados para el disefio de scaffolds implantables se encuentran los
polimeros alifaticos a-hidroxiacidos. Son un tipo de polimeros muy comunmente usados en ingenieria
tisular, ya que fueron los primeros materiales sintéticos biodegradables aprobados por la FDA para su
uso in vitro. Los a-hidroxiacidos mas comunes son el acido poliglicélico (PGA), el acido polilactico (PLA)
y sus copolimeros, acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA).



1.1.2.  Acido polilactico

El acido polilactico (PLA) pertenece a la familia de los a-hidroxiacidos, como ya se ha mencionado
anteriormente. Este polimero se sintetiza a partir de la union de mondémeros de acido lactico, un acido
organico de tres carbonos que presenta dos formas isoméricas dpticamente activas, el acido L-lactico
y el acido D-lactico. La polimerizacion de una mezcla controlada de sus isdmeros D y L permite
modificar su estructura estereoquimica dando lugar a polimeros de elevado peso molecular que van
desde niveles de organizacién amorfos hasta estructuras cristalinas (Garlotta, 2002). El PLA puede
existir en tres formas estereoquimicas: poli (L-lactida) (PLLA), poli (D-lactida) (PDLA) y poli (DL-lactida)
(PDLLA).

En la siguiente tabla se presentan algunas de las caracteristicas de las tres formas estereoquimicas del
PLA:

Tabla 1. Propiedades de las tres formas estereoquimicas del dcido polildctico (Xiao et al., 2012).

Propiedades PDLA PLLA PDLLA

Solubilidad Todos son solubles en disolventes organicos como el
benzeno, el cloroformo o el dioxano. Son insolubles en
etanol, metanol e hidrocarburos alifaticos

Estructura cristalina Cristalino Semicristalino Amorfo

Temperatura de fusién (Tm)/2C 180 180 Variable

Temperatura de transicion vitrea 50-60 55-60 Variable
(Tg)/°C

Temperatura de 200 200 185-200

descomposicion/eC
Vida media a 372C en solucién 4-6 meses 4-6 meses 2-3 meses

salina

Las dos formas mas importantes para sintetizar el acido polilactico son mediante policondensacion
directa o través de polimerizacion por apertura del anillo (ROP) de las lactidas. El modo de
polimerizacién mas cominmente usado es ROP. Se basa en la ciclacion de un monémero de acido
lactico y la eliminacién del agua, lo que produce un dimero ciclico de acido lactico denominado lactida.
Posteriormente las lactidas son convertidas en PLA de alto peso molecular mediante la polimerizacion
por apertura del anillo llevada a cabo por un catalizador. En la figura 1 se indica el esquema del
proceso.

CH, . i e CH,
, L\lemun ring-open polymerization |
2 HO—C—COOH > O—C—CO0O
H “ 0 CH; catalyst H n
Lactic acid Lactide Poly(lactic acid)

Figura 1. Esquema de la polimerizacion mediante apertura del anillo de lactida (Xiao et al., 2012).



Este polimero es un termoplastico biodegradable y biocompatible. Su naturaleza polimérica le aporta
una gran flexibilidad en el disefio de scaffolds, ya que su estructura y composiciéon pueden ser
modificadas para adaptarse a necesidades especificas (Huang et al., 2007).

El PLA se degrada mediante la hidrélisis simple del enlace éster y no requiere la presencia de enzimas
gue catalicen este proceso (Garlotta, 2002). La tasa de degradacidn, que va desde los seis meses hasta
los dos anos, depende del tamafio y la forma del material, del ratio de los isdmeros que lo conforman
y de la temperatura de hidrdlisis (Hartmann y Kaplan, 1998). Sus productos de degradacion no son
toxicos, son facilmente asimilados y excretados por el organismo, caracteristica esencial que deben
tener los polimeros empleados en el area de la ingenieria tisular.

Un papel importante que puede desarrollar este polimero en el campo de la ingenieria tisular es la
liberacién de moléculas bioactivas. Muchos tipos de particulas se han probado como vehiculos de
liberacién para aplicaciones biomédicas, entre ellas destacan los liposomas, las nanoparticulas sélidas
lipidicas y los poliésteres biodegradables como el PLA o el PLGA (Torchilin, 2006). Debido a su
excelente biocompatibilidad, biodegradacion, sus propiedades mecdnicas y su solubilidad en
disolventes orgdnicos, el PLA ha demostrado un gran potencial como herramienta de liberacion en
forma de microcapsulas, microparticulas o nanoparticulas. Estas dos ultimas estan siendo
ampliamente investigadas para la liberacidn controlada de farmacos, péptidos/proteinas e incluso
RNA/DNA, debido a su pequefio tamafio que las hace permeables a las barreras bioldgicas, como la
barrera hematoencefdlica (Roney et al., 2005).

A pesar de que el uso de PLA para la liberacién de iones no es tan comuin como su uso para la liberacion
de proteinas, se han realizado algunos ensayos. Fortunati et al. (2011) estudiaron la liberacion de iones
de plata, debido a su efecto antibacteriano, en un copolimero de acido polilactico/poliglicdlico (PLGA).
Asimismo, se han desarrollado scaffolds basados en composites PLA-vidrios bioactivos, donde se ha
observado que la liberacién de iones del vidrio bioactivo (Si, Ca, Py Zn, dependiendo de la composicion
del vidrio bioactivo) promueve la expresion de distintos genes en células osteoblasticas, estimula la
angiogénesis in vitro e in vivo o presenta efectos antiinflamatorios (Hoppe et al., 2011).

1.2. El Papel del zinc en el organismo

1.2.1.  El zinc como mensajero secundario
El zinc es un oligoelemento esencial en gran parte de los sistemas biolégicos (Bettger y O’Dell, 1981;
Golden, 1989). Tiene un papel estructural, regulador y catalitico en la biologia celular (Bettger y O’Dell,
1981). Es un ion pequefio (0,65 A) y se une preferentemente al nitrégeno y al azufre, pero intercambia
ligandos facilmente debido a su baja energia de estabilizacién de campos de ligandos (Williams, 1989).
Debido a ello, es facilmente intercambiable entre los distintos compartimentos celulares.

Entre un 30 y 40% del zinc celular se encuentra en el nucleo, el 50% esta presente en el citosol y en
los orgdnulos citosdlicos, especialmente el reticulo endoplasmatico, y el resto asociado con las
membranas celulares (Vallee and Falchuk, 1993). La mayoria de este zinc se encuentra asociado a
proteinas o unido a aniones, por lo que el nivel de zinc libre intracelular es muy bajo. Algunos autores
han estimado, mediante las constantes de inhibicién enzimaticas, que la inhibicion de los enzimas
cruciales mediante zinc comienza a ser significativa con Zn>* alrededor de 10® M, por lo tanto su
concentracién se encuentra en este orden de magnitud (Maret et al., 1999).

A nivel molecular este elemento es un constituyente estructural de un gran niumero de proteinas,
incluyendo enzimas que pertenecen a vias de sefalizacion y factores de transcripcion. Este ion es
esencial para la actividad de mas de 300 enzimas (Vallee y Auld, 1993; Prasad, 1995) y mas de 2000
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factores de transcripcién implicados en la regulacion génica, que necesitan la presencia del zinc para
mantener su integridad estructural y unirse al DNA (Brown et al., 2005). Diversos motivos de unién
del DNA a proteinas han sido identificados y caracterizados como dedos y clusters de zinc (Vallee et
al., 1991). Su importancia se ve reflejada en el gran nimero de genes que codifican para motivos de
union al zinc, alrededor de un diez por ciento de su totalidad (Andreini et al., 2006).

Su importante papel en el crecimiento y la proliferacion celular fue descubierto mediante
experimentos que ponian de manifiesto el retraso del crecimiento causado por una deficiencia de zinc
en todos los organismos investigados (Vallee and Falchuk, 1993). El crecimiento y la diferenciacion
celular eucariota se induce generalmente mediante hormonas o factores de crecimiento que
desencadenan cascadas de sefializacién intracelulares. Esto incluye receptores hormonales,
mensajeros secundarios intracelulares, cascadas de kinasas, fosfatasas y factores de transcripcion
unidos a promotores de genes especificos. El zinc esta involucrado en todos los niveles del proceso de
sefializacién celular, ya sea como un elemento estructural, como un factor regulador o en ambos
casos. Por lo tanto, el zinc es un elemento esencial para el funcionamiento de las vias de sefalizacion
en células eucariotas.

Actualmente se conoce un numero limitado de mensajeros secundarios, entre los cuales se
encuentran Ca®*, cAMP, 6xido nitrico (NO) o las kinasas. Sin embargo, diversos autores hipotetizan
gue el zinc puede actuar como las moléculas mencionadas, es decir, como un mensajero secundario
(Yamasaki et al., 2007). Su gran importancia celular hace indispensable una correcta regulacién de su
concentracién mediante transportadores de Zn y moléculas de unién al zinc.

El zinc es incapaz de difundir a través de las membranas, por lo que existen dos familias de
transportadores de zinc que realizan esta funcion. La familia ZnT (SLC30A) que se encarga del eflujo
de iones zinc (Palmiter y Huang, 2003) y los transportados que permiten el influjo o entrada de zinc,
la familia ZIP (SLC39A). Existen nueve proteinas ZIP localizadas en humanos, la mayoria de las cuales
han sido localizadas en la membrana plasmatica y transportan el zinc al interior de las células (Taylor
y Nicholson, 2003). Sin embargo, Taylor et al., (2004) han demostrado que uno de los miembros de
esta familia, ZIP7, se encuentra en el reticulo endoplasmatico (RE) y es capaz de transportar zinc desde
los compartimentos intracelulares hacia el citoplasma.

En humanos, el transportador ZIP7 es esencial para la liberacion de zinc desde el reticulo
endoplasmatico, un proceso que resulta en la activacion de rutas de sefializacidon aguas abajo que
promueven la proliferacion celular (Taylor K.M., 2008). La activacion de estas vias de sefializacidon
puede ocurrir a través de la inhibicién de las fosfatasas (Haase y Maret, 2005) que previenen la
desactivacién de las tirosin-kinasas fosforiladas. El papel de este transportador como barrera para la
liberacién del zinc desde el RE nos lleva a pensar en su papel esencial en las rutas de sefializacién.

El mismo grupo que describié en 2004 la localizacion de ZIP7, Taylor et al., descubrié en 2012 que la
exposicion de las células a estimulos exdgenos, como el zinc extracelular, daba lugar a una liberacion
dependiente de zinc desde el RE mediante ZIP7. Como se observa en el esquema de la figura 2, esta
liberacién depende de la fosforilacidn de los residuos de serina del transportador mediante la proteina
casein-kinasa 2 (CK2). La fosforilacion del transportador permite la salida de zinc al citoplasma,
activando diversas vias de sefializacién que promueven la proliferacién y la migracion celular.
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Figura 2. Esquema de la relacion entre el aporte externo de zinc y la fosforilacion del transportador
ZIP7 mediante CK2, que induce la liberacion de zinc desde el reticulo endoplasmdtico (Taylor et al.,

2012).

Por otro lado, la cascada de sefializacién STAT3-ZIP6 estd involucrada en la transicién epitelio-
mesenquimal (EMT) en pez cebra y es necesaria para la transduccidn al nucleo de Snail, un factor de
transcripcion que contiene dedos de zinc y que es capaz de inhibir la accion de la E-cadherina.
(Yamashita et al., 2004). Ademas, la localizacién nuclear de Snail depende tanto de los dominios
formados por dedos de zinc como del transportador de zinc ZIP6, lo cual sugiere que éste puede actuar
como una molécula sefializadora intracelular, como se observa en el esquema de la figura 3.
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Figura 3. Esquema de la transduccion al nucleo del factor de transcripcion Snail mediante la activacion
de la cascada de sefializacion STAT3-ZIP6, que permite la entrada de zinc al interior celular (Murakami

y Hirano, 2008).



La estimulaciéon extracelular de los mastocitos produce un aumento en la concentracién de zinc
intracelular libre pocos minutos después del estimulo. Este fenédmeno fue denominado por Yamasaki
et al., (2007) como “Ola de zinc”. Este fendmeno se basa en un liberacién controlada de zinc desde el
reticulo endoplasmatico, posiblemente mediante el transportador ZIP7 descrito por Taylor et al.,
(2004), y el 4rea circundante en respuesta a la estimulacion del receptor FceR1. En los mastocitos esta
ola de zinc es dependiente de la entrada de calcio y de la activacion de las MAP kinasas. En la figura 4
se puede observar un esquema que representa el proceso.

Debido a que se ha demostrado que el zinc extracelular no contribuye al fendmeno generado por la
ola de zinc liberada desde el reticulo y que esta liberacién se da algunos minutos después de la
estimulacién del receptor, se puede afirmar que el ion actia como un mensajero secundario en estas
condiciones. Las razones que lo justifican son las siguientes:

— Los estimulos extracelulares, como el cross-link del receptor FceR1, inducen la liberacién de
la ola de zinc.

— Un compartimento intracelular, posiblemente el reticulo endoplasmatico, sirve como
fuente de zinc.

— El zinc libre a niveles similares a los observados en la ola de zinc puede afectar a moléculas
sefializadoras intracelulares, como la tirosina fosfatasa, y por tanto modular en ultima
instancia la sefial desencadenada por los estimulos extracelulares.
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Figura 4. Esquema que muestra la estimulacion del receptor FceR1, que produce la liberacion de la
ola de zinc dependiente de Ca 2+ y MAP kinasas. Esta ola de zinc inhibe la accion de la tirosina
fosfatasa, lo cual produce la activacion de las MAp kinasas y la expresion de ciertas citocinas
(Murakami y Hirano, 2008).

Existe una diferencia importante entre la ola de zinc en los mastocitos y la que se ha comentado
previamente implicada en EMT en pez cebra. En el caso de la ola de zinc, su efecto es visible algunos
minutos después del estimulo, mientras que en pez cebra la liberacién del zinc esta ligada a la
regulacién transcripcional de los transportadores de zinc y se detecta, por lo tanto, diversas horas
después de la estimulacién. Estas observaciones indican que la sefializacidon del zinc presenta dos
vertientes, una temprana, directamente inducida por estimulos extracelulares y otra tardia,
dependiente de la regulacién transcripcional de la expresion de los transportadores.
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1.2.2.  El zinc como neurotransmisor

La importancia de este ion en el sistema nervioso central es considerable. El zinc es capaz de modular
los receptores GABBA y NMDA en células del cerebro de los mamiferos (Cuajungco y Lees; 1997), por
lo que existe una evidencia directa de su funcidon sefalizadora. Es capaz de actuar como
neurotransmisor (Colvin et al.,2003). En las neuronas, los estimulos exociticos inducen la liberacién
del zinc a los alrededores y su entrada al citoplasma a través de canales especificos en las células
vecinas. Durante la sinapsis, el zinc viaja a las células adyacentes, como neuronas post-sinapticas y
células de la glia y funciona como un modulador de la sefializacién célula-célula (Xie y Smart, 1994).

El zinc presente en las vesiculas sindpticas fue identificado hace mas de cincuenta afos mediante
tinciones histoquimicas capaces de detectar Unicamente el zinc intercambiable. Se encuentra
presente principalmente en las fibras musgosas que se proyectan desde las células granulares del giro
dentado hasta la region CA3 del hipocampo (Maske H., 1955).

Se han atribuido diversas funciones a este zinc sindptico al largo de los afios, pero la hipdtesis mas
robusta es la que considera este ion como un neurotransmisor. Esto implica que, la liberacion de zinc
desde la terminacién presinaptica conlleva una entrada del mismo en el soma y las dendritas de las
neuronas postsinapticas mediante canales permeables al zinc. El Zn?* se translocara desde el interior
de la neurona presindptica al interior de la neurona postsinaptica, como se puede observar en la figura
5.

<\ ‘ J 1 = Glutamate ll[l
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Figura 5. Transporte del zinc sindptico. Las vesiculas que contienen el transportador de zinc ZnT3 se
ensamblan en el aparto de Golgi de las neuronas glutamaérgicas (1) y transportadas a través del axon
(2). Cuando se encuentran la terminacion presindptica, las vesiculas contienen zinc y glutamato.
Mediante exocitosis dependiente de calcio se liberan tanto el zinc como el glutamato (4). El zinc modula
algunos canales, transportadores y receptores, tanto localmente como después de difundir unas
cuantas micras, en neuronas y células gliales (6-10). Todos los canales de calcio presentan cierta
permeabilidad al zinc (5 y 9). El zinc es retenido por el complejo de metelotioneinas (11). La oxidacion
y la nitrosilacién de los tioles presentes en las metalotioneinas libera el Zn**(12) (Frederickson et al.,
2005).



Debido a que tanto el glutamato como la despolarizacién de la membrana abren los canales
permeables al zinc (Atar el al, 1995), la maxima translocacién del mismo entre los diversos
compartimentos se producird durante los momentos de actividad neuronal intensa. También existen
indicios de intercambios de cantidades menores de zinc durante la sefializacién sindptica fisioldgica,
desencadenando posteriores cascadas de sefializacién en la neurona postsinaptica (Li et al., 2001).

Ademas del zinc liberado desde terminaciones presinapticas en la hendidura sindptica, existe un pool
de zinc en el soma de la neurona. Una de las fuentes de este zinc son las metalotioneinas, proteinas
pequeiias de alrededor de unos 3000 Da que presentan abundantes residuos de cisteinas que les
permiten unirse a metales (Valle, 1995). Las tioneinas pueden aceptar hasta 7 atomos de zinc
formando clusters a través de 20 residuos de cisteina (Maret and Vallee, 1998). Los procesos de
oxidacién o nitrosilacion de estos residuos en el cluster de zinc dan lugar a una liberacion del ion
(Maret, 2000), por lo que estas proteinas pueden actuar como donadores de zinc a otras proteinas de
union al mismo. La presencia de 6xido nitrico puede movilizar este zinc asociado a las metalotioneinas
y hacer que aumente la concentracién del ion en el soma neuronal, produciéndose un flujo de Zn**
desde el citoplasma hacia el espacio extracelular.



2. OBIJETIVOS

El zinc es el segundo oligoelemento mas abundante en el organismo, después del hierro, y presenta
un gran numero de funciones, entre las cuales destaca su papel como mensajero secundario.
Asimismo, desempenfia un rol esencial en el sistema nervioso.

El presente proyecto se basa en la hipdtesis de que entornos celulares con concentraciones no
citotoxicas de zinc liberadas de forma controlada pueden tener un efecto positivo sobre la
diferenciacién de precursores neurales hacia ciertos tipos celulares como son las neuronas. Para
evaluar dicha hipdtesis se pretende:

* Optimizar el proceso de diferenciacion de células madre embrionarias de ratdn a precursores
neurales mediante el empleo de acido retinoico en un cultivo en suspension.

* Determinar las concentraciones citotdxicas de zinc sobre los precursores neurales obtenidos
mediante diferenciacion de células madre embrionarias de ratén.

* Evaluar el efecto de las concentraciones no citotdxicas sobre la diferenciacion neural como
estrategia para la regeneracion del tejido nervioso.

Por otro lado, con objeto de crear entornos basados en biomateriales que proporcionen soporte
estructural a las células con la capacidad de liberar controladamente iones zinc, se preparardn
soportes biodegradables de acido poli-L-lactico (PLLA) cargados con iones zinc a partir de sales de
ZnCl,. Estos materiales pretenden ser una primera aproximacion hacia un vehiculo de liberacidon
controlada que puede ser empleado en terapias de regeneracion neural, en las que la diferenciacion
de los precursores hacia neuronas es vital para suplir la baja tasa de diferenciacion hacia este tipo
celular que se produce en las lesiones neurales.

10



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. CULTIVOS CELULARES

3.1.1. Obtencion de precursores neurales mediante cuerpos embrioides

Para la obtencidn de cuerpos embrioides se partid de células madre embrionarias de ratén (ES-D3,
ATCC® CRL-1934 ™). Se cultivaron en adhesion en un frasco de cultivo de 25 cm?, al que previamente
se le habia realizado un recubrimiento (coating) con gelatina (Gelatin from porcine skin, Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa) al 0,1% w/v, con medio K.DMEM (consultar la composicién de los medios en el anexo
1) . Pasadas 24 horas de cultivo, a 372C con un 5% de CO,, se disgregaron las células adheridas al fondo
del frasco incubando con 1 mL de tripsina-EDTA (Invitrogen, Paisley, Escocia) durante 5 minutos a 37
oC. Se sembraron en suspension en una placa de cultivo de 6 pocillos no adherente a una densidad de
400.000 células/mL en 2 mL de medio E.DMEM (Anexo 1) por pocillo. Estas células sembradas forman
agregados denominados cuerpos embrioides que se mantienen en suspension y no deben adherirse
al fondo de la placa.

Segun diversos autores, la agregacion de células madre embrionarias de ratén para formar cuerpos
embrioides combinada con la exposicidn al acido retinoico incrementa la eficiencia de diferenciacion
de dichas células hacia el fenotipo neural (Brain et al.,, 1995; Stribing et al.,, 1995). La simple
agregacion en presencia de suero favorece la diferenciacion hacia tipos celulares no neurales,
incluyendo células cardiacas (Brain et al., 1996), mientras que la adicion de concentraciones desde 0,5
a 1 uM suprime la diferenciacidon de células no neurales y resulta en una elevada proporcion de
precursores neurales (Brain et al., 1995).

Se emplearon dos protocolos distintos para llevar a cabo la diferenciacién de los cuerpos embrioides
a precursores neurales. El primero basado en el protocolo de Bibel et al. (2004) en el que se empleaba
una concentracion de acido retinoico de 5 uM durante 8 dias. En este caso se modificé dicha
concentracién por 0,5 uM, debido al elevado grado de diferenciacién que presentaban las células
obtenidas en el trabajo de Bibel et al., (2004) a las pocas horas de su siembra en adhesion. Las células
sembradas eran positivas para el marcaje con beta-Ill tubulina, un marcador temprano de neuronas,
a las dos horas del inicio del cultivo. Por otro lado, se empled el protocolo de Kim et al., (2009) en el
que el tiempo de cultivo era de 12 dias en un medio de cultivo libre en suero y una concentracion de
acido retinoico de 0,5 uM.

a) Diferenciacion en medio E.DMEM + 0,5 uM de acido retinoico

Para la obtencidn de precursores neurales se empled medio E.DMEM (Anexo 1), 2 mL por pocillo de
la placa de cultivo de 6 pocillos, pero se modificd la concentracion de Knockout Serum replacement
(Life technology, Paisley, Escocia) a un 5% v/v y Suero Fetal Bovino (Biowest, Nuaillé, Francia) al 0,5%
v/v; ademas se afiadié una concentracion de 0,5 uM de acido retinoico (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia).

Desde el momento en el que se realizé este cambio de medio, las células se mantuvieron en cultivo
durante 8 dias. Se realizaron cambios de medio cada 2 dias. Para ello se dejaron precipitar las células
en el fondo de un tubo de centrifuga de 15 mL y se elimind el sobrenadante. Se resuspendio el pellet
en medio fresco, 2 mL por cada pocillo de la placa p6.
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b) Diferenciacién en medio SFD

Siguiendo el protocolo de Kim et al. (2009) se cultivaron los cuerpos embrioides durante 12 dias. Los
cuatro primeros dias de cultivo se mantuvieron en medio de diferenciacion libre de suero (SFD, Anexo
1), transcurrido este tiempo se suplementd el medio SFD con 0,5 uM de acido retinoico. Por ultimo,
los ultimos cuatro dias del cultivo se elimind el acido retinoico y se empled unicamente el medio SFD.

3.1.2. Inmunocitoquimica de cuerpos embrioides en suspension
Una parte de los cuerpos embrioides diferenciados a precursores neurales que se obtuvieron
mediante el empleo del protocolo a) se fijo con formaldehido (Panreac, Barcelona, Espafia) al 4% para
realizar una inmunocitoquimica que permitiese evaluar la diferenciacién. Para ello se emplearon dos
anticuerpos contra marcadores de precursores neurales, mouse monoclonal to Nestin (Abcam ab
22035) y mouse monoclonal to NeuN (Abcam ab 104224). Como control se emplearon precursores
neurales de rata procedentes de un cultivo primario.

Posteriormente a su fijacion se permeabilizd6 con DPBS-Triton X-100 al 0,3% v/v (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez permeabilizado, se bloqued
durante una hora a temperatura ambiente con tampdn de bloqueo (DPBS con BSA 1% w/v (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia), 5% v/v de suero de caballo inactivado (Life technology, Paisley, Escocia) y
Triton X-100 al 0,1% v/v). Tras el bloqueo se incubd overnight a 4 2C con los anticuerpos primarios
mouse monoclonal to Nestin (Abcam ab 22035) a una dilucién 1:100, y mouse monoclonal to NeuN
(Abcam ab 104224) a una dilucién 1:300, ambos en tampdn de bloqueo. A continuacién, se lavé el
anticuerpo primario DPBS-Triton X-100 0,1% v/v y se incubd con el anticuerpo secundario, Alexa Fluor
488 goat anti-mouse (Invitrogen A11029) a una dilucion 1:500 en tampdn de bloqueo durante una
hora a temperatura ambiente. En la tabla 2 quedan recogidos los anticuerpos usados y sus diluciones.

Tras una hora se lavé de nuevo con DPBS-Triton X-100 0,1% v/v y se incubd con Hoechst (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) a una dilucién 1:7500 en DPBS-Triton X-100 0, 1% v/v durante 20 minutos a
temperatura ambiente.

Tabla 2. Anticuerpos y diluciones empleados en la inmunocitoquimica de los cuerpos embrioides en
suspension.

Anticuerpo primario Dilucién Anticuerpo Dilucién
secundario
Mouse monoclonal 1:100
to neuN Alexa Fluor 488 1:500
Mouse monoclonal 1:300
to nestin

Una vez transcurridos los 20 minutos de incubacién con Hoechst, se realizé un lavado con DPBS-Triton
X-100 0, 1% v/v y las células se resuspendieron en glicerol (Prolabo (VWR), Barcelona, Espafia) al 84%
v/v. Se deposité una gota de 30 ul sobre un portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos de 12 mm
de diametro.

Al tratarse de una inmunocitoquimica de células en suspension es necesario centrifugar en cada paso
a 1000 rpm durante 2 minutos.

Las muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i) y se realizaron
capturas de las imagenes a 10X y 20X que fueron analizadas con el software de imagen FIJI.
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3.1.3. Siembra de precursores neurales en adhesion
Tras 8 dias de cultivo se procedié a sembrar los cuerpos embrioides diferenciados mediante el
protocolo a) (Diferenciacion en medio E.DMEM + 0,5 uM de acido retinoico) en adhesiéon en una
placa de cultivo de 96 pocillos, para permitir la diferenciacion de estos precursores hacia los distintos
tipos celulares, como neurona vy glia.

En este punto los cuerpos embrioides se denominan esferoides o neursphere-like bodies (NLB), puesto
gue ya han sido diferenciados. La denominacién cuerpos embriodes se emplea cuando los agregados
estan formados por células madre embrionarias.

Se realizé una disgregacion mecanica de los esferoides para llevar a cabo el cultivo celular. Para ello
se recogieron los agregados celulares de los pocillos de la placa y se dejaron sedimentar en un tubo
de centrifuga de 15 mL. Se retird parte del sobrenadante, dejando 1 mL de medio en el tubo. La
disgregacion se realizé manualmente mediante una micropipeta de 100 uL. Se hicieron pasar los
esferoides a través de la punta de la micropipeta 50 veces, con suavidad y evitando la formacién de
burbujas. Si después de realizar este proceso todavia se observan a simple vista los agregados
celulares es necesario pasarlos a través de una jeringa de 10 mL con una aguja de 0,5 mm de diametro
interno acoplada a la punta. Se pasaron 10 veces los agregados a través de la aguja. No es aconsejable
realizar este proceso mds veces, ya que es muy agresivo con las células.

Para mejorar la adhesién de los precursores neurales, se realizé un recubrimiento del fondo del pocillo
con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaia), seguido de un segundo recubrimiento con laminina
(Invitrogen, Bleiswjik, Paises Bajos) sobre una placa de cultivo de 96 pocillos. El primer coating de poli-
D-lisina se realiz6 con una concentracién de 20 ug/mL durante dos horas a 37 2C; transcurrido este
tiempo se retird y se anadié un coating de laminina a 0,5 ptg/cm2 minimo media hora a temperatura
ambiente (Bibel et al., 2004).

Una vez disgregados los esferoides y con los recubrimientos hechos sobre las placas de cultivo, los
precursores neurales se sembraron a una densidad celular de 10.000 células/cm® en medio de
diferenciacién neural, con 100 uL de medio por pocillo (la composicién de los medios se encuentra
detallada en el anexo 1).

Se sembraron tres placas de cultivo de 96 pocillos con el objetivo de estudiar el efecto citotéxico del
zinc a 1, 3 y 7 dias del inicio del cultivo. Se emplearon 5 concentraciones diferentes sobre los
precursores neurales sembrados en adhesion. Las concentraciones con las que se suplementé el
medio de diferenciacidn fueron 5, 10, 20, 40 y 60 uM de ZnCl; (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia); como
control se empled el medio de diferenciacidn sin zinc. Se sembraron tres réplicas por condicion en
todas las placas. Las células sembradas en adhesion se mantuvieron durante un dia en medio de
diferenciacién neural (sin adicion de Zn), y transcurrido este tiempo se realizé un cambio de medio.
Se empleé medio de diferenciacidon neural suplementado con las concentraciones indicadas de zinc.
Se considera el inicio del cultivo cuando se afiade el medio suplementado con zinc.

Una vez determinadas las concentraciones citotoxicas del ion (ensayo descrito en el punto 3.1.4.), se
sembro otra placa para determinar la el grado de diferenciacion de estos precursores. Se emplearon
dos concentraciones en este caso, 10 y 20 uM, ya que para concentraciones mayores, el ZnCl,
demostrd una alta citotoxicidad. Del mismo modo que en la determinacién de las concentraciones
citotdxicas, se mantuvieron las células 24 h en medio de diferenciacion sin zinc, pasado este tiempo
se cambid de medio y anadieron las concentraciones indicadas. La duracion del cultivo fue de 8 dias,
desde el momento en el que se afiadio el zinc, y se realizaron cambios de medio cada 2 dias, afladiendo
medio de diferenciacién neural suplementado con zinc en cada uno de los cambios.
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3.1.4. Ensayo de citotoxicidad
Para determinar el efecto citotdxico del zinc sobre los precursores neurales sembrados en adhesion
se emplearon 5 concentraciones del mismo ademads de una condicién control que solo contenia el
medio de diferenciacidn.

Para determinar este efecto citotdxico se realizd un ensayo de Live-Dead mediante el kit Live/Dead®
Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells (Invitrogen, Bleiswijk, Paises Bajos). Se emplearon dos
reactivos, la Calceina AM que es escindida por las esterasas de las células metabdlicamente activas y,
por tanto, vivas haciendo que adquieran una coloracion verde cuando son observadas en el
microscopio de fluorescencia. Y por otro lado, el Bromuro de Etidio, que solo penetra en las células
muertas que presentan la membrana plasmatica dafiada adquiriendo el nicleo una coloracién roja
cuando es excitado.

Se sembrd una condicién mas, empleada como control positivo de muerte, en el que todas las células
debian estar muertas para poder comprobar que todas aparecian marcadas de rojo y no existia
ninguna marcada de verde, ya que no eran metabdlicamente activas y las esterasas celulares eran
incapaces de escindir la Calceina AM que da lugar a este marcaje. Las células del control positivo de
muerte se incubaron durante 10 minutos a 37 2C en medio de diferenciacién neural suplementado
con tritdn X-100 en DPBS al 0,5% v/v para producir su muerte. Después de lavar todos los pocillos con
DPBS se incubd a 372C con DPBS suplementado con Calceina-AM (dilucién 1:4000) y Bromuro de Etidio
(dilucion 1:1000) durante media hora.

Las muestras se observaron al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i). Se tomaron 4
imagenes por cada una de las 3 réplicas biolégicas de cada condicidn. Las imagenes fueron analizadas
mediante el software de imagen FlJI.

Para determinar la supervivencia celular, en el software de analisis de imagen se ajusté un umbral de
intensidad sobre las imagenes, tanto de las células vivas como de las células muertas. Se contabilizaron
Unicamente las células que estaban marcadas por encima de este umbral mediante una herramienta
gue presenta el programa para contabilizar particulas; para ello se debe ajustar un nimero de pixeles
minimo a partir del cual el software detecta una particula, segun las dimensiones de nuestras células.
En el caso de que algunas células aparezcan unidas se puede aplicar un algoritmo que las separa, para
evitar que se contabilice una en lugar de dos.

Una vez contabilizadas las particulas tanto para el marcaje con Calceina AM como para el bromuro de
etidio se calculé la supervivencia celular como:

. . nede células vivas »
% Supervivencia celular = - : - x 100 (ecuacién 1)
n2de células vivas+n? de células muertas

Se obtuvo una media de la cuantificacién de las imagenes de cada condicion. A partir de los resultados
obtenidos, se realizé un andlisis estadistico de la varianza mediante el test de comparacion multiple
de Dunn, para deteminar si existian diferencias estadisticamente significativas. Se empled este test ya
gue la poblacion no seguia una distribucién normal, por lo que el analisis de la varianza debia ser no
paramétrico.
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3.1.5. Inmunocitoquimica precursores neurales sembrados en adhesion
Transcurridos 8 dias de cultivo, desde el primer cambio de medio con medio de diferenciacion
suplementado con zing, se fijaron las células con formaldehido al 4% con objeto de realizar una
inmunocitoquimica que permitiera analizar los tipos celulares hacia los cuales se habian diferenciado
los precursores neurales en presencia del zinc, y cual era el porcentaje de los mismos.

Una vez fijadas las células se empled el mismo protocolo que en la inmunocitoquimica de los
esferoides en suspensiéon (3.1.3), tanto para la permeabilizacién como para el bloqueo. Una vez
bloqueado se incubd con los anticuerpos primarios:

— chicken policlonal to GFAP (Abcam ab7260) diluciéon 1:1000. Anticuerpo contra proteina
acida fibrilar glial, empleado para detectar células de la glia.

— mouse monoclonal to BllI-tubulin (Abcam ab7751) dilucién 1:2000. Anticuerpo contra un
microtlbulo presente en neuronas tempranas, expresado casi exclusivamente en este
tipo celular que permite diferenciar entre células gliales y neuronas.

— mouse monoclonal to Nestin (Abcam, ab22035) dilucion 1:300. Anticuerpo contra
nestina, proteina involucrada en el crecimiento de los axones por lo que se emplea como
marcador de precursores neurales.

A continuacidn, se lavé el anticuerpo primario DPBS-Triton X-100 0,1% y se incubd con los anticuerpos
secundarios, Alexa Fluor 555 goat anti-chicken (Invitrogen A21437) y Alexa Fluor 647 goat anti-mouse
(Invitrogen A21236) ambos a una dilucidn 1:500 en tampdn de bloqueo durante una hora temperatura
ambiente. En la tabla 3 quedan recogidos los anticuerpos empleados y sus diluciones.

Tabla 3. Anticuerpos y diluciones empleados en la inmunocitoquimica de los precursores neurales
sembrados en adhesion.

Anticuerpo primario Dilucién Anticuerpo secundario Dilucién
Chicken policlonal to GFAP 1:1000 Alexa Fluor 555 1:500
Mouse monoclonal to BllII- 1:2000

tubulin
Mouse monoclonal to 1:300 Alexa Fluor 647 1:500
nestin

Tras una hora se lavé de nuevo con DPBS-Triton X-100 0,1% y se incubd con Hoechst a una dilucién
1:7500 en DPBS-Triton X-100 0,1% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez
transcurridos los 20 minutos de incubacion con Hoechst, se realizé un lavado con DPBS-Triton X-100
0,1% y se afiadieron 40 ul de glicerol a los pocillos, pudiendo observar las células directamente en la
placa con el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i). Se realizaron 3 capturas por cada una
de las 3 réplicas bioldgicas de cada condicidn, que fueron analizadas con el software de imagen FlJI.

Se empled la misma metodologia que para la cuantificacién de las imagenes del ensayo de
citotoxicidad (3.1.3), pero en este caso la morfologia que presentaban las células con el marcaje de
blll-tubulina no permitié emplear el algoritmo para separarlas. Por ello se realizé el mismo proceso,
pero para analizar las particulas se tuvo en cuenta el area del marcaje y de los nucleos, en lugar del
numero de células.

Area del marcaje

Intensidad de marcaje relativo al n® de niucleos = (ecuacion 2)

Area de los nicleos
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Se empled la misma ecuacidn para el marcaje con Blll-tubulina, GFAP y con nestina.

Se obtuvo una media de la cuantificacion de las imagenes de cada condicion. Con los resultados
obtenidos se realizé un andlisis estadistico de la varianza mediante el test de comparacién multiple de
Dunn, para determinar si las diferencias observadas eran estadisticamente significativas. Se empleé
este test ya que la poblacidon no seguia una distribucion normal, por lo que el analisis de la varianza
debia ser no paramétrico.

Debido a la presencia de células con una morfologia diversa y de gran tamafio en el cultivo, se decidié
realizar una inmunocitoquimica con el mismo protocolo previamente mencionado (3.1.5) con el
marcador S100p, utilizado para la deteccién de astrocitos, ya que se trata de una proteina que se
encuentra en grandes cantidades en este tipo celular (Gongalves et al., 2007).

Se empled el anticuerpo primario Anti-S-100 antibody produced in rabbit (s2644 Sigma-Aldrich) a una
dilucién 1:100 en tampdn de bloqueo. Solo se realizd la inmunocitoquimica sobre la condicién control
(medio de diferenciacién neural sin zinc) puesto que se queria comprobar si este marcador era
adecuado para la deteccién de astrocitos. Se empled el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 goat
anti-rabbit (Invitrogen A11008) a una dilucién 1:500 en tampdn de bloqueo.

Las muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 80i) y se realizaron
capturas de las imagenes a 10X.

3.2. SINTESIS DE LOS FILMS

3.2.1. Disolucién de PLLA/Cloroformo

Se prepard una disolucién de PLLA (INGEO 4042D, Natureworks, Minnetonka, EEUU) en cloroformo
(Scharlab, Barcelona, Espafia) al 6% w/v. Se pesaron 21 g de PLLA en la balanza analitica electrdnica
(Mettler Toledo AX205) y se introdujeron en una botella de vidrio, afiadiendo a continuacién 350 mL
de cloroformo. Se colocaron en el agitador magnético durante 24 horas, hasta que el PLLA se disolvid
completamente. La disolucidon de PLLA/Cloroformo se usé para realizar una emulsion, a partir de
disoluciones de cloruro de zinc en agua miliQ con distinta concentracion. El PLLA que no se empled en
el momento para realizar las emulsiones se mantuvo refrigerado a 42C.

3.2.2. Disolucién de ZnCl,/ H,O mQ

Se prepard una disolucién de ZnCl, en H,0O miliQ al 0,49 M. A partir de esta disolucidon de stock se
prepard una disolucion de cloruro de zinc, teniendo en cuenta que la maxima concentracion de zinc
liberada por pocillo de una placa de cultivo de 48 pocillos con 600 uL de medio de cultivo, era de 10
ug/mL (100 uM) utilizando soportes de PLLA de 9 mm de diametro. Esta concentracién, dentro del
rango de no citotoxidad para los precursores neurales (ensayo de citotoxidad), se consideré como
concentracién base (1X), teniendo en cuenta que la total liberacion del ZnCl, desde los soportes de
PLLA no produciria la muerte de las células. Se partié de esta concentracion inicial ya que se
desconocia el comportamiento de la liberacién del material. La disolucién base (1X) tenia una
concentracion de 1240,87 ug/mL; asimismo, se prepararon dos disoluciones mas 10 y 50 veces mas
concentradas que la anterior, que se denominaron 10X y 50X.
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3.2.3. Emulsién PLLA/ZnCl, mediante Ultra-turrax®

Para preparar la emulsién con un ratio de volumen de fase inorganica del 5% v/v se introdujeron 76
mL de la solucién PLLA/CHCl; al 6% w/v en un vaso de precipitados. Posteriormente fueron
introducidos 4 mL de las diversas disoluciones de ZnCl,/H,0 mQ en una jeringa de plastico de 10 mL.
Mediante un tubo de plastico se unié por un extremo la boca de la jeringa y por el otro una aguja de
0,5 mm de diametro interno. La jeringa se colocd en la bomba (New Era Pump Systems Inc, NE-4000)
con un caudal de 0,2 mL/min. La disolucion de cloruro de zinc goted en la disolucién del polimero
mientras que ésta se sometia a agitacion ultrarrapida, mezclado con una equipo de dispersion de alto
rendimiento (IKA® T25 digital ULTRA—TURRAX®) a 6400 rpm durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Para preparar los films de control se realizd una emulsién en PLLA-cloroformo con agua
miliQ Unicamente, que se hizo gotear mediante la jeringa del mismo modo que las disoluciones de
ZnC|2.

3.2.4. Preparacion de los films
Los films se prepararon mediante la técnica del “solvent casting” que consiste en la evaporacién del
solvente de la disolucion (o emulsidn) del polimero en un recipiente plano, de manera que se forme
un film uniforme y las moléculas de la sal queden retenidas en la estructura del polimero cuando se
elimina el disolvente. La evaporacion se realizdé en una campana de extraccién de gases a temperatura
ambiente.

Para ello se vertieron 21,4 mL de la emulsién en una placa Petri de 13,4 cm de didmetro. La emulsion
debe cubrir de forma uniforme el fondo de la placa Petri. Es necesario asegurarse de que todo el
material que se emplee sea de vidrio, debido al uso del cloroformo. Las placas Petri se cubrieron con
la tapa y se dejaron dos dias en la campana de extraccion de gases a temperatura ambiente para que
se produjese la extraccién del solvente. Posteriormente se colocaron en un desecador a vacio a 30 2C
durante una semana, para eliminar los posibles restos de disolvente que pudieran quedar.

3.3. CARACTERIZACION DEL MATERIAL

3.3.1 Caracterizacion morfoldgica

Se estudio la topografia de los films producidos mediante el microscopio electrénico de barrido de
emision de campo (FESEM, Ultra 55, Zeiss, Oxford Instruments). Se empled el detector de electrones
secundarios SE2, que permite mostrar una imagen de la topografia de la superficie del material con
una gran profundidad de campo. Las imagenes se tomaron a diversos aumentos con un voltaje de 2
kV.

3.3.2 Andlisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico se basa en la medida continua del peso en una balanza muy precisa de
un material sometido a un programa de temperatura controlado en una atmosfera controlada, que
llega a degradar el material térmicamente. El equipo consiste en un plato donde se deposita la
muestra colocado encima de una balanza de precision. El plato estad colocado en el interior de un
horno, de modo que la muestra puede ser calentada durante el experimento. Un gas de purga, que
puede ser un gas inerte o reactivo, controla el entorno de la muestra fluyendo alrededor de ésta y
posteriormente saliendo del TGA. Durante el experimento, la masa de la muestra se monitoriza y los
datos se recogen como pérdida de peso (Eje Y) vs aumento de temperatura (Eje X) (Perkin Elmer,
2010).
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Se sometid al andlisis termogravimétrico (Mettler Toledo, TGA/DSC 2 STAR system) a los films de PLLA
control, 10X y a PLLA en granza en una atmosfera de nitrégeno desde 302C hasta 6002C con una
velocidad de calentamiento de 102C/min. Cuando llegd a 600 2C se determiné el peso de los residuos.

3.4 ENSAYO DE LIBERACION

34.1 Preparacion del ensayo

Los films obtenidos se troquelaron con un diametro de 9 mm y cada una de las muestras obtenidas se
pesé para poder posteriormente normalizar los resultados de la liberacion del material respecto al
peso, ya que los films no son completamente uniformes y una pequefia diferencia de peso puede
suponer una diferencia en la liberacidon. Se emplearon 5 réplicas por cada una de las condiciones:
control, 1X, 10X y 50X, que se colocaron en una placa de cultivo de 48 pocillos. Para evitar que las
muestras flotasen en el pocillo se colocd una arandela de teflon de 8 mm de didmetro sobre el film,
de modo que cuando se introdujese el medio de cultivo éste se quedase en el fondo del pocillo.

El ensayo de liberacion se disefié de modo que se reprodujesen las condiciones a las que se veria
sometido el material en el caso de tratarse de un cultivo in vitro real. A la hora de sembrar el tipo
celular seleccionado para este ensayo es necesario realizar un doble recubrimiento (coating) sobre el
fondo del pocillo para mejorar la adherencia de las células, por lo que se realizd este proceso sobre
los soportes de PLLA para simular las condiciones del cultivo celular sobre los materiales.

Para simular este proceso se afiadieron 300 ulL de agua miliQ en los pocillos y se incubd la placa a 372C
durante dos horas, del mismo modo que se haria para realizar el coating de poli-D-lisina. Una vez
transcurrido el tiempo indicado se retird el volumen de agua y se guardé para su posterior andlisis.
Posteriormente, se realizé el mismo proceso para simular el coating de laminina, sobre los films donde
ya se habia realizado el de poli-D-lisina, pero esta vez se dejé 30 minutos a temperatura ambiente y
se retiraron los 300 ul de agua miliQ.

Una vez simulados los coating se inicié la simulacién del cultivo propiamente dicho. Se afiadieron 600
ul de agua miliQ (simulando el medio de cultivo) y se tomaron alicuotas de 100 ul a las 2 y 4 horas del
inicio del cultivo. A las 24 h se retird el agua miliQ y se simulé un cambio de medio.

Se realizardn cambios de agua miliQ (simulando los cambios de medio en un cultivo in vitro) alos 3, 6
y 8 dias del inicio del cultivo. El volumen recogido se guardd para su posterior analisis.

3.4.2 Analisis de la liberacion
Para analizar la cantidad de Zn*" liberado se empled una sal denominada Zincon monosodium salt
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Se ha demostrado que el Zincon sirve como un cromoforo excelente
para la cuantificacidén tanto de iones de zinc como de cobre en soluciones acuosas (Rush y Yoe, 1954).

El zincon (2-carboxi-2’-hidroxi-5’-sulfoformazilbenzeno) es un quelante capaz de retener un idn

divalente en su estructura. Cuando esto sucede varia su espectro de absorcién (Sabel et al., 2010),
como se puede apreciar en la figura 6.
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Figura 6. Espectro de absorbancia del zincon libre (rojo) y del zincon unido a zinc (negro) en 50 mM de
buffer borato (pH 9) a 20°C (Sdbel et al., 2010).

Para medir la liberacién se empled una placa de cultivo de 96 pocillos, en la que en cada pocillo se
colocé un volumen final de 200 ulL, que contenia 92,5 uL de la muestra que se quiere analizar, 100 uL
de tampdn Tris-HCI (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) 0,1 M a pH 9y 7,5 ul de Zincon. Es importante
gue la solucién de stock de Zincon esté entre 1 y 2 mM, en este caso se empled a una concentracion
de 1,6 mM. Para preparar esta concentracidn de stock se disolvieron 4,85 mg de Zincon en 146 ulL de
NaOH (Panreac, Barcelona, Espafia) junto con 7,3 ml de agua miliQ.

Es necesario preparar una recta de calibrado con concentraciones conocidas de n* (5, 10, 30, 60, 90,
120 uM) que permita calcular posteriormente las concentraciones presentes en las muestras a
analizar. Ademas, se incluyeron dos pocillos que contenian Unicamente agua miliQ en lugar de la
muestra para emplearlos como blanco a la hora de la cuantificacion.

Una vez que todos los pocillos de la placa estaban llenos con los volimenes adecuados de los tres

componentes se leyd la absorbancia en el espectrofotémetro de placas (VICTOR?, Perkin Elmer 1420)
a 570 nm.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de precursores neurales
Para la obtencion de precursores neurales se emplearon los dos protocolos indicados en la seccidon
(3.1.1).

El protocolo de diferenciacién mediante el uso de medio SFD y 4cido retinoico (apartado b) de la
seccion 3.1.1) se descarté debido a la elevada mortalidad celular que se producia cuando se
adicionaba el acido retinoico en el medio a los 4 dias del cultivo.

Respecto al protocolo descrito por Bibel et al., (2004) (apartado a) de la seccién 3.1.1) se probé una
concentracién 5 uM de acido retinoico durante 8 dias, pero la larga exposicion al acido retinoico
producia una diferenciacién excesiva de los precursores neurales. Estos precursores ya diferenciados
a partir de células madre puede ser llamados esferoides o neurosphere-like bodies (NLB), como se ha
comentado anteriormente. Esta diferenciacion favorecia la adhesion de dichos esferoides al fondo del
pocillo, dificultando su disgregacién y siembra posterior. Ademas, segun los autores estos precursores
eran positivos al marcador Plll-tubulina, un marcador temprano de neuronas y por tanto ya
diferenciadas, tras 2 horas de cultivo en adhesién, lo cual en nuestro proyecto no resultaba
interesante ya que se buscaba un grado de diferenciacion adecuado de los precursores para poder
testar el efecto del zinc sobre este fendmeno.

Por ello, se siguid el protocolo descrito por Bibel et al. pero reduciendo la concentracion de acido
retinoico a 0,5 uM, para ralentizar el proceso de diferenciacién inducido mediante esta molécula.
Como se puede observar en la figura 7 las células crecieron formando agregados esféricos, que tras
ocho dias de cultivo daban lugar a esferoides o NLB.

Figura 7. Imdgenes de microscopia dptica en campo claro a 10X de esferoides en suspension tras 8 dias
de cultivo en medio de cultivo EEDMEM + 0,5 uM de dcido retinoico. La barra de escala en ambas
fotografias corresponde a 100 um.

La inmunocitoquimica de la figura 8 confirma que los esferoides son positivos para los marcadores de
precursores neurales neuN y nestina. Asimismo, la figura 8 incorpora precursores neurales como
controles positivos de las inmunoscitoquimicas. Se observa que el marcaje de nestina es
citoplasmatico y aparece alrededor de los nucleos, mientras que el marcaje de neuN es nuclear y
coincide con ellos.
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Todos los esferoides aparecian marcados para dichos marcadores, por lo que se puede concluir que
el proceso de diferenciacion de las células madre embrionarias de ratén hacia precursores del linaje
neuroectodérmico se realizé con éxito.

NESTINA

CONTROL

NLBO,5 uM RA

NEUN

CONTROL

NLBO,5 uM RA

Figura 8. Imagen de microscopia de fluorescencia de los esferoides tras 8 dias de cultivo en suspension
en medio E.DMEM + 0,5 uM de dcido retinoico. En rojo el marcaje tanto con nestina como neun, en
azul los nucleos. Como control se emplearon precursores neurales procedentes de un cultivo pimario.
La barra de escala corresponde a 100 um en todas las figuras.
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4.2 Determinacion de las concentraciones citotdxicas de zinc
En la figura 9 se puede observar cémo la incorporacion de ZnCl, al medio de diferenciacién neural con
concentraciones iguales o superiores a 40 uM, reduce la supervivencia celular a 1 dia de cultivo.

1 DIiA 3 DIAS 7 DIAS

CONTROL POSITIVO

40 uM Zn 2 20 uM Zn 2+ 10 uM Zn 2+ 5 UM Zn 2* CONTROL

60 uM Zn *

Figura 9. Imdgenes de microscopia de fluorescencia de los precursores neurales sembrados en
adhesion tras 1, 3 y 7 dias de cultivo en medio de diferenciacion neural con diferentes concentraciones
de zinc. En rojo aparecen marcados los nucleos de las células muertas, en verde las células vivas. En el
control positivo todas las células estan muertas para comprobar que solos se observan nucleos rojos y
ninguna célula verde. En la condicion control se emplea medio de diferenciacion sin zinc. La barra de
escala corresponde a 100 um en todas las imdgenes.
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Schrantz et al. (2001) demostraron que concentraciones elevadas de zinc (iguales o superiores a 50
uM) activaban las caspasas 3y 9, lo que producia una liberacién del citocromo C desde la mitocondria
dando lugar a la apoptosis celular. Esto podria explicar esta escasa viabilidad celular, sobretodo en el
caso de la concentracion mas elevada, donde apenas se observan células vivas a 1 dia de cultivo. A
partir de los tres dias estas células, sometidas a concentraciones de 40y 60 uM de Zn**, no son capaces
de tolerar dichas concentraciones y mueren, no observandose células vivas en la figura 9 a 3y 7 dias
de cultivo.

En el resto de las concentraciones no citotdxicas, a un dia de cultivo la supervivencia celular no supera
el 50% en ninguno de los casos. Esta muerte celular inicial puede ser debida al mecanismo de
disgregacion de los esferoides para su posterior siembra en adhesién. La disgregacion manual es un
método agresivo que induce estrés en la poblacion celular. Algunas de ellas son incapaces de proliferar
y en algunos casos mueren.

Ademas, la eficiencia de diferenciacion mediante acido retinoico no es del 100% en ninguno de los
casos (Bibel et al., 2004). Las células que no se hayan diferenciado a precursores neurales seran
incapaces de proliferar en un medio de diferenciacidon neural, ya que no poseen los receptores
adecuados para los factores inductores, con los cuales estd suplementado el medio. Por otro lado,
algunas de estas células pueden haberse diferenciado en exceso, dando lugar a una poblacion celular
heterogénea formada por células ya diferenciadas a células neurales y precursores neurales. Las
neuronas seran incapaces de proliferar mientras que los precursores neurales y la glia si lo haran.

A los tres dias del inicio del cultivo se puede observar cdmo las células han proliferado en las
concentraciones no citotdxicas. Duplican, en la mayoria de los casos, la tasa de supervivencia celular.
Estas células que proliferan son aquellas que cuentan con un grado de diferenciacién adecuado.

Por ultimo, a los 7 dias, la supervivencia celular es casi del 100%, las células han proliferado cubriendo
por completo la superficie del pocillo.

En la figura 10 se puede observar la representacién grafica de los resultados obtenidos mediante el
analisis con el software de imagen FlJl y la ecuacién 1.
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Figura 10. Ensayo de citotoxicidad del zinc. Representacion grdfica de la supervivencia celular de los
precursores neurales sembrados en condiciones de diferenciacion (porcentaje de células vivas,
calculado de acuerdo a la ecuacion 1) a 1, 3 y 7 dias de cultivo para el control (células sin aporte de
zinc en el medio) y las diferentes concentraciones de zinc aportadas al medio de cultivo. El simbolo *
indica que existen diferencias estadisticamente significativas (p-value<0,05) entre las condiciones
sefaladas (n=12).
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El estudio de las imagenes obtenidas mediante el software de imagen FlJI y el anadlisis estadistico
realizado confirmaron que a 1 dia de cultivo existen diferencias estadisticamente significativas (p-
value<0,05) en la supervivencia celular entre las dos concentraciones mas elevadas, la condicion
control (sin zinc en el medio) y las concentraciones bajas, 5 y 10 uM, como se puede observar en la
figura 10.

Por otro lado, a 3 y 7 dias de cultivo no se observan diferencias estadisticamente significativas (p-
value>0,05) entre la supervivencia en la condicién control y aquellas que presentan zinc. Mientras que
a 3 dias si se observan diferencias entre la concentracion 40 uM vy el resto de condiciones. Todo ello
indica que concentraciones de Zn** no elevadas (menores a 40 uM) no son toéxicas en largos periodos
de tiempo y no afectan negativamente en términos de proliferacion.

4.3 Determinacidn del porcentaje de diferenciacion de los precursores neurales
Para el estudio del efecto del zinc sobre la diferenciacion neural se emplearon dos concentraciones
del mismo, 10 y 20 uM, que resultaron no citotdxicas en el ensayo de citotoxicidad, ademads de una
condicion control que contenia medio de diferenciacidn sin zinc.

En la figura 11 se puede observar la expresidn del marcaje de Plll-tubulina, marcador temprano
generalmente identificado con la presencia de neuronas.

1I-TUBULINA
Figura 11. Imdgenes de microscopia de fluorescencia de los precursores neurales sembrados en
condiciones de diferenciacion tras 8 dias de cultivo. En la condicion control las células se cultivan
.. . . .. . . . 2 .
empleando unicamente medio de diferenciacién neural (sin adicion de Zn“*). En rojo se puede

identificar el marcaje con flli-tubulina y en azul los ntcleos celulares. La barra de escala corresponde
a 100 um en todas las imdgenes.

CONTROL

10 uM Zn

20 uM Zn 2+



Como se observa en la figura 11, la presencia de células positivas para la expresion del marcador se
ha producido en todas las condiciones del ensayo. La expresién de flll-tubulina en la condicidn control
y en 20 uM es muy similar, mientras que para concentraciones de zinc 10 uM muestra una menor
expresion.

Por otro lado, en la figura 12 queda plasmado como el marcaje glial GFAP en la condiciéon 20 uM es
muy escaso, representando un nimero muy reducido de células GFAP positivas por campo. En el caso
del control y la concentracion 10 uM la presencia del marcaje glial es muy similar.

Se aprecia perfectamente la diferencia de morfologia entre las células marcadas de la figura 11 con
Plll-tubulina (marcador neuronal) y las de la figura 12 GFAP (marcador glial). Las células BllI-tubulina
positivas presentan prolongaciones que se extienden desde un cuerpo celular a otro. Tratandose de
un marcaje temprano de neuronas estas prolongaciones pueden identificarse como los axones. Sin
embargo, en el caso de las células GFAP positivas éstas presentan una morfologia estrellada,
caracteristica de gran parte de las células gliales.

GFAP

CONTROL

10 uM Zn 2+

20 uM Zn

Figura 12. Imdgenes de microscopia de fluorescencia de los precursores neurales sembrados en
condiciones de diferenciacion tras 8 dias de cultivo. En la condicion control las células se cultivan
empleando unicamente medio de diferenciacién neural (sin adicion de Zn**). En verde se puede
identificar el marcaje con GFAP y en azul los nucleos celulares. La barra de escala corresponde a 100
um en todas las imdgenes.
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La cuantificacion de las imagenes obtenidas en la inmunocitoquimica de las figuras 11 y 12 mediante
el uso del software de imagen FlJl y la ecuacion 2 aparece representada en la figura 13.

Como se puede observar, la intensidad de marcaje relativo al nimero de nucleos de Blll-tubulina,
marcador temprano presente en neuronas, en la condicién control (medio de diferenciacién sin zinc)
es del 0,4. Mientras que la intensidad del marcaje de GFAP, marcador tipico de células gliales, es del
0,23.
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Figura 13. Representacion grdfica del porcentaje de células que expresan los marcadores flli-tubulina
y GFAP tras someter los precursores neurales a un cultivo de diferenciacion en medio de diferenciacion
neural sin zinc (control) o con concentraciones no citotoxicas de zinc (10 uM 'y 20 uM) durante 8 dias.
El simbolo * indica que existen diferencias estadisticamente significativas (p-value<0,05) en la
expresion de GFAP entre las condiciones control y 10 uM de Zn "y la condicién 20 uM de Zn #* (n=9).

En el caso de la concentracion 10 uM de zinc el ratio aparece invertido. Cerca del 0,38 de la intensidad
de marcaje relativo presente en esta condicion corresponde a GFAP, mientras que el 0,23
corresponde a Blll-tubulina. La desviacién estandar es elevada debido a que se trata de una poblacién
heterogénea de células que, ademas, crecen mayoritariamente en los bordes del pocillo dificultando
su cuantificacion y aumentando dicho error. No existen diferencias estadisticamente significativas
entre la intensidad del marcaje de GFAP y llI-tubulina relativo al nimero de ndcleos entre la
condicién control y la concentracién 10 uM de Zn **.

Sin embargo, en el caso de la concentracién 20 uM la presencia del marcaje con GFAP es muy escasa,
apenas un 0,01, mientras que la intensidad del marcador Blll-tubulina es muy similar al control,
alcanzando un 0,3. Existen diferencias estadisticamente significativas en la intensidad relativa del
marcaje con GFAP relativo al nUmero de ntcleos entre la condicién 20 uM vy las condiciones control y
10 uM de zZn*".

Si se considera como el total de la superficie marcada la suma de las células GFAP y flll-tubulina
positivas, la condicion 20 uM presenta una intensidad de marcaje correspondiente al tipo celular
neuronal muy elevado. Esta condicién podria actuar incrementando el ratio entre células que
presentan marcaje neuronal y células con marcaje glial.
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Como se observa en el grafico de la figura 13, apenas un 0,6 de la intensidad del marcaje corresponde
a los marcadores Blll-tubulina y GFAP. Este hecho podria ser debido a que en las placas de cultivo,
ademas de células BllI-tubulina y GFAP positivas, existan células gliales como los astrocitos que no
siempre son positivos para el marcaje con GFAP. En la figura 14 se pueden observar células con una
morfologia similar a este tipo celular y que presentan un tamano superior respecto al resto de células.

Figura 14. Imagen de microscopia dptica en campo claro a 10X de precursores neurales sembrados en
adhesion tras 7 dias de cultivo en medio de diferenciacion neural sin zinc. La barra de escala
corresponde a 100 um.

Los astrocitos son células gliales de soporte presentes en el tejido neural. Esta definicién implica que
se deberian detectar con un marcaje de proteina acida fibrilar glial (GFAP), pero en este caso estas
células no aparecian marcadas para dicha proteina.

La expresién de GFAP se ha convertido en un marcador prototipico para la identificacién
inmunohistoquimica de los astrocitos, pero es importante reconocer las limitaciones que presentan
GFAP como marcaje para este tipo celular. La expresion de GFAP puede ser un marcador fiable que se
une a la mayoria, si no todos, los astrocitos reactivos en las lesiones del sistema nervioso central. Sin
embargo, GFAP no es un marcador absoluto para todos los astrocitos no reactivos y habitualmente no
es detectado mediante inmunohistoquimica en tejido procedente del sistema nervioso central sano.
Estudios en ratones transgénicos han demostrado que la expresién de GFAP no es esencial para la
funcién normal de la mayoria de los astrocitos en el sistema nervioso central sano en ratones
transgénicos, pero si es esencial en la formacién de la cicatriz astroglial durante la reparacién de
lesiones (Sofroniew y Vinters, 2010). Otros marcadores moleculares han sido empleados en la
literatura para la identificacion inmunohistoquimica de los astrocitos, tanto reactivos como no
reactivos, entre ellos la glutamina sintetasa y S100p3, pero estas moléculas no son exclusivas para
astrocitos (Gongalves et al., 2008).

En el sistema nervioso central, los astrocitos son el tipo celular que mayor cantidad de la proteina
S100p contiene, de acuerdo a estudios de inmunodeteccidn y expresion de mRNA. Un estudio reciente
en el cerebro humano mostré que los astrocitos son las células positivas para S1003 predominantes
en la materia gris, mientras que los oligodendrocitos son las células S100f positivas predominantes
en la materia blanca (Steiner et al., 2007). La microglia es negativa para el marcaje con S100p, sin
embargo esta proteina y su mRNA han sido encontrados en cultivos de microglia procedentes de
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cerebro de roedores (Yang et al., 2001). Por otro lado, confirmando estudios previos en ratdn, algunas
neuronas en el cerebro humano son positivas para este marcador (Steiner et al., 2007).

Se realizd una inmunocitoquimica sobre la condicion control para detectar la presencia de S100p y
observar si estas células presentes en la figura 14 aparecian marcadas. Como se puede observar en la
figura 15, todas las células presentes en el pocillo aparecen marcadas, por lo que se concluyé que
S1008 no era un marcador adecuado para la determinacién de este tipo celular. Por otro lado, el
marcaje de todas las células presentes indica que pueden proceder del linaje neural.

$100B

CONTROL

Figura 15. Imagen de microscopia de fluorescencia de los precursores neurales sembrados en adhesion
tras 8 dias de cultivo con medio de diferenciacion neural. En verde se puede identificar el marcaje con
51008y en azul los nucleos celulares. La barra de escala corresponde a 100 um.

En la inmunocitoquimica de los precursores neurales sembrados en condiciones de diferenciacion
(3.1.5) se empled la nestina para determinar el porcentaje de estos precursores sembrados que no se
habian diferenciado tras 8 dias de cultivo. La prueba revelé que no existian precursores neurales no
diferenciados, ya que no se observaron células marcadas con nestina en ninguna de las condiciones
estudiadas, como se observa en la figura 16.

Figura 16. Imagen de microscopia de fluorescencia de los precursores neurales sembrados en adhesion
tras 8 dias de cultivo con medio de diferenciacion neural. Unicamente se observan los nticleos celulares
en azul. No se observa ninguna célula positiva para el marcaje con nestina. La barra de escala
corresponde a 100 um.
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En trabajos futuros seria interesante realizar una inmunocitoquimica combinando los marcajes de
S100p, BllI-tubulina y GFAP. El marcaje con S100p es caracteristico de astrocitos pero células como la
microglia o las neuronas pueden ser positivas. Un marcaje triple ayudaria dilucidar si las células tanto
negativas para Slll como para GFAP son positivas para S100, ya que aunque todas las células aparezcan
marcadas para S100 3 se podrian identificar aquellas positivas para Slll y GFAP, y determinar si el resto
son las células con morfologia similar a los astrocitos y gran tamanio.

4.4 Caracterizacion morfolégica del material
Los films obtenidos mediante el método de solvent casting (3.2.4) presentaban un aspecto poco
uniforme, con agregados opacos y zonas transparentes, como se puede observar en la figura 17.

El motivo por el cual se realizé una emulsidon para la produccion del material se debe a que el
cloroformo, en el cual se disolvié el PLLA, y el agua, donde se disolvié la sal, son inmiscibles y por ello
se empled esta técnica para poder distribuir en pequefias gotas en el seno de la matriz de PLLA los
iones de zinc. En caso de no realizar la emulsion, las sales solubles en agua suelen emerger a la
superficie del film, con lo que se obtendria una liberacién muy rapida de los iones, al estar depositados
en la superficie y no distribuidos dentro del soporte de PLLA (Rico et al., 2015).

El aspecto macroscépico de los films indica que la emulsidn no era estable, y una vez depositada sobre
la placa Petri se formd un film no homogéneo, con zonas transparentes y otras donde era opaco, como
se ha comentado previamente. Esta falta de uniformidad se comprobé posteriormente mediante el
ensayo de liberacion.

CONTROL

1X
10 X 50 X

Figura 17. Imdgenes macroscopicas de los films de PLLA producidos mediante emulsion de disolucion
acuosa de sal de zinc a distintas concentraciones (1X, 10X y 50X) y posterior solvent casting. La barra
de escala corresponde a 2 cm. El control corresponde a una muestra donde se ha emulsionado la
misma cantidad de agua que en el resto de muestras, pero sin la sal de zinc.

Esta falta de uniformidad fue comprobada también mediante el analisis topografico de la superficie
de los films. Como se puede observar en la figura 18 el andlisis microscdpico se corresponde con el
aspecto macroscopico de los films. Las imagenes a) y b) corresponden a la zona opaca de los films 10X.
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Se puede apreciar la elevada porosidad de la cara superior, debido a la falta de estabilidad de la
emulsién. El agua se ha quedado retenida en esta zona, y al evaporarse se han producido grandes
poros. Por otro lado, en la cara inferior se observan cristales de cloruro de zinc. La presencia de estos
cristales en la cara inferior indica que no estan incluidos dentro de la matriz de PLLA. Las imdagenes c)
y d) corresponden a la cara superior e inferior de las zonas transparentes de los films,
respectivamente. La diferencia con la zona opaca es considerable, ya que no se aprecian poros en la
superficie.

c)

Figura 18. Imdgenes de microscopia electronica de barrido de emision de campo de los films
preparados con la disolucion 10X de cloruro de zinc. a) Cara superior de la region opaca del film a 155X.
b) Cara inferior de la region opaca del film a 3180X. c) Cara superior de la region transparente del film
a 155X. d) Cara inferior de la region transparente del film a 155X. En a),c) y d) la barra de escala
corresponde a 100 um, en b) corresponde a 5 um.

4.5 Analisis termogravimétrico
El andlisis termogravimétrico (TGA) se realizd sobre las zonas opacas de los films control y 10X.
Ademads, como control del ensayo se empled PLLA a granza. El ensayo reveld que la presencia de zinc
en los films disminuye la temperatura de descomposicion térmica.

En la figura 19 se puede observar la curva del material que contiene zinc, donde se aprecia una
disminucién de peso inicial, alrededor de los 100 2C. Esta pérdida de peso se corresponde con la
temperatura de ebullicion del agua. El cloruro de zinc es una sal muy hidroscépica, capaz de absorber
gran cantidad de agua del ambiente, por lo que su presencia en el material hace que éste se hidrate,
y cuando la temperatura del horno llega a 1002C el agua desaparece, disminuyendo el peso de la
muestra.
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La curva del TGA de degradacién de los films PLLA control (emulsién preparada con la disolucién PLLA-
cloroformoy un 5% de agua miliQ) y PLLA granza es idéntica, superponiéndose ambas en todo el rango
de temperatura (Figura 19).
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Figura 19. Representacion grdfica del porcentaje de masa residual (%) frente a la temperatura (°C)
obtenida en el andlisis termogravimétrico.

4.6 Ensayo de liberacidn. Perfil de liberacion del material
El aspecto poco uniforme de los films hizo necesario el estudio de la liberacidon tanto de sus partes
opacas como de aquellas transparentes para comprobar si, efectivamente, esta falta de
homogeneidad afectaba a la liberacidn del zinc.

Se observo que los films control, que presentan Unicamente PLLA con una emulsién de agua miliQ,
son capaces de desplazar el espectro de absorcidn del zincon, dando lugar a un falso positivo (aunque
con valores muy bajos de absorcion). Esto es debido a que alguno de los productos de la hidrélisis del
PLLA reacciona de forma inespecifica con la sal, desplazando su espectro de absorcién. Por ello, se
emplearon estas concentraciones para corregir la liberacién de los films producidos mediante la
emulsién de las disoluciones 1X, 10X y 50X.

Como se puede observar en la figura 20, en la que aparece representada la liberacion tanto de la parte
opaca como de la transparente, durante las etapas que simulan el recubrimiento de las superficies de
cultivo para mejorar la adhesién celular (2 horas coating poli-D-lisina + 0,5 h coating de laminina), ésta
presenta una gran variabilidad.

Por un lado, las muestras que corresponden a las regiones opacas del film liberan concentraciones de
zinc por encima de 100 uM durante las primeras dos horas y media, cuando tendria lugar el
recubrimiento sobre los materiales, indicando que el material presenta una liberacion muy rapida al
inicio. Como se puede observar en la figura 18 correspondiente a la caracterizacion morfoldgica del
material indica que los cristales de cloruro de zinc se han depositado en la cara inferior del material,
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migrando durante el proceso de solvent casting. Esto explicaria la rapida liberacién del material, que
no se produce a medida que se degrada el PLLA sino cuando estos cristales se disuelven en agua.
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Figura 20. Representacion grdfica de la liberacion de zinc tras 2,5 horas en inmersidn (simulacion de
los recubrimientos al material previos al cultivo, 2 horas de coating de poli-D-lisina sequido de media
hora de coating de laminina). Se ha incluido la liberacion de las zonas opacas y de las zonas
transparentes para las disoluciones de zinc 1 X, 10X y 50X.

La dispersion entre las diversas réplicas de la misma condicion indica la heterogeneidad existente,
ademas, entre la misma zona opaca. Por otro lado, las regiones transparentes presentan una
liberacién escasa, indicando que la mayoria del zinc contenido en la emulsion se ha depositado en las
zonas opacas. Unicamente las muestras que corresponden a la disolucién 50X de zinc presentan una
liberacion por encima de 100 uM

Al tratarse de etapas de acondicionamiento de los materiales para el cultivo, cuando se realiza el
recubrimiento de proteinas de adhesion (coatings), todo el zinc liberado seria retirado a la hora de
sembrar las células, no provocando citotoxicidad en ellas.

En las figura 21, se observa cémo a tiempos de 1 a 3 dias, la liberacion en las zonas transparentes es
nula, excepto por los films producidos mediante la emulsién que contiene la disolucién 50X de cloruro
de zinc. Tras un dia de cultivo, incluso en estos films transparentes con la concentracion mas elevada
de zinc no se observa liberacidn, lo cual indica que tras 1 dia de cultivo se ha liberado todo el zinc que
contenian.

La liberacidn sigue siendo muy diferente entre las zonas transparentes y las zonas opacas, y la elevada
dispersion entre las réplicas de una misma muestra se mantiene, del mismo modo que en el figura 17
durante la simulaciéon del recubrimiento del material. Esto confirma la hipdtesis de la falta de
homogeneidad de la emulsion.
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Figura 21. Representacion grdfica de la liberacion de zinca 2 h, 4 hy 1 dia de inmersion. Se ha incluido
la liberacion de las zonas opacas y de las zonas transparentes para las disoluciones de zinc 1X, 10X y
50 X.

Concentracion de Zn?* uM)

La liberacién a tiempos mas largos (3 a 8 dias), puede observarse en la figura 22. No hay liberacién de
las regiones transparentes de los films, por lo que Unicamente se han representado los valores
correspondientes a las zonas opacas.
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Figura 22. Representacion grdfica de la liberacion de zinc a 1, 3 y 8 dias de inmersidn, correspondiente
a las zonas opacas de los films para las disoluciones de zinc 1X, 10X y 50X.

En las zonas opacas, el maximo de la liberacién se alcanza a los 3 dias, como se puede observar en la
figura 23 donde se ha representado un grafico acumulativo de la cantidad de zinc liberado durante los
8 dias en los que se simula el cultivo. Hasta llegar a los 3 dias la liberacién es rapida y se liberan grandes
cantidades de zinc alcanzando concentraciones superiores a 400 uM. Cuando se alcanza este punto,
la velocidad de liberacién disminuye, manteniéndose practicamente constante hasta alcanzar los 8
dias.
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Estas altas concentraciones de zinc, que son citotdxicas para los precursores neurales obtenidos
mediante la diferenciacion de células madre embrionarias de ratdn, son debidas a que todo el zinc se
encuentra en la zona opaca. Por tanto, la liberacién es mucho mayor de la esperada en una emulsién
homogénea, donde los valores no serian tan elevados. Incluso los films con la emulsion realizada con
la menor concentracién de zinc (1X) liberarian una concentracion tdxica para las células.
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Figura 23. Representacion grdfica de la liberacion de zinc acumulativa de las zonas opacas durante los
8 dias de la simulacion del cultivo.

En conclusidn, el sistema de liberacion no es adecuado para el cultivo celular, debido a su falta de
uniformidad que dificulta la prediccién de su comportamiento como vehiculo de liberacion. Esta falta
de homogeneidad es debida a la inestabilidad de la emulsion entre el agua y el cloroformo.

En trabajos posteriores seria interesante emplear disolventes diferentes u otro tipo de técnicas. Por
un lado, podria disolverse el PLLA en un solvente como el dioxano, que es miscible en agua (donde se
habrian disuelto las sales de ZnCl,) con la mezcla posterior de ambas disoluciones, dando lugar a una
mezcla estable. Por otro lado, se podria emplear etanol para disolver la sal de cloruro de zinc, ya que
el etanol y el cloroformo también son miscibles y ambos se evaporarian durante la extraccion del
disolvente.
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5. CONCLUSIONES
Se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. Elprotocolo empleado para la de diferenciacion de los cuerpos embrioides a neurosphere-like
bodies basado en el empleo de medio E.DMEM + 0,5 uM de 4cido retinoico durante 8 dias
resulta dptimo para la obtencién de precursores neurales con un grado de diferenciacion
adecuado para testar el posterior efecto del zinc sobre la diferenciacién neural.

2. Concentraciones iguales o superiores a 40 uM de Zn** presentan un efecto citotdxico sobre
los precursores neurales sembrados en condiciones de diferenciacién con medio de
diferenciacidn neural. Las concentraciones iguales o inferiores a 20 uM de dicho ion no son
toxicas en periodos largos de tiempo (7 dias) y no afectan negativamente en términos de
proliferacién.

3. Respecto a la diferenciacion de los precursores neurales en presencia de iones zinc, los
resultados preliminares indican que la concentraciéon 10 uM de Zn** no presenta diferencias
estadisticamente significativas respecto a la condicion control en cuanto a la expresiéon de los
marcadores GFAP y BllI-tubulina. Sin embargo, la concentraciéon 20 uM de Zn** aumenta el
ratio entre células Blll-tubulina y GFAP positivas.

4. Los films producidos por solvent casting mediante la emulsion no son adecuados para el
cultivo celular debido a su falta de homogeneidad, lo que dificulta la prediccion de su
comportamiento como vehiculo de liberacién de iones zinc. Es necesario realizar nuevos
ensayos con nuevos disolventes para conseguir una emulsién mds estable que dé lugar a films
uniformes.
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7. ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVO

¢ K.DMEM: Knockout DMEM (Life technology, Paisley, Escocia)

e}

O 0 0O O O O O

10% Knockout Serum Replacement (life technology, Paisley, Escocia)

Suero Fetal Bovino (Biowest, Nuaillé, Francia)

Nucleosidos 100X (Millipore, Darmstdat, Alemania)

Penicilina/Estreptomicina (life technology, Bleiswijk, Paises Bajos )
Aminoacidos no esenciales (Millipore, Darmstdat, Alemania) 1% v/v
L-glutamina (Millipore, Darmstdat, Alemania)

Factor inhibidor de leucemia (Millipore, Darmstdat, Alemania)

0,2% 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaiia)

* E.DMEM: DMEM with 4,5 g/L glucose, w/o L-Glutamin (Lonza, Madrid, Espafia)

e}

O O O O O O

10% Knockout Serum Replacement
1% Suero Fetal bovino

Nucleosidos 100X
Penicilina/Estreptomicina
Aminoacidos no esenciales
L-glutamina

0,2 % v/v Beta-mercaptoetanol

1% v/v

* Medio libre de suero (SFD): DMEM/F12 (1:1) w/o L-glutamina (Fisher, Madrid, Espafia)

e}

O 0O O O O

Suplemento N2 a 1X (Invitrogen, Paisley, Escocia)

Albimina de suero bovino a 10 ug/mL (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
Hidrocortisona 20 nM (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
Penicilina/Estreptomicina al 1% v/v

L-glutamina al 1% v/v

Embryomax Nucleosidos 100X al 1% v/v

* Maedio de diferenciacion (DF)

e}

Medio control: DMEM/F12 (1:1) w/o L-glutamina
=  Glucosa al 30% w/v (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

= Bicarbonato Sédico (NaHCOs) al 7,5% w/v (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

= HEPES 1M (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaiia)
= L-Glutamina 100X

=  Hormone Mix 10X

=  Penicilina/Estreptomicina al 2% v/v

0,2% v/v Heparina (Heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa, Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia)

Suero Fetal Bovino al 1% v/v

FGF 10 ng/mL (Eurobio, Courtaboeuf, Francia)
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