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RESUMEN

El estudio se basa en explorar el potencial de las matrices extracelulares
descelularizadas cerebrales en sistemas compartimentalizados de microfluidica
en condiciones in vitro con un modelo celular de PC12. El objetivo principal es
establecer una plataforma in vitro capaz de mimetizar in dafo cerebral,
especificamente, la deprivacién de oxigeno y glucosa durante un periodo critico
de 6 horas. La microfluidica permite la creacion de entornos experimentales
altamente controlados que imitan las condiciones fisiolégicas del cerebro. Esta
tecnologia proporciona una plataforma valiosa para estudiar como las matrices
extracelulares descelularizadas cerebrales interactuan con las células neuronales
y cémo pueden utilizarse en aplicaciones clinicas futuras.

A la vez, se analiz6 el efecto reparador de los matices extracelulares cerebrales
descelularizadas. En la ultima década, las matrices extracelulares han sido
abarcadas como un biomaterial nuevo para la creacion de hidrogeles,
encapsulamiento de farmacos, bioimpresion 2D y 3D y, ademas, empleados en la
diferenciacion celular de las células madre porque proporcionan un entorno
propicio para la regeneracion y el crecimiento celular, lo que sugiere un potencial
terapéutico prometedor en el tratamiento de lesiones cerebrales.

Nuestro enfoque es integral para comprender y utilizar las matrices extracelulares
descelularizadas cerebrales en la recuperacidén después de dafios cerebrales, con
un énfasis en la microfluidica como una herramienta fundamental para la
investigacién en el sistema nervioso central. Los hallazgos de este estudio tienen
el potencial de abrir nuevas perspectivas en el campo de la neurociencia y la
terapia de lesiones cerebrales.

Palabras claves: Sistemas de Microfluidica Comparmentalizados, Privacion de
Oxigeno-Glucosa, Dafo cerebral, Células PC12, Proceso de Descelularizacion y
Matrices Extracelulares Cerebrales.



ABSTRACT

The study is based on exploring the potential of decellularized brain extracellular
matrices in compartmentalized microfluidic systems under in vitro conditions using
a PC12 cell model. The main objective is to establish an in vitro platform capable
of mimicking brain damage, specifically oxygen and glucose deprivation during a
critical 6-hour period. Microfluidics allows the creation of highly controlled
experimental environments that mimic the physiological conditions of the brain.
This technology provides a valuable platform for studying how decellularized brain
extracellular matrices interact with neuronal cells and how they can be used in
future clinical applications.

Simultaneously, the repairing effect of decellularized brain extracellular matrices
will be analyzed. Over the past decade, extracellular matrices have been explored
as a novel biomaterial for creating hydrogels, drug encapsulation, 2D and 3D bio-
printing, and have also been employed in the differentiation of stem cells because
they provide a conducive environment for cellular regeneration and growth,
suggesting promising therapeutic potential in the treatment of brain injuries.

Our approach is comprehensive in understanding and utilizing decellularized brain
extracellular matrices in brain injury recovery, with an emphasis on microfluidics
as a fundamental tool for research in the central nervous system. The findings of
this study have the potential to open new perspectives in the field of neuroscience
and brain injury therapy.

Keywords: Compartmentalized System of Microfluidics, Oxygen-Glucose
Deprivation, PC12 cells, decellularization Process, Brain injury and Extracellular
matrix.



INTRODUCCION

En Panama, se ha dado un incremento de un 66% de enfermedades
neuroldgicas tanto en las poblaciones rurales, urbanas segun los registros del
ENSPA del 2019, lo que despierta una inquietud en el area de salud. Por lo
general, no hay curas, tratamientos clinicos o investigaciones enfocadas a estas
enfermedades del Sistema Nervioso Central que contribuyan a la disminucion de
sus afectos, y asi, mejorar y prolongar la existencia de los/as panamefios que
padecen de las mismas. El principal problema radica en la dificultad de
biomimetizar el ambiente neuronal del cerebro in vitro para su estudio y
replicacién. A lo largo de la ciencia médica, la utilizacion de los modelos animales
ha sido de gran beneficio para estudios preclinicos in vitro e in vivo y la resolucion
de terapias. A pesar de todo, estos modelos de experimentacion Animal presentan
limitaciones ya que No todos los resultados obtenidos en la experimentacién con
animales son extrapolables al mundo humano, atentan contra los derechos
animales universales, costes elevados y lentitud en el desarrollo. Pero como la
tecnologia ha avanzo a lo largo de los afos, han surgido dispositivos Biomédicos
gue tienen la eficiencia de simular ambientes celulares para estudios profundos
de mecanismos y creacion de farmacos para contrarrestar los efectos de estas
enfermedades neurolégicas del SNC. Siendo asi el objetivo primordial en esta
investigacion utilizar plataformas de sistemas comparmentalizados de
microfluidica para el estudio del biomimetismo de dafio neuronal y el efecto
regenerativo de biomateriales provenientes de matrices extracelulares
descelularizadas. Los Dispositivos de Microfluidica (MCFs) utilizan técnicas de
microfabricacion, como polimeros de polidimetilsi-loxano, para producir
microdispositivos con canales capaces de manipular volumenes pequefios de
fluidos con precisiéon en el rango de 0.1 ym - 1 mm. Estos dispositivos de
microfluidos son ampliamente empleados por sus ventajas en biocompatibilidad,

bajo costo, transparencia Optica, escalabilidad practica, permeabilidad del gas y



facil fabricacion en las investigaciones in vitro. En el campo de la neurociencia, los
dispositivos de microfluidos se han utilizado cada vez mas para lograr el control
espacio-temporal de microambientes celulares como los del axén y el soma para
investigar la elongacion del axon, eventos de sefializacién local, asi como
interacciones con otras células como oligodendroglia, astrocitos y microglia. En
este proyecto se establecerd primeramente un dispositivo de microfluidica
comparmentalizado (soma y axén) introducir métodos de regeneracién neuronal

del SNC y, monitoreo mediante las técnicas de Microscopia e Inmunocitoquimica.

Definitivamente, el uso de estos dispositivos ayudara a impulsar las
ciencias tecnologicas en la investigacion de una nueva rama de regeneracion
médica en Panama e impulsar a nuevos investigadores a la exploracion de nuevas

herramientas y dispositivos de trabajo.
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1.1. Antecedentes

1.1.2. Principio de la Microfluidica

Un dispositivo microfluidico se caracteriza principalmente por contar con
uno 0 mas canales, de los cuales al menos una dimension es menor a 1 mm.
Estos canales estan disefiados para manejar una variedad de fluidos comiunmente
encontrados en aplicaciones microfluidicas, como muestras de sangre completa,
suspensiones de células bacterianas, soluciones de proteinas o anticuerpos vy
diversos agentes amortiguadores. “Los dispositivos microfluidicos sirven como
herramientas versatiles para llevar a cabo una amplia gama de mediciones, que
incluyen la determinacion de coeficientes de difusiéon molecular” (Evans et al.,
2014), “viscosidad del fluido” (Zheng et al., 2020), “niveles de pH, coeficientes de
quimica interfacial y cinética de reacciones enzimaticas”. (Lukyanenko et al.,
2017).

Mas alla de estas mediciones fundamentales establecidas a nivel global,
los dispositivos microfluidicos encuentran aplicaciones en una amplia variedad de
campos cientificos, como la electroforesis capilar ( Huang et al. 2008), la
focalizacion isoeléctrica ( Cui et al., 2005; Das et al., 2006), inmunoensayos (Krauz
et al., 2021), citometria de flujo (Gong et al., 2019), inyeccion de muestras de
proteinas para analisis de espectrometria de masas ( Ji.,, et al.,, 2017),
amplificacion de PCR (YAMAMOTO et al., 2020), analisis de ADN (Serra et al.,
2020), manipulacion de células (Li., et al 2021), separacion de células (Herrmann
et al., 2019), patrones de células (Kashani., et al 2021) y el establecimiento de
gradientes quimicos (Coluccio et al., 2019). Muchas de estas aplicaciones
prometen particularmente en el ambito del diagndstico clinico lo que es

conveniente para la aprobacion de farmacos, particularmente, en humanos.

La utilizacion de dispositivos microfluidicos en investigaciones biomédicas

y en el desarrollo de tecnologias clinicas ofrece varias ventajas distintivas. En



primer lugar, los reducidos volumenes de fluido dentro de estos canales,
generalmente del orden de unos pocos nanolitros, implican un consumo minimo
de reactivos y analitos, lo que es especialmente ventajoso al tratar con materiales
costosos. Ademas, las técnicas de fabricacion empleadas en la produccion de
dispositivos microfluidicos, como se detallara posteriormente, son rentables y
adecuadas tanto para la fabricacion de dispositivos complejos multiplexados como
para la produccion a gran escala. Siguiendo principios similares a los de la
microelectronica, la tecnologia de microfluidica permite la creacién de dispositivos
altamente integrados capaces de realizar una multitud de funciones en un solo

sustrato de chip.

Una aspiracion por la que se emplea tanto la microfluidica a aplicciones
biomédicas es por su ser una herramienta poderosa para el desarrollo de
dispositivos clinicos de diagndstico integrados y portatiles adecuados para su uso
en el hogar y en la cabecera, lo que en ultima instancia agilizaria los laboriosos
procedimientos analiticos comunmente realizados en entornos de laboratorio

tradicionales.

El Principio basico de la microfluidica se establece por la caracterizacién
del flujo de un fluido a través de los microcanales, y esta es identificada bajo los
numeros de Reynolds:

e = LVavgp
U

Dentro del contexto de la dinamica de los fluidos en microcanales, existen
varios factores clave que influyen en el comportamiento general del flujo.
Especificamente, hay elementos como L, que representa la escala de longitud
mas adecuada; [, que denota la viscosidad del fluido; r, que representa su
densidad; y Vavg, que es la velocidad promedio del flujo. Estos parametros son
extremadamente importantes para comprender cémo se mueve el flujo en los
microcanales. En el caso de muchos microcanales, podemos expresar L como
4A/P, donde A es el area de la seccion transversal del canal y P es su perimetro

mojado.



laminar flow

turbulent flow

Diagrama 1. Diferencias entre el flujo laminar y el flujo turbulento (Cheng et al.,
2022)

Esta relacion es un factor crucial que afecta directamente a la dinamica del
flujo en estos microcanales. Debido al tamarfio reducido de los microcanales, es
comun que el numero de Reynolds (Re) sea muy bajo, generalmente por debajo
de 100 e incluso a veces inferior a 1. En este rango especifico de numeros de
Reynolds, el flujo se caracteriza por ser uniforme y practicamente no presenta
turbulencias. La transicion hacia un flujo turbulento suele ocurrir cuando el numero
de Reynolds supera los 2000. El flujo laminar en los microcanales ofrece una
forma predecible para transportar moléculas. Es necesario resaltar, sin embargo,
que incluso cuando los valores de Reynolds son menores a 100, algunos
fendmenos relacionados con el impulso, como la separacién del flujo, pueden
seguir ocurriendo, lo cual destaca las complicaciones de la dinamica del flujo en

microcanales.

Tradicionalmente, el flujo microfluidico se lleva a cabo en canales cerrados
con dimensiones transversales del orden de 10 um x 10 um, utilizando diferentes
técnicas para mantener un flujo fluido robusto. Sin embargo, alrededor de 2005,
surgié la microfluidica abierta como una alternativa, superando al menos una
limitacion del sistema cerrado convencional al exponer el liquido al entorno
circundante, ya sea al aire o a otra interfaz liquida. La microfluidica abierta

presenta varios beneficios, como la facilidad de intervencion, una mayor area



interfacial entre gas y liquido, una reduccién en la formacion de burbujas y una
integracion fluida con el flujo impulsado por la tension superficial. Esto elimina la
necesidad de métodos externos de bombeo. La fabricacién de dispositivos para
microfluidica abierta es relativamente sencilla y econdmica, utilizando técnicas
como fresado, termocompresion y termograbado. Existen ejemplos especificos de
microfluidica abierta que incluyen canales abiertos, rieles fluidos en miniatura e
incluso aplicaciones en papel y alambres. No obstante, los sistemas abiertos
presentan desafios como evaporacion del liquido, contaminacion y limitaciones en

los caudales de flujo.

Por otro lado, la microfluidica de flujo continuo (Xuan et al., 2019) se centra
en el control preciso del flujo fluido en estado estacionario a través de canales
estrechos o medios porosos. Esto se logra mediante diferentes métodos de
actuaciéon, como fuentes externas de presién, bombas mecanicas, microbombas
integradas, fuerzas capilares y mecanismos electrocinéticos. Los dispositivos de
flujo continuo son utiles en aplicaciones bioquimicas simples y bien definidas, asi
como en separaciones quimicas. Sin embargo, su adaptabilidad para
manipulaciones complejas de fluidos puede ser limitada debido a los desafios que
enfrentan en términos de integracién y escalabilidad. Estos sistemas con canales
cerrados tienen parametros variables a lo largo del flujo, lo que restringe su

capacidad para reconfigurarse y tolerar fallos.

Por otro lado, la microfluidica basada en gotas o Droplet (Matuta et al.,
2020) permite controlar volumenes discretos de fluidos en fases inmiscibles con
numeros bajos de Reynolds y regimenes laminares. Este subcampo ha generado
un gran interés debido a sus ventajas como la manipulacion conveniente de
pequenos volumenes, una mejor capacidad para mezclar sustancias, encapsular
muestras o clasificarlas, asi como detectarlas adecuadamente y ser apta para
experimentos altamente eficientes. Para tener éxito en esta area es necesario
comprender profundamente la generacion y las diversas operaciones logicas

relacionadas con las gotas como su manipulacion, clasificacion o fusién/ruptura.
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La microfluidica digital (Naderi et al., 2019) es una alternativa adicional que
implica controlar gotas individuales de volumen unitario de forma independiente.
Este enfoque permite crear sistemas flexibles y escalables con una gran
capacidad para tolerar fallos. Los métodos utilizados para actuar en la
microfluidica digital incluyen el electrowetting sobre dieléctricos, fuerzas
magnéticas, ondas acusticas superficiales, optoelectrowetting y actuacion
mecanica. Es importante destacar que la microfluidica digital se puede aplicar

tanto en configuraciones de chips abiertos como cerrados.

1.1.3. Sistemas de Microfluidica en Estudios Neuronales.

Las neuronas son células muy complejas que tienen caracteristicas
electroquimicas y estructurales detalladas que influyen en su funcionamiento. El
cuerpo celular de las neuronas tiene ramificaciones extensas que alcanzan
diferentes objetivos celulares y tejidos con propiedades quimicas y fisicas distintas
(Millet y Gillette, 2012). Comprender como las sefiales moleculares y fisicas
afectan la dinamica de las células nerviosas es un desafio debido a la dificultad
de reproducir el entorno microscopico in vivo en el laboratorio. A lo largo de los
afnos, se han desarrollado diversas técnicas in vitro para cultivar neuronas con el
objetivo de imitar los entornos naturales del organismo. Robert Campenot fue un
pionero en esta area, permitiendo estudiar, controlar y cultivar neuronas bajo
condiciones mas precisas (Campenot, 1977). En los dispositivos desarrollados por
Campenot, las neuronas cultivadas en una camara extienden sus axones hacia
una segunda camara, lo que permite controlar diferentes regiones neurales
(Campenot, 1977; Kimpinski et al., 1997). Este avance en el cultivo neuronal ha
permitido a los investigadores llevar a cabo analisis bioquimicos precisos y aplicar
tratamientos fisicoquimicos especificos en las fracciones aisladas de los axones.
De hecho, utilizando estos dispositivos se descubrié por primera vez el potencial
del factor de crecimiento nervioso para promover el crecimiento local de las

ramificaciones nerviosas (Campenot, 1977; Kimpinski et al., 1997).
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La combinacion de la idea original de Campenot con las ciencias fisicas y
las microtecnologias en desarrollo ha tenido un impacto revolucionario en el
disefio de estos dispositivos, o que ha permitido la creacion de dispositivos
complejos, integrados y altamente controlables (Millet y Gillette, 2012).

Inicialmente, los primeros dispositivos microfluidicos compartimentados
(CMD), basados en la tecnologia microelectronica, se usaban principalmente para
estudios a pequefia escala en los campos de la quimica y la fisica (Whitesides,
2006; Young y Beebe, 2010; Md Yunus, 2013). Fue solo a finales de la década de
1990 cuando estos dispositivos comenzaron a aplicarse en las ciencias de la vida:
primero para el analisis biologico en genética (por ejemplo, dimensionalizacion y
clasificacion de fragmentos de ADN) (Chou et al., 1999) y protedmica. Mas tarde
se combind el cultivo celular con tecnologias microfabricadas como objetivo para
desarrollar dispositivos miniaturizados (Md Yunus, 2013). Los primeros estudios
que enfocaron las tecnologias microfluidicas, micropaternidad y microfabricacion
hacia preguntas neurobiolégicas aparecieron en 2003 por Anne M. Taylor del
laboratorio Noo Li Jeon (Taylor et al., 2003). Por primera vez se describié un
dispositivo fabricado a escala micro para el cultivo neuronal con dos
compartimentos que permitian separar espacialmente los somas neuronales de
los axones (Park et al., 2006).

Este disefio simple pero innovador se ha convertido en una referencia
fundamental para muchos otros investigadores y laboratorios en todo el mundo, y
ha sentado las bases de los dispositivos comerciales disponibles hoy en dia. El
éxito de las plataformas microfluidicas en estudios biologicos se debe
principalmente a caracteristicas como el uso econdmico de materiales de
fabricacion y la manipulacion sencilla. Mediante la rapida creacion de prototipos y
la litografia suave, una tecnologia ampliamente utilizada para desarrollar moldes
flexibles geométricamente ahora es posible crear disefios microfluidicos originales
(Whitesides, 2006). Ademas, la capacidad para manipular pequefias cantidades
de reactivos y/o células, su portabilidad mejorada y alta reproducibilidad han

demostrado ser mejoras significativas en comparacion con los sistemas
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tradicionales de cultivo, lo que permite a los investigadores llevar a cabo analisis
de alto rendimiento (Young y Beebe, 2010; Gao et al., 2012; Tehranirokh et al.,
2013; Xiong et al., 2014). En conjunto, estas caracteristicas han permitido que la
tecnologia microfluidica se extienda rapidamente a una amplia gama de areas de
investigacién, brindando a ingenieros y bidlogos flexibilidad en cuanto al sistema
experimental y el disefio gracias a las numerosas opciones disponibles para la
fabricacion.

Ademas, la tecnologia microfluidica ha logrado replicar de manera efectiva
fendmenos biolégicos como las condiciones de flujo presentes en los capilares in
vivo (McDonald et al., 2000; Gao et al., 2012; Sackmann et al., 2014) y gradientes
quimicos. Esta innovadora aproximacion esta brindando nuevas perspectivas
sobre eventos neurobioldégicos que antes eran inalcanzables mediante las
técnicas tradicionales de biologia celular (Park et al., 2013). Desde el enfoque
minimalista de célula unica hasta la complejidad del formato “humano en un chip”,
hoy en dia se fabrica una amplia variedad de dispositivos microfluidicos en

laboratorios de todo el mundo.

1.1.4. Tipos de Sistemas de Microfluidica para estudios en diferentes

tipos celulares.

La investigacion actual se centra en dirigir la diferenciacion de células
madre hacia tipos especificos de células neuronales con funciones deseadas,
especialmente para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos como el
Parkinson. Lucumi Moreno y su equipo han desarrollado un método de
diferenciacion que dura 30 dias utilizando un sistema de microfluidos que combina
cultivo celular tridimensional y estimulacion quimica. Para lograr esto, utilizaron
sustancias como &cido ascorbico, CHIR, acetato de miristato de forbol, AMP
ciclico dibutirilo y factores de crecimiento (BDNF, GDNF, TGFB3), asi como
Matrigel para crear un entorno celular tridimensional. Ademas, emplearon dos

biorreactores de microfluidos (uno bidimensional y otro tridimensional).



13

Los resultados obtenidos mostraron una expresion significativa de tubulina
Blll, lo cual confirma la diferenciacién neuronal exitosa; también se observd una
disminucién en la expresion de tirosina hidroxilasa (TH), lo que indica una efectiva
diferenciacion hacia neuronas dopaminérgicas.

La eficiencia alcanzada fue del 19% en el biorreactor bidimensional y del
11% en el biorreactor tridimensional. Esto sugiere la hipotesis de que la menor
eficiencia en el sistema tridimensional podria deberse a una mayor dilucién de
factores paracrinos. Se ha propuesto ajustar la tasa media del flujo para mejorar
la eficiencia del proceso (Moreno et al. 2015).

En 2015, Yang y su equipo llevaron a cabo investigaciones relacionadas
con la diferenciacion neuronal, especificamente la diferenciacion de células madre
neurales humanas (hNSC) en células dopaminérgicas. Para lograr esto, utilizaron
una estrategia de cultivo conjunto con células madre mesenquimales humanas
(hMSC) que expresan GDNF como una sefializacion paracrina imitadora ( Yang
et al, 2015) Integraron esta plataforma de microfluidos con un sistema
tridimensional de cultivo celular en microcanales. Después de 5 dias de cultivo,
observaron una mayor expresion de marcadores neuronales (Tuj1 y MAP2) y una
disminucién en los marcadores del linaje glial.

La liberacion controlada del factor GDNF por parte de las hMSC
modificadas genéticamente facilitdé la diferenciacion exitosa de las hNSC en
neuronas dopaminérgicas dentro del entorno tridimensional proporcionado por la
matriz extracelular. Aunque se logré la diferenciacién dopaminérgica en ambos
experimentos, el método de cultivo conjunto demostr6 ser mas rapido en
comparacion con el protocolo basado en moléculas pequefias utilizado por
Moreno et al. Ademas, Choi et al. presentaron un dispositivo tridimensional sin gel
para el cultivo celular utilizando microfluidos para inducir la diferenciacion
neuronal a partir de células madre derivadas del tejido adiposo humano (hATSC),
obteniendo resultados positivos para las neuronas que producen acido gamma-
aminobutirico (GABA) bajo condiciones hipdxicas. Este estudio mostré un mayor

crecimiento y desarrollo de agregados celulares (neuronas) dentro de los
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microcanales, con la presencia de neuritas largas positivas para Tuj o NF160 en
comparacion con las células de control. También, se descubrié que el sistema de
microfluidos produjo un aumento en los niveles de neuronas GABA positivas, las
cuales representan aproximadamente el 60% de las células. Estas células
también se insertaron en la lesion de la médula espinal de ratones para su
evaluacion en vivo. Después de un mes desde la cirugia, las células madre hATSC
diferenciadas neuronalmente se convirtieron significativamente en neuronas
motoras positivas para NF160. El analisis CHIP/PCR demostré que la expresion
baja de oxigeno induce la expresién de HIF1a, lo que a su vez provoca un
aumento en la expresion de Wnt5A/B-catenina y Oct4 mediante una union directa
del HIF 1a a sus regiones reguladoras en el nucleo celular y activando asi al HIF 1a.
La via de sefializacién con catenina en hATSC conduce a la autorrenovacion y
diferenciacion hacia neuronas. Por lo tanto, se puede concluir razonablemente
que incorporar factores de sefalizacion como la proteina Wnt5 puede ser una
opcion mas segura y sencilla para diferenciar células madre, evitando asi técnicas
genéticas (Choi et al., 2015).

1.1.5. Aplicaciones de los Sistemas de Microfluidica en Daino

Cerebrales.

Las lesiones traumaticas, ya sea en el Sistema Nervioso Central (SNC) o
en el Sistema Nervioso Periférico (SNP), tienen el potencial de causar dafo a
largo plazo y afectar la funcién del cuerpo. Al estudiar como ocurren estos
procesos, podemos obtener conocimientos sobre los mecanismos que controlan
la regeneracion y degeneracion de los nervios. Este conocimiento puede
ayudarnos a desarrollar estrategias y terapias efectivas (Wang et al., 2009; Foaud
et al., 2009). Los modelos animales utilizados en experimentos vivos que simulan
diferentes tipos de trauma, como lesiones por impacto o cortes de nervios, han
sido fundamentales para comprender los diversos factores que influyen en los
resultados conductuales y la efectividad de los tratamientos. Sin embargo, estos

modelos animales son complejos y presentan desafios en términos de
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reproducibilidad. Ademas, requieren mucho tiempo y esfuerzo. Una limitacién
importante es que no pueden monitorear el proceso de regeneracién en tiempo
real ni estudiarlo a un nivel celular detallado necesario para una comprension

precisa del mecanismo involucrado (Schmith, 2003).

Por otro lado, los modelos in vitro ofrecen un sistema experimental donde
se pueden explorar las vias bioquimicas, patrones de expresion génica y cambios
fenotipicos a nivel individual del axdn. Esto es particularmente relevante cuando

se investigan lesiones.

El uso de técnicas de microfabricacion, como la fotolitografia, el grabado y
la deposicion, ha hecho posible la creacién de dispositivos llamados Lab on a Chip
(LOC). Estos dispositivos se fabrican utilizando materiales como vidrio, silicio o
poli(dimetilsiloxano) (PDMS) y proporcionan una plataforma para investigar y

modelar lesiones en los axones (Fitch et al., 2007).

Un campo donde las plataformas microfluidicas han ganado atencion es en
los estudios, especialmente con sistemas LOC compartimentados que utilizan
litografia blanda con PDMS. EI PDMS es una eleccién popular para estos estudios
debido a su bajo costo, flexibilidad, facilidad de fabricacién, biocompatibilidad y
transparencia optica (Kim et al.,, 2012). Estas plataformas cuentan con
compartimentos que separan los axones del cuerpo celular, lo que permite
controlar el microentorno. Esto simula escenarios del mundo real y facilita la
investigacidon sobre mielinizacion, crecimiento de neuritas, evaluacion de
medicamentos, vias de sefalizacion y estudios de redes en diferentes niveles de

organizacién bioldgica (Taylor et al., 2005).

Las plataformas microfluidicas son compatibles con dos tipos principales
de modelos de lesiones: lesiones quimicas/fisicas y replicacion del entorno
regenerativo. Al incorporar estas plataformas en sistemas de cultivo experimental,
los investigadores pueden manipular independientemente las respuestas tanto en

los axones como en el cuerpo celular. Como las plataformas para simular y



16

estudiar problemas neurolégicos provocados por traumas cerebrales o isquémicas

las cuales generan una cadena de problemas de salud hasta la muerte.

Los dispositivos de microcamara microfluidica son una herramienta
poderosa para separar fisicamente y de manera fluida los axones de los cuerpos
celulares y dendritas neuronales (Zhou et al., 2012). Después de sembrar estas
microcamaras en el soma neuronal, los cuerpos celulares y las dendritas quedan
confinados en la camara, mientras que los axones se extienden hacia la camara
terminal a través de surcos estrechos (de aproximadamente 450 um de longitud)
(Zhou et al., 2016) (Fig. 1A, B). Para crear un modelo in vitro de lesion y
regeneracion de axones del sistema nervioso central, utilizamos aspiracion al
vacio para eliminar los axones de las neuronas corticales de ratdén después de 14
dias en cultivo (DIV14), como se ha descrito previamente (Fig. 1C) (Taylor et al.,
2005). La tincidn inmunoldgica confirma que este método de axotomia por
aspiracion corta efectivamente todos los axones en la entrada a la camara
terminal, y los axones lesionados muestran una capacidad limitada para
regenerarse seis dias después de la lesion (Fig. 1D). Sin embargo, cuando se
elimina la proteina sintafilina anclada a las mitocondrias (SNPH), se promueve
significativamente la regeneracion axonal, como se observa en esta plataforma
microfluidica (Fig. 1D) (Huang et al., 2021).

Estos descubrimientos regenerativos estan en linea con las observaciones
realizadas en ratones knockout (KO) para snph, que muestran una mayor
capacidad de regeneracion del nervio ciatico después de sufrir una lesion por
aplastamiento (Zhou et al., 2016), asi como una mejora en la regeneracion axonal
del tracto corticoespinal (CST) y la recuperacion de la funcién motora después de
una lesién en la médula espinal (Han et al., 2020). Por lo tanto, tanto los estudios
in vitro como in vivo respaldan la idea de que facilitar el transporte mitocondrial
axonal contribuye a restablecer el suministro local de energia, promoviendo asi la

regeneracion del sistema nervioso central (ver revision de Cheng et al., 2022).
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Para simular el estrés isquémico y la subsiguiente degeneracién axonal en
las neuronas del sistema nervioso central, modificamos una condiciéon conocida
como isquemia-reperfusion (Zheng et al., 2019). En este experimento, sometimos
neuronas corticales maduras (DIV14) a un medio privado de oxigeno y glucosa
(OGD: 1% 02, 5% CO2y 94% N2, sin glucosa) durante un periodo de 30 minutos
para luego permitirles recuperarse durante 8 horas con un medio que contenia
oxigeno y glucosa (Fig.1E). Las neuronas maduras expuestas al tratamiento
OGD-R mostraron caracteristicas degenerativas distintivas, como axones con

forma irregular o fragmentados (Fig.1F).

Huang y colaboradores (2021) concuerda con el fenotipo de degeneracion
axonal causado por isquemia que se ha observado en neuronas cultivadas y en
los tractos de materia blanca del cerebro de ratones después de un episodio
isquémico (Cui et al., 2020; Liu et al., 2019). Estas plataformas experimentales,
que utilizan dispositivos de microcamara microfluidica, proveen sistemas modelo
confiables para estudiar la regeneracién de los axones del sistema nervioso

central después de lesiones e isquemia.

Esto amplia nuestro conocimiento sobre los mecanismos implicados en los
procesos de degeneracion y regeneracion de los axones. Ademas, estas
plataformas nos permiten analizar las redes de axones y obtener datos sobre la

ubicacién de las lesiones en relacion con las células del cuerpo.
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Figura. 3. Utilizacion de dispositivos de microcamaras para modelar la
regeneracion y degeneracion de los axones del SNC después de lesiones e
isquemia. A. Esquema de un dispositivo de microcamara que separa fisica y
fluidamente los axones del area soma-dendritica de las neuronas. Neuronas
corticales se cultivaron en la camara soma-dendritica (amarilla) en DIVO, y solo
los axones crecen en la camara terminal de axones (morada) a través de las
microestrias de 450 uym (recuadro rojo). B. La co-inmunotincion valida los
compartimentos de axones (etiquetados con BllI-tubulina) y los compartimentos
soma-dendriticos (etiquetados con MAP2). C, D. Esquema que muestra la
axotomia mediante aspiracion al vacio dentro de las camaras de axones (C) e
imagenes representativas de las camaras de axones que muestran la capacidad
relativa de regeneracion axonal 6 dias después de la lesién (D). Neuronas
corticales WT o snph KO fueron axotomizadas en DIV10 y marcadas con llI-
tubulina para la imagen 6 dias después de la axotomia. E, F. Esquema que

muestra el tratamiento con OGD-R dentro de la camara axonal (E) e imagenes
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representativas de las camaras de axones que muestran la integridad axonal
antes (izquierda) o después (derecha) del tratamiento con OGD-R. Neuronas
corticales en DIV14 fueron tratadas con OGD durante 30 minutos y reperfusion
durante 8 horas, seguido de la inmunotincion con Blll-tubulina. Nétese que el
estrés isquémico induce axones en forma de cuentas o fragmentados. Barras de
escala, 50 ym (B), 100 ym (D), 20 ym (F). La imagen (B) se adapt6 de Farfel-
Becker et al. 2019 (Derechos de Autor).

1.2. Aplicaciones regenerativas cerebrales: Matrices Cerebrales
descelularizadas

1.2.1. Matrices Descelularizadas: Tejidos Cerebrales

La ingenieria de tejidos es un campo que combina medicina regenerativa,
ciencia e ingenieria de materiales y biologia celular. Su objetivo es mejorar la
funcion corporal y reemplazar tejidos dafados, lo que ha tenido un impacto
significativo en el avance de la medicina en las ultimas décadas (A-D Brown et al,
2016). En esencia, se basa en la construccion de estructuras tridimensionales
complejas utilizando células y biomateriales. Uno de los aspectos mas importantes
en este campo es lograr que las células respondan a diferentes formas,
estructuras y sefiales. En general, existen tres tipos principales de ingenieria de
tejidos: ingenieria celular, sistemas de sefalizacion y andamios (Zang et al.,
2022). Los andamios juegan un papel fundamental al proporcionar una matriz
extracelular que permite el crecimiento celular en un entorno similar al tejido
natural. Por otro lado, los factores de crecimiento se utilizan para guiar y coordinar
diversas actividades celulares dentro del tejido. El proceso comienza tipicamente
con la fabricacibn de andamios biocompatibles que facilitan la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular para promover la regeneracion tisular ( Zang
et al., 2022).

Durante este proceso, el andamio proporciona estabilidad mecanica,

elasticidad y resistencia, ademas de crear un entorno favorable para el
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crecimiento de las células granulares (T. Rozario et al., 2010). Dada la importancia
del entorno bioldgico circundante en la determinacion del crecimiento, absorcion,
proliferacion y funcidn biolégica de las células implantadas, las propiedades del
andamio son especialmente relevantes. Se han llevado a cabo investigaciones
exhaustivas sobre diferentes aspectos relacionados con su composicidn,
estructura, funcion y técnicas de fabricacion debido a su valor en la ingenieria de
tejidos (Theocharis et al., 2016). Idealmente, los andamios utilizados en la
ingenieria de tejidos deben ser biocompatibles y biodegradables, con una
porosidad alta, interconectividad y una buena resistencia mecanica (Zhao et al.,
2022). Ademas, la estructura y forma de los andamios también se pueden utilizar

para regular la estructura, tamafno y morfologia de los tejidos regenerados.

Los andamios se dividen en categorias naturales y sintéticas. La categoria
natural incluye polimeros naturales como colageno, fibroina de seda y acido
hialurénico; mientras que la categoria sintética incluye polimeros sintéticos como
acido poliglicédlico (PGA), acido polilactico (PLA), acido polilactico-co-glicélico
(PLGA) y policaprolactona (PCL) (AA, 2020). No obstante, los materiales
mencionados anteriormente presentan algunas desventajas e limitaciones. Por
ejemplo, el biomimetismo estructural no es suficiente y a menudo los andamios
sintéticos no tienen los sitios necesarios para que las células se adhieran. Como
una estructura que conecta células y tejidos, los andamios disefiados con tejidos
actuan como una matriz extracelular natural que guia el crecimiento del tejido. La
matriz extracelular natural (MEC) es un material biomimético ideal para

proporcionar soporte a los tejidos.

La MEC ayuda a mantener la estructura celular y regula procesos como el
crecimiento, la proliferacién, la postura y la diferenciacion celular [8]. Ademas, las
sefales emitidas por la MEC son importantes para regular procesos de
supervivencia, migraciéon, proliferacion y diferenciacion celular mediante
diferentes sustancias bioactivas como factores de crecimiento y citocinas (Cramer

et al., 2020). Si consideramos que la ingenieria de tejidos tiene como objetivo
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principal imitar la ECM, debemos disefiar andamios que imiten su funcién y
apariencia para promover respuestas celulares. Sin embargo, la ECM natural esta
compuesta por multiples componentes complejos como proteinas y
glucosaminoglicanos, los cuales tienen proporciones de composicion y estructuras
espaciales muy complejas (Uhl et al., 2020). Por lo tanto, resulta dificil reconstituir
in vitro andamios con una composicion similar a la ECM utilizando métodos
fisicoquimicos convencionales. Ademas de ser complicado modelar su
composicién, también resulta desafiante simular en vitro su compleja

ultraestructura.

En general, existen diferentes métodos utilizados para preparar andamios
de matriz extracelular (ECM). Estos incluyen la fabricacién de hidrogeles a partir
de polimeros naturales, la sintesis de colageno por autoensamblaje, la impresion
tridimensional y la descelularizacion de tejidos. Sin embargo, todavia es un
desafio lograr una imitacion precisa del proceso de remodelacion de la ECM. Los
andamios que utilizan matrices extracelulares descelularizadas (dECM) ofrecen
numerosas ventajas debido a su similitud estructural y composicion con las ECM
presentes en distintos tejidos y érganos del cuerpo. La descelularizacién tisular se
ha establecido como un método eficaz e importante para preparar andamios

biomiméticos que imiten las caracteristicas de la ECM.

1.2.2. Funcion de las matrices Descelularizadas en la Plasticidad Neuronal.

La investigacion en sinaptologia ha estado centrada en el estudio de la
matriz extracelular (MEC) difusa que rodea las sinapsis durante los ultimos diez
anos. Estudios realizados por Faissner et al. (2010), Senkov et al. (2014), Ferrer-
Ferrer y Dityatev (2018) y De Luca et al. (2020) profundizan en cémo la MEC
regula la formacion de sinapsis, su maduracién, asi como la funcion y plasticidad
sinapticas. Es importante destacar que las moléculas presentes en la MEC

perisinaptica afectan la transmision sinaptica al influir en los receptores de
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glutamato tipo AMPA (AMPAR). Esto se logra mediante la modulacion de los
AMPAR, facilitando el reemplazo rapido de receptores desensibilizados por
aquellos que aun son funcionales. Estos hallazgos discutidos por Heine et al.
(2008) demuestran como las moléculas perisinapticas influyen en mantener una
comunicacién sinaptica precisa durante estimulaciones rapidas y repetitivas.
Revelando finalmente que, las moléculas presentes en la MEC perisinaptica
juegan un papel crucial para equilibrar tanto la plasticidad como la estabilidad de

las sinapsis segun lo investigado por (Korotchenko et al. (2014).

Los experimentos in vitro que implican el clivaje del acido hialurénico (AH),
por otra parte, han demostrado que los sulfatos de condroitina (SC) con enzimas
como la hialuronidasa o la condroitinasa ABC pueden mejorar significativamente
el numero de puntos sinapticos y reducir al mismo tiempo la amplitud y carga de
las corrientes postsinapticas excitatorias en respuesta al glutamato en neuronas
hipocampales embrionarias (Pyka et al., 2011). Estos descubrimientos sugieren
que la matriz extracelular cerebral (MEC) regula tanto la cantidad de puntos
sinapticos como la densidad de receptores de glutamato en la membrana
postsinaptica a través de diversos mecanismos, aunque aun no se comprenden

completamente.

Ademas, se ha observado que la MEC perisinaptica ejerce control sobre
las funciones y movilidad de los receptores sinapticos, asi como sobre la difusion
de neurotransmisores y neuromoduladores en el espacio extracelular. Este
complejo vinculo se ilustra en un estudio realizado por Mitlohner et al. (2020),
quienes establecieron una conexion entre la actividad sinaptica, la
neuromodulacion y las reorganizaciones de la MEC mediante el aumento de los
niveles de cAMP, activacidon de receptores NMDA y sefializacién intracelular del
calcio. La descomposicion enzimatica o deficiencia molecular en la MEC puede
restablecer la plasticidad del tejido nervioso segun lo demostrado por estudios

previos (Pizzorusso et al., 2002; Carulli et al., 2010; Morellini et al., 2010; Happel
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et al., 2014), lo que destaca la influencia bidireccional entre la MEC y la funcién

sinaptica.

Por otro lado, la regulacién de los receptores de neurotransmisores en la
sinapsis tiene un impacto en la matriz extracelular (MEC) perisinaptica y en la
plasticidad sinaptica. En las neuronas corticales, cuando se modulan los
receptores de dopamina tipo D1, se produce una ruptura de los proteoglicanos
aggrecan y brevican mediante las proteasas ADAMTS-4 y 5, lo cual lleva a una
reestructuracion de la MEC perisinaptica (Mitldhner et al., 2020). Este efecto esta
mediado por la via PKA/CAMP y por la activacion de la cascada postsinaptica que
involucra a los receptores NMDA GIuN2B y a la quinasa dependiente del
calcio/calmodulina Il. Los lecticanos presentes en la MEC perisinaptica tienen un
papel fundamental en el mantenimiento de una potenciacion a largo plazo (LTP)
como base celular para el almacenamiento de memoria. La ruptura inducida por
dopamina de estos lecticanos puede regular la interaccion entre formas hebbianas
y homeostéticas de plasticidad para mantener la capacidad adaptativa de los
circuitos neuronales. A pesar del progreso alcanzado, todavia hay mucho por
descubrir acerca del vinculo mecanicista entre la activacion sinaptica y las

modificaciones en la MEC.

Adicionalmente, se han encontrado componentes similares entre las redes
perineuronales tipicas (PNNs) y la MEC perisinaptica, como lectinas,
glicoproteinas y proteinas ligantes (Lendvai et al., 2013; Sonntag et al., 2015).
Algunos de los componentes clave en la MEC perisinaptica identificados por
Dityatev y Schachner (2006) incluyen tenascina, trombospondina y pentraxina
neuronal.Sin embargo, aun hay dudas sobre si la matriz perisinaptica y las PNNs
difieren en la composicion relativa de sus componentes basicos o en la presencia
de moléculas especificas de la MEC en el cerebro. Tanto durante el desarrollo
como en las etapas maduras del sistema nervioso central (SNC), los astrocitos
liberan varias moléculas de la MEC que influyen en la formacion de sinapsis, la

actividad neuronal y la plasticidad. Esto resalta el papel crucial de los astrocitos al
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regular las sefiales proteicas de la MEC, el entorno microsinaptico y la diversidad
sinaptica a través de su comunicacion con las neuronas (Wiese et al., 2012;
Walker et al., 2020). El secreto astrocitico, que contiene moléculas sinaptogénicas
como trombospondinas, proteinas ricas en cisteina y proteoglicanos sulfatados
heparano, ejerce influencia sobre las neuronas y controla la plasticidad sinaptica
(Christopherson et al., 2005; Kucukdereli et al., 2011; Allen et al., 2012). Es posible
que ciertas moléculas especificas para la MEC perisinaptica sean producidas por
partes neuronales involucradas en las sinapsis, particularmente los procesos

perisinapticos de los astrocitos que forman parte activa de esta relacion tripartita.

En resumen, las interacciones multifacéticas entre la MEC y los procesos
sinapticos representan una relacion compleja y dinamica que requiere un mayor

estudio e investigacion.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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2.1. Planteamiento del Problema y Justificacion

2.1.1. La incapacidad del Sistema Nervioso Central en Regenerarse

El problema principal por investigar son los dafios cerebrales causados en
el Sistema Nerviosos Central, el cual no poseen capacidades regenerativas
auténomas en los adultos mamiferos. El cual es lo contrario al sistema nerviosos
periférico, ya que los axones se regeneran y permiten la fluidez de las funciones
el nervio periférico afectado. Los primeros investigadores en realizar experimentos
relevantes en estos temas fueron Aguayo y colegas en 1980, donde demostraron
gue neuronas del sistema nerviosos central poseen la habilidad regenerativa en
conjunto con los nervios del sistema nervioso periférico, dando lugar clave a que
ambiente extracelular donde se encuentre las células nerviosas del SNC es de

suma importancia para su regeneracion (Richardson et al., 1980).

Diversos factores extrinsecos de gran relevancia desempefian un papel
fundamental en la regulacion del proceso de regeneracion neural. Estos factores
incluyen los restos de mielina procedentes de axones lesionados, astrocitos,
fibroblastos, componentes de la matriz extracelular (ECM), microglia y células
inmunitarias de la sangre, que pueden estar presentes en el lugar de la lesién o
infiltrarse en él, lo que conduce a la formacion de una cicatriz glial (Brosius Lutz et
al., 2017; Kang et al., 2014). Las lesiones en el sistema nervioso central (SNC) se
encuentran con una eliminacion retrasada de la mielina del SNC, ya que las vainas
de mielina que rodean a las neuronas en el SNC estan compuestas principalmente
por oligodendrocitos. A diferencia de las células de Schwann, los oligodendrocitos
no experimentan una reprogramacion inducida por la lesion y no son eficientes en
la fagocitosis de los restos de mielina de la misma manera que lo son los
macrofagos. En consecuencia, las vainas de mielina no se eliminan eficazmente
de los sitios de lesidn, lo que resulta en un "fantasma" persistente de la trayectoria
anterior del axdén que puede permanecer durante afios después de la lesién

(Vargas y Barres, 2007). Esta falta de eliminacion de la mielina se convierte en un
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obstaculo para la regeneracion de los axones a través de areas dafiadas,

obstaculizando la restauracion de los circuitos neuronales (Filbin, 2003).

Después de una lesion en el SNC se forma la cicatriz glial por la accion de
los astrocitos, la microglia, las células de las meninges y los precursores de los
oligodendrocitos. La cicatriz restablece la integridad estructural del SNC, pero
también constituye uno de los principales obstaculos para el restablecimiento de
la integridad funcional, porgue constituye una barrera fisica y quimica para la
extension y reconexion de los axones mutilados durante la lesion. La cicatriz glial
se compone de matriz extracelular y de redes compactas de astrocitos, en donde
las moléculas expresadas dinAmicamente en tiempo y espacio generan un

balance que finalmente favorece la inhibicion de la regeneracién neuritica.

Los experimentos de las dos ultimas décadas han caracterizado bien los
inhibidores exdgenos del crecimiento neuronal y existen revisiones recientes (Yui.,
et al 2006) De ellos, las moléculas inhibidoras del crecimiento extrinseco mejor
descritas son las siguientes: la glicoproteina asociada a la mielina (MAG)
(McKerracher et al, 1994),Nogo (Chen, et al 2000), y la glicoproteina
oligodendrocitaria-mielina (OMgp)(Wang et al, 2002). Estas moléculas son
sintetizadas por los oligodendrocitos y se distribuyen en el revestimiento de
mielina de los axones del SNC. Los tres inhibidores de la mielina se unen al
receptor Nogo-66 anclado al glucosilfosfatidilinositol (NgR1), que se expresa en
muchas neuronas del SNC (Domeniconi et al, 2002). El tratamiento con el
antagonista NgR1 mejoroé el crecimiento de las neuritas de las células del GRD en
un modelo de cocultivo. También se ha implicado a otros receptores en la
mediacion del efecto inhibidor, como el NgR2 y el receptor B similar a la

inmunoglobulina emparejada (PirB) (Atwal et al, 2008).

Las otras moléculas del grupo principal que inhiben la regeneracion
neuronal son los inhibidores del proteoglicano de condroitina sulfato (CSPG). Los
proteoglicanos de condroitina 6-sulfato son producidos por los astrocitos y se

asocian a la cicatriz glial, que desempefa un papel importante en el fracaso
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regenerativo tras una lesion del SNC.EI neuroglicano 2 (NG2) (Rolls,. et al, 2009;
Fawcett., et al, 1999), el aggrecan, el brevican, el neurocan, el vesicant y el
fosfacan son todos miembros diferentes de la familia CSPG de moléculas de la
matriz extracelular. La propiedad inhibidora de los CSPG se ha atribuido a sus
cadenas laterales de glicosaminoglicanos (GAG), y se ha demostrado que la
eliminacion enzimética de las cadenas de GAG mediante la condroitinasa ABC
(ChABC) promueve la regeneracion de los axones tanto in vitro como in vivo
(Shen., et al, 2005). Recientemente, se ha identificado una proteina tirosina
fosfatasa transmembrana, la PTPg, como receptor de alta afinidad de la CSPG,
gue media su efecto inhibidor. A pesar de los convincentes datos in vitro sobre el
papel de estas moléculas inhibidoras del crecimiento, la eliminacién de las tres
proteinas inhibidoras de la mielina (Lee., et al 2010), o del NgR (Zheng.,et al
2005), no ha mejorado la regeneracion axonal del tracto corticoespinal. La
eliminacién enzimatica de la CSPG o la supresion genética de la PTPo (Fry.,et al,
2010) mejoraron modestamente el crecimiento axonal, aunque no esté claro si el
crecimiento observado es una regeneracion axonal del tracto largo o un brote de
los axones preservados. Asi pues, aunque las moléculas inhibidoras de la mielina
y el proteoglicano desempefian algun papel en la limitacién del crecimiento axonal,
es probable que existan limitaciones adicionales en el crecimiento regenerativo

axonal.

2.1.2. Impacto Social y Econémico de los Dainos Cerebrales y enfermedades
Neurodegenerativas a Nivel Mundial y en Panama

Las enfermedades neurodegenerativas y dafios cerebrales producen una
muerte progresiva de neuronas en diferentes partes o regiones del Sistema
Nervioso. Los trastornos del desarrollo y neurolégicos son muy prevalentes, y
dependientemente, generan una gran carga SOCIAL y ECONOMICA, no tan solo
para el pais, sino para sus familiares. De acuerdo con un estudio realizado por la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2018, las enfermedades
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degenerativas del cerebro como el Alzheimer acapara entre un 60% y 70% de los
casos de demencia en el mundo. En el caso de Panam4a, 47 mil panamefios
padeceran de esta enfermedad para el 2030, no obstante, en el 2018 ya hay 22
mil panamefos sufriendo de esta enfermedad, segun estudios de la Caja del
Seguro Social de Panaméd y la OMS. Estas cifras son preocupantes para un pais
con menos de 5 millones de habitantes. De aqui nace mi preocupacion y como
panamefia amante de la ciencia, deseo contribuir con mis primeros afios de
carrera como investigadora a esta rama de biologia molecular y neurociencia.
Ademas, en el 2019 mas de 40 mil panamefios padecen de Demencia Senil a la
cual la OMS reconoce como una prioridad de salud publica. De 10% a 15 % de
los pacientes mayores de 65 afios estan sufriendo problemas cognitivos que
consecuentemente la mayoria desarrollara la enfermedad del Alzheimer (Espino,
2019).

2.1.3. Biomateriales de Matrices extracelulares como respuesta ante dainos
cerebrales.

El sistema nervioso central (SNC) humano es un tejido biolégico muy
complejo, compuesto por neuronas y ceélulas de soporte denominadas glia (
Silberis et al., 2016). Junto con las neuronas, las células gliales producen y
ensamblan una matriz extracelular (MEC) organizada por completo que constituye
en un aproximado el 20% del volumen total del SNC adulto (Song et al. 2018;
Dzyubenko et al., 2016). La MEC se constituye principalmente de proteoglicanos
(aggrecan, brevican, neurocan y versican), glicosaminoglicanos (GAGs) (por
ejemplo, hialuronano), glicoproteinas (por ejemplo, tenascina-R y tenascina-C), y
niveles relativamente bajos de proteinas fibrosas como el colageno y la
fibronectina (Kong et al., 2022). Actualmente, se sabe que cada componente de
la MEC en el Sistema Nervioso Central realiza diversas funciones en el
crecimiento de las neuritas, la guia axonal, la migracién y diferenciacién celular,
asi como en la sinaptogénesis (DeQuach et al., 2022; Buckenmeyer et al. 2020).

El papel de las matrices descelulaizadas cerebrales o MECD en el proceso de
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regeneracion y reparacion de tejidos es de suma importancia. Uno de los primeros
estudios sobre descelularizacion cerebral se centr6 en la implantacion de
andamios descelularizados en la membrana corioalantoidea de embriones de
pollo para examinar la respuesta angiogénica inducida por los andamios de
dbECM. Tras la implantacion, los resultados mostraron que los andamios de
dbECM inducian una fuerte respuesta angiogénica, comparable a la del factor de
crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2), una citoquina angiogénica. Diferentes
estudios también mostraron que los andamios de dbECM soportan el crecimiento
sostenido ex vivo de diferentes tipos de células como las SC neurales murinas
(NSCs) (De Waele et al., 2015) y las células Neuro2a ( Granato et al., 2020) .
Ademas MEC descelularizada, estos andamios de médula espinal y cerebelo
también se han utilizado en aplicaciones de ingenieria tisular. Para ilustrar, se
implantaron en ratas andamios descelularizados de médula espinal con estructura
y composicién 3D preservadas y se analisé mediante andlisis inmunohistoquimico
la densidad de células CD4+/CD8+, los cuales se infiltraron en los andamios tras
la implantacion. Los resultados mostraron que las células CD4+ y CD8+ atacaban
los MEC descelularizada en una menor cantidad que un injerto de médula espinal
aldlogo. Existe la posibilidad que es debido a la eficacia del proceso de
descelularizacion que permitia eliminar la mielina y las células que podrian haber
iniciado una respuesta inmunitaria tras la implantacion (Gou et al., 2010). La
mayoria de los andamios, como la matriz a base de colageno, la gelatina, el
Matrigel y la fibrina, mejoran la supervivencia celular y proporcionan una imitacion
temporal de la matriz extracelular en terapias para lesiones cerebrales traumaticas
y accidentes cerebrovasculares (DeQuach et al, 2020). Sin embargo, no crean
completamente el microentorno (in vivo o in vitro) de la compleja MEC nativa del
cerebro. Esto se debe a que no existen componentes similares con su
combinacion unica de proteinas y proteoglicanos contenidos en la ECM cerebral
0 en sus regiones especificas (por ejemplo, corteza, cerebelo o areas restantes).
Sin embargo, nunca se ha probado por separado la capacidad de regeneracion

de la cdECM y sus subregiones para evaluar la regulacion de la supervivencia y
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diferenciaciéon de las células neuronales madre dentro de sistemas biomimeticos

de microfluidica.

2.2. Hipdétesis de trabajo

El Sistema Nerviosos Central presenta altas limitaciones en la temética de
regeneracion, a diferencia del sistema nervioso periférico que después de un dafio
los axones tienden a regenerar. Y esto es debido a que el crecimiento proximo es
inhibido por los oligodendrocitos, al igual que la formacion de cicatrices glial hace
decrecer la actividad de regenerativa del nervio. Los factores intrinsecos
inhibidores de proteinas asociadas a mielina juegan un papel de mayor relevancia
en la regeneracion en un adulto. Por otra parte, hay mucha evidencia que sugieren
gue la expresion de estas moléculas inhibidoras sean clave en los mecanismos

de neurodegeneracion en el SNC.

Los modelos animales han sido base primordial en el estudio de
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, los resultados de los estudios
realizados en animales muestran ineficiencia, como se puede comprobar y
evidenciar por fracasos en medicamentos farmaceuticos. Como respuesta, han
surgido desde el 2003 diversas plataformas que se han podido mejorar para
simular cultivos 2D y 3D neuronales y que ofrecen una facilidad al operador en
manejo a baja densidad celular como lo son los Dispositivos de Microfluidica.
Estos son plataformas capaces de albergar moléculas y hasta microorganismos a
dimensiones de 10-9 a 10-6 | ya que puede mantener la manipulacion de
cantidades minusculas de fluidos en su sistema de microcanales. AUn mas,
promueven usar estos dispositivos pre-fabricados para estudios de tejidos
neuronales o con un cierto aislamiento célula por célula para estudios individuales.
Haciéndolo factible y necesario para la realizacion de este proyecto. Por otra parte
teniendo la habilidad de estudiar la estructura neuronal, se ha estipul6é en segundo
plano la intervencién de regeneracion usando las matrices desceluarizadas

cerebrales por regidon (Corteza, cerebelo y areas remanentes). Actualmente, han
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sido utilizadas para hidrogeles y tipos de bioink para impresiones de tejido en 3D
donde presentan una biocompatibilidad con el cuerpo humano alta. Es por esta
razon que se desean investigar el uso de las matrices descelularizadas cerebrales
no tan solo para estimular a diferenciacion celular, sino para observar su rol en la

mecanica de regeneracion a nivel neuronal.

La presente investigacion se desarrolla bajo la siquiente hipétesis:

“Los sistemas de Microfluidica son una herramienta eficiente para
biomimetar un dafio cerebral e inducir reparacion nivel neurona mediante

factores solubles de matriz descelularizadas cerebrales”

2.3. Objetivo General y Especificos

2.3.1. Objetivo General

El objetivo general que conduce esta tesis es el siguiente:

1. Implementar un modelo mimético, basado en sistemas de microfluidica,
para el estudio de procesos de dafio cerebrales y recuperacion con

matrices extracelulares descelularizadas.

2.3.2. Objetivos Especificos:

1. Establecer un sistema Compartimentalizado de Microfuidica capaz de
mantener viabilidad y diferenciacion celular.

2. Caracterizar las matrices descelularizadas cerebrales extraidas de un
porcino, seccionando las regiones principales del cerebro: Corteza,
Cerebelo y Areas remanentes.

3. Mimetizar un dafio cerebral mediante un Modelo DOG (Deprivacion de

oxigeno y glucosa) in vitro con la linea celular PC12.
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4. Analizar el efecto recuperar de las matrices descelularizadas cerebrales

ante un modelo de dano cerebral en condiciones de laboratorio.
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REFERENCIAL



35

3.1. Los sistemas de microfluidica son aplicaciones biomédicas para
estudios neuronales (soma y axén) y modelos de danos cerebrales a
baja densidad celular in vitro

Aunque las neuronas se han cultivado y estudiado en modelos in vitro
durante décadas, la idea de los cultivos compartimentados no se generalizo hasta
finales de los afos setenta. El primer modelo comparmentalizado de neuronas con
segregacion del soma y el axdn en compartimentos fisicamente distintos y
quimicamente separados fue con el modelo de Campenot (Campenot et al., 1977).
Estas camaras se hicieron en una placa de Petri recubriendo una capa de grasa
de grasa en el fondo de la placa y colocando una capa de teflén reutilizable sobre
la de silicona existente. La capa de grasa actua como una barrera hidréfoba que
permite el quimicamente distintos para el soma y el axéon de las neuronas del
sistema nervioso periférico. Estos dispositivos se utilizaron con éxito en varios
estudios que abarcaban desde el transporte axonal hasta la regeneracion.
Ademas, el investigador lvins y equipo (1998) desarrollaron una camara
compartimentada utilizando cubreobjetos como barrera fisica en la separacion del
soma y los axones en cultivo. Estos dispositivos resultaron no ser versatiles para
estudios neuronales compartimentados debido a la complejidad de su fabricacion
y mantenimiento. Sin embargo no cabe duda que estos estudios fueron pioneros
en una nueva era de los sistemas de cultivo compartimentados en los campos de

neurociencia y neuroingenieria.

En consecuencia, aparecieron mas plataformas de estudios neuronales. El
desarrollo de un dispositivo de microfluidos de doble camara para la investigacion
en neurociencia por Taylor et al. (2005) gener6 intereses en seguir desarrollando
varios tipos de microfluidos para la investigacién en neurociencia. Las plataformas
y dispositivos de microfluidos para neurociencia se pueden clasificar ampliamente
en 1) interfaces eléctricas, 2) interfaces quimicas, 3) interfaces fisicas y 4)

interfaces que integran cualquier combinacién de las otras tres interfaces. Estas
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plataformas se estan aplicando ampliamente para cultivar neuronas, manipular
neuronas con la flexibilidad de manipular el cuerpo celular y los axones
independientes entre si, el tallo neuronal, diferenciaciéon celular,
neurofarmacologia, neuroelectrofisiologia, biosensores neuronales y modelos de
enfermedades (Kim et al., 2012). Estas plataformas de microfluidos también se
utilizan ampliamente en estudios involucrando varios tipos de células de soporte
neuronal como células de Schwann, astrocitos, oligodendrocitos e incluso

microglia.

Con este impulso se desarrollaron varias plataformas LOC. Los dispositivos
LOC ofrecen potentes alternativas a las técnicas in vivo e in vitro existentes en el
estudio de las lesiones axonales traumaticas (TAl). Proporcionar plataformas para
modelar y estudiar con resoluciones unicelulares con compartimentacion y control
preciso sobre los microambientes celulares. Pueden automatizarse, requieren una
pequeia cantidad de reactivos con posibilidades de multiplexacion y un alto
rendimiento. Los dispositivos LOC se han desarrollado para aplicaciones de
neurociencia que van desde entornos de lesiones que pueden emplearse en
neurociencia para modelar y estudiar las lesiones y la regeneracion, la
conectividad sinaptica y las redes neuronales vivas complejas (Reginensi et al.,
2013), ya que pueden lograr el aislamiento fluidico de los cuerpos celulares
neuronales de sus axones. Se desarrollan varios tipos de dispositivos de

microfluidos para aplicaciones en neurociencia (Taylor et al., 2009).

3.2. Los sistemas de Microfluidica influyen en estudios relacionados a
interaccion celular en co-cultivos neuronales y gradientes

bioquimicos.

Majumdar et al. (2011) disefiaron una plataforma de cocultivo de células
microfluidicas PDMS que permitié la manipulacién individual de varios tipos de
células con la colocacion de una valvula microfabricada que sirvi6 como una

barrera reversible entre las camaras. Como resultado, se mantuvieron cocultivos
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sanos de neuronas Yy glia del hipocampo durante varias semanas en condiciones
optimas. En particular, el cocultivo con glia proporcioné medios nutritivos para
mantener cultivos neuronales saludables, eliminando la necesidad de suministrar
a las neuronas medios de glia precondicionados, mejorando asi la eficiencia de
transfeccion de las neuronas en la plataforma. De manera similar, Shi et al. (2013)
fabricaron dos sistemas de cultivo de células microfluidicas PDMS, una
configuracion de capas verticales y una configuraciéon de cuatro camaras para
estudiar la comunicacion entre las neuronas y la glia en estrecha proximidad. Las
camaras estaban separadas por barreras de valvulas habilitadas por presion que
les permitian controlar la comunicacién entre los dos tipos de células. En este
estudio, el numero y la estabilidad de los contactos sinapticos, asi como los niveles
secretados de factores solubles, aumentaron en el sistema de cocultivo,
confirmando asi la importancia de la comunicacién entre las neuronas y la glia
para el desarrollo de sinapsis estables en plataformas de microfluidos. Robertson
et al. (2014) desarrollaron un sistema in vitro para examinar la interaccién sinaptica
entre dos poblaciones interconectadas de cocultivos mixtos de hipocampo
primario mediante la integracién de microfluidos con técnicas de imagenes de
calcio. Ademas, se verific6 un modelo computacional para caracterizar las
caracteristicas fluidicas del sistema y mejorar los protocolos experimentales
(evitar la contaminacion cruzada de sustancias entre cocultivos). Los resultados
revelaron que las neuronas y la glia, en cada una de las camaras separadas,
crecieron dentro de los microcanales donde interactuaron fisicamente y formaron
sinapsis. Ademas de esto, la funcién de la sinapsis entre neurona y glia se
confirm6é mediante imagenes de calcio. Yang et al. (2012) fabricaron una
plataforma de matriz de microfluidos para modular la diferenciacion de hNSC en
un microambiente ECM 3D utilizando la recapitulaciéon de la accién paracrina de
células madre mesenquimales humanas (hMSC) genéticamente modificadas. Las
hMSC se disefiaron genéticamente para aumentar la expresion del factor
neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) utilizando nanoparticulas de

polimero catidénico. Un estudio de simulacién producido mediante modelado
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matematico del GDNF acumulado secretado por hMSC disefiadas confirmé que
se podria crear una senalizacion de factores secretados similar a la in vivo en un
hidrogel ECM 3D en el sistema de microfluidos. Especificamente, en los canales
centrales del sistema de microfluidos, que se llenaron con un hidrogel ECM 3D,
se cultivaron hNSC y se cultivaron hMSC que sobreexpresan GDNF (GDNF-
hMSC) en los canales a cada lado del canal central. En el cocultivo de hNSC con
GDNF-hMSC en el sistema de microfluidos 3D se observé una diferenciacion
reducida de hNSC en células gliales y una mayor diferenciacion de hNSC en
células neuronales, incluidas las neuronas dopaminérgicas. Ademas, las células
neuronales demostraron caracteristicas electrofisioldgicas funcionales similares a
las de las neuronas. Finalmente, se utiliz6 un modelo animal de lesion cerebral
hipoxico-isquémica para confirmar la capacidad paracrina mejorada de las GDNF-
hMSC. Parque y col. (2020) fabricaron una plataforma de cocultivo de microfluidos
circular donde se cocultivaron neuronas embrionarias del SNC y oligodendrocitos
(OL) postnatales en dos compartimentos separados que estaban conectados por
conjuntos de microcanales que guian los axones. Estos canales de microfluidos
permitieron el aislamiento fisico de los cuerpos celulares, pero no de los axones,
y mantuvieron el aislamiento fluidico. Las neuronas embrionarias del SNC y los
progenitores OL posnatales se cultivaron conjuntamente en la plataforma durante

hasta cuatro semanas para estudiar la interaccion axén-glia y la mielinizacién.

3.3. Las matrices extracelulares cerebrales son consideradas
fundamentales para el desarrollo de la actividad sinaptica neuronal.

La matriz extracelular (MEC) juega un papel fundamental en la regulacién
del entorno que controla el desarrollo y la actividad de las células nerviosas. La
MEC se encuentra entre las neuronas y las células gliales, y es influenciada por
la liberacidon de diversas moléculas por parte de estas células, lo que contribuye a
su composicion. A medida que el sistema nervioso central (SNC) se desarrolla, la

MEC experimenta cambios importantes que respaldan procesos como la
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formacion de nuevas neuronas, células gliales, sinapsis, migracion celular,
crecimiento axonal y orientacién (Bandtlow y Zimmermann, 2000; Faissner et al.,
2010). En la edad adulta, la MEC influye en aspectos como la supervivencia
celular, plasticidad neuronal, respuesta a dafios y regeneracion (Meredith et al.,
1993; Grimpe y Silver, 2002; Dityatev et al., 2010; Kwok et al., 2011).

Los cambios en el desarrollo de la MEC implican modificaciones tanto en
cantidad como en composicion. Durante el desarrollo embrionario temprano, hay
una alta proporcion entre MEC y masa celular que disminuye gradualmente hasta
el momento del nacimiento. Al mismo tiempo, durante este periodo también se
producen cambios en las proteinas de la matriz extracelular y los patrones de

sulfatacion de los proteoglicanos (Miyata et al., 2012).

La composicion de la matriz extracelular (MEC) en adultos experimenta un
cambio al finalizar el periodo critico, momento en el cual se observa una mejora
en la plasticidad sinaptica tanto a nivel estructural como funcional (Galtrey y
Fawcett, 2007; Carulli et al., 2010). En el sistema nervioso central adulto, la MEC
se caracteriza por la expresion diferencial de moléculas y la presencia de redes
perineuronales (PNN), lo que limita en gran medida la reorganizacién de procesos
y el crecimiento axonal (Bruckner et al., 1993; Dityatev et al., 2007b; Carulli et al.,
2010). A pesar de esta restriccion, el sistema nervioso central adulto aun mantiene
su capacidad para experimentar cambios estructurales, y esta revision explora

cémo manipular la MEC puede contribuir a potenciar dicha plasticidad.

3.4. EIl funcionamiento de la matriz extracelular y de la cicatriz glial en
enfermedades neurodegenerativas como derrame, traumas
cerebrales e Isquemia.

Después de sufrir un accidente cerebrovascular isquémico, diferentes
moléculas inhibidoras del crecimiento se expresan de manera distinta en la regidn
cercana al area afectada. Especificamente, se observa un aumento significativo

de las proteoglicanas de sulfato de condroitina (CSPGs) producidas por la
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astrocitosis reactiva en una pequefa area adyacente al nucleo del infarto donde
ocurre una muerte celular parcial (Katsman et al., 2003). Estas CSPGs reguladas
al alza, como el neurocan, fosfacan, brevicano y NG2, son similares a las
encontradas en otras lesiones del sistema nervioso central (McKeon et al., 1999;
Asher et al., 2000; Jones et al., 2003; Matsumoto et al., 2008). Cabe destacar
especialmente el aumento considerable del versicano alrededor del area afectada
por parte de las células precursoras de oligodendrocitos (OPCs), que son células
asociadas con la formacion de cicatrices en el sistema nervioso central (Fawcett
y Asher, 1999; Asher et al., 2002; Carmichael et al., 2005).

Curiosamente, en areas mas distantes del area afectada por el infarto, se
observa una disminucion en la cantidad de CSPGs inhibidoras, especialmente en
las redes perineuronales (PNNs), lo cual respalda la idea de que una parte de la
region cercana al infarto crea un entorno propicio para el crecimiento axonal
después de un accidente cerebrovascular (Katsman et al., 2003; Hobohm et al.,
2005a; Karetko-Sysa et al., 2011). Recientemente, se han realizado
investigaciones sobre los efectos de manipular las CSPGs mediante el tratamiento
con la enzima condroitinasa ABC (ChABC) después de un accidente
cerebrovascular in vivo (Hill et al., 2012; Soleman et al., 2012). Inicialmente se
demostr6 en un modelo de accidente cerebrovascular isquémico en ratas
ancianas que el tratamiento intrarraquideo retardado con ChABC promovia la
recuperacion sensoriomotora de las extremidades anteriores. El tratamiento
fomentd la ramificacion colateral del tracto corticoespinal desde el hemisferio no
afectado y se cree que la mejora funcional se debe a cambios plasticos en el
circuito espinal, ya que ChABC no promovié proteccion neuronal. También se
observd que ChABC descomponia las PNNs alrededor de las neuronas en la
médula espinal, lo cual potencialmente reactivaria su plasticidad (Soleman et al.,
2012).

Se ha observado que la respuesta del cerebro ante lesiones cambia a
medida que envejecemos, lo cual afecta la plasticidad y la neurofisiologia en

personas mayores (Badan et al., 2003; Ward, 2005; Esiri, 2007). Es importante
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destacar que estos hallazgos respaldan aun mas la idea de que el ChABC puede
mejorar la recuperacion al aumentar la plasticidad de la médula espinal en un
sistema nervioso central envejecido después de un accidente cerebrovascular
isquémico. Esto se alinea con investigaciones anteriores que han demostrado
como el ChABC puede influir en la plasticidad de la médula espinal en adultos
(Galtrey et al., 2007; Cafferty et al., 2008; Tom y Houle, 2008). Ademas, se
evaluaron los efectos del ChABC y una proteina estimulante del crecimiento
llamada heparan sulfato proteoglicano (HSPG) en la regién cercana a un area
afectada por un accidente cerebrovascular isquémico (Hill et al.,, 2012). El
tratamiento implicd una infusidn directa dentro de esa area y se observo una
reduccion en el grosor de las cicatrices gliales astrociticas junto con un aumento
en los niveles de una proteina asociada a los microtubulos. Ademas, se demostro
que tanto el tratamiento con ChABC como con HSPG podian promover mejoras
en la recuperacién motora, posiblemente relacionadas con cambios en factores

de crecimiento y procesos neuritogénicos (Hill et al., 2012).

En resumen, estos estudios en conjunto muestran que apuntar a las
CSPGs, ya sea cerca del area afectada por el infarto o en otras partes del sistema
nervioso central después de un accidente cerebrovascular, puede promover la
recuperacion funcional. Esto sugiere que ChABC podria ser un candidato

terapéutico para tratar el accidente cerebrovascular isquémico.
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3.1. Cultivo celular en suspensién y adherencia con la linea celular PC12:

Para el disefio experimental se utilizo la linea celular PC12 (CRL-1721) de
la empresa ATCC. Esta linea celular fue mantenidas a 37° C, 5% CO, por 2
semanas para la realizacion de pases. El medio de cultivo empleado para su
mantenimiento fue el siguiente: DEMEM/F12 suplementado con 10% de suero de
caballo, 5% suero fetal bovino y 1% de estreptomicina/penicilina. Los pases 3-7
fueron utilizados para las placas experimentales. Para la adhesion celular, poli-D-
lisina (0.5 mg/ml) fue usada para el recubrimiento de la superficie de las placas en
todos los experimentos, segun las publicaciones cientificas mas populares
(Wiatrak et al., 2020; Mazia et al.,1975). Una vez recubierta las placas, se
incubaron por 2 horas a 37° C y 5% CO,, se lavaron 2 veces con PBS y se
sembraron las células PC12 a una densidad: 5 x 10* células/ml (placas de 24

pocillos) y 2.5 x 103 células/ml (placas de 96 pocillos) (Diagrama A).

Cultivo en Cultivo en U,
PC12 Suspensién adhesion ;OOO o 20
: 00 Q0
et ol lo]
— —_— — | 00000000000
Descongelamiento celular: PC12 Expansion Celular Estimulacion a
Medio: DMEN/F12 Neuron-like
HS 5%, FBS 2.5% y 1% Pen/ NGF 50 ng/ml

strep.

Diagrama A. Cultivo celular de PC12 en suspensién y en adherencia por
para prueba en placas de 12 y 96 pocillos y para disociacién en caso de cultivos

dentro de los sistemas comparmentalizados de microfluidica.
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3.1. Establecimiento de Sistemas Comparmentalizados de Microfluidica
en condiciones de cultivo:

Los sistemas compamentalizados de Microfluidica fueron comprado a la

empresa XONA Microfluidics Inc (https://xonamicrofluidics.com/), ya que ellos lo

venden preensamblada y se selecciond el microchip 450X. El cual posee una
barrera de microranuras de 450 ym de longitud. Los mismos, estan hechos de
copolimero de olefina ciclica y estan preensamblados y son Oopticamente
transparentes. Lo que los hace unicos para microscopia confocal o de

fluorescencia (Diagrama B).

Primeramente, se procedid a explorar el sistema compamentalizado
mediante microcopia confocal. Se tomaron microfotografias de los microcanales
para adecuar el enfoque correcto, al igual que los pocillos principales (izquierda y

derecha).

Lo segundo que se realizé fue una prueba de evaporacion de medio y de
sustrato para asegurar la adhesion celular una vez plantadas dentro del
compartimiento celular. La prueba se realizé en lapsos consultados previamente

en referencias bibliograficas de investigadores que han usado el mismo sistema.

Finalmente, se realiz6 una prueba con un modelo diferente de cultivo,
fibroblastos epiteliales. Se revistié todos los pocillos y microcanales con un
sustrato de PDL (0.5 mg/ml) y un segundo sustrato de adhesion celular de matriz
extracelular de fibronectina (0.1 mg/ml). Luego de adherirse a los microchips los
sustratos, se procedio a lavar los pocillos 3 veces con PBS y por ultimo, se incubd
el microchip por una hora a condiciones de cultivo con medio DEMEM/F12
suplementado. Para la siembra, se cultivaron los fibroblastos a una densidad
celular de 2 x 10* en el compartimiento A del microchip. Después de 20 minutos,
los pocillos del microchip fueron rellenados con 125 ul de medios de cultivo

suplementado.


https://xonamicrofluidics.com/
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DIAGRAMA B. Descripcion completa del Sistema Comparmentalizado de
Microfluidica por parte del distribuidor XONA@chips.

Para la siembra de las células PC12 en los sistemas comparmentalizados
de microfluidica se procedio6 a disociar los cultivos con jeringas estériles de 21-19
de porosidad, y se sembréo una densidad de 2 x 10* en 10 ul de medio
suplementado. Los cambios de medio se realizaron cada 32 horas sin remover el
medio de cultivo de los compartimientos Ay B, para eliminar el riesgo de producir

burbujas en los microcanales.

3.1. Caracterizacion de Membrana Extracelular Cerebral Descelularizada:
Corteza, Cerebro y Areas Remanentes:

El tejido cerebral porcino fue extraido y diseccionado en tres regiones:
Corteza, Cerebelo y areas remanentes cerebrales. EI proceso de
descelularizaciéon fue ejecutado de acuerdo con la literatura consultada
previamente (Reginensi et al., 2020; Crapo et al., 2012; DeQuach et al., 2011)

(Diagrama C) la cual aplican la combinacién métodos fisicos y quimicos que
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propician una descelularizacion exitosa. Finalmente, los tejidos debidamente

descelularizados fueron liofilizados y refrigerados a -20° C hasta uso experimental.

Diseccion del Procesos de Procesos de Caracterizacion de
Cerebro Porcino Descelularizacion Liofilizacion de la dECM Porcina
dECM
[T a D
48 horas é‘k
R — - g
[ [l =3
(B ) =R
Se divide en 3 Procedimiento: Las secciones de ¢ Cuantificacion
partes: Cerebelo, 0.1% de SDS corteza, cerebelo y de ADNy de
Corteza y Areas 0.1% de DSS por 4 Areas remanentes Proteinas
Remanentes. Dias liofilizadas nativos y « Histologia
+ Lavados de 30 descelularizados. + Western Blot
min con Agua « Viabilidad
lonizada Celular

DIAGRAMA C. Esquema completo de flujo de trabajo para la implementacion
de las matrices celulares descelularizadas porcinas para estimulacién celular

en condiciones de laboratorio.

3.1.1. Cuantificacion de ADN

Para la extraccion del ADN de las 3 diferentes regiones cerebrales tanto
nativas como descelularizadas se realizaron en base a protocolos publicados
(Reginensi et al., 2020; Sambrook, 2001, page 549) con algunas modificaciones.
Se pesd 1 mg de tejido liofilizado, y se resuspendié en un buffer de lisado SNET:
20 mM de tri-HCL (pH 8.0), 5 mM de EDTA (pH 8.0), 400 mM de NaCly 1% ( W/v)
de SDS vy proteinasa K ( 20 mg/ml). Se incubd el tejido con el amortiguador de

lisado por 16 horas a 55°C. Luego, se afiadié un valor igual de volumen de fenol:
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cloroformo y se mantuvo en agitacién por 15 minutos a temperatura estandar. Se
centrifugd para separar las fases aguosas por 5 minutos a 14k RPM y se transfirio
a otro tubo. Se precipité el ADN anadiendo isopropanol y se refrigeré a -20 °C por
10 minutos. Finalmente, se precipité el ADN y se centrifugd por 15 minutos. Se
removié el isopropanol por decantacion y se lavaron los pellets con etanol al 70%
dos veces. Por ultimo, se dejé secar por 15 minutos a temperatura ambiente y se
disolvio el ADN en 100 ul de TE (pH 8.0).

Una vez obtenido el ADN de las tres secciones nativas y descelularizadas,
se procedié a cuantificar el ADN con un fluorémetro Quibit (Quibit tm 4 Fluorometer
with WiFi/ Cat Q33238, ThermoFisher Scientific) usando el reactivo Qubit 1x
dsDNA HS assay kit (Cat. No. Q33230/Thermofisher Scientific). Los controles
experimentales fueron las regiones nativas cerebrales para comparar el tejido

descelularizado.

3.1.2. Analisis Microbiolégico de Matriz Cerebral Descelularizada:

Se realiz6 una prueba microbiolégica con agar a las 3 secciones cerebrales
descelularizadas para verificar posibles contaminaciones en el cultivo en los
experimentos de estimulacién celular con matriz. Se tomé una pequefia alicuota
de 1 a mg de ECM descelularizada y se diluy6 en 0.5 ml de medio de cultivo (sin
antibiéticos). Se coloco una alicuota de 0.5 ml de cada muestra en sus respectivas
placas y se dejaron en una incubadora durante 48 h para el cultivo bacteriano. Se
tomaron imagenes de todas las placas en sus respectivos momentos finales para
observar cualquier signo de crecimiento de colonias. Con el propésito de descartar

alicuotas de tejido liofilizado descelularizado contaminadas.
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3.1.3. Analisis de Proteinas:

Para la cuantificacion de las proteinas dentro del entorno de las matrices
nativas y descelularizadas cerebrales, se uso el kit Pierce BCA Protein Assay (
Thermofisher N° 23225). En el cual se pes6 0.5 gramos del tejido liofilizado de
las tres secciones (Corteza, Cerebelo y Areas Remanentes) y se sonicé con lisis
buffer (TRIS-cloruro de hidrégeno 50 mM, pH 7,4, que contiene cloruro de sodio
150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1,2%, desoxicolato de sodio
al 0,5% y SDS al 0,1%. ) por 10 minutos y se incub6 a 4° C por 12 horas. Por
ultimo, se siguieron las indicaciones de fabrica del kit de cuantificacion de
proteinas, replicando 6 veces cada muestra. Se leyé el plato servido a 580 nm
con un espectofotometro/lector de placas de 96 pocillos (ACCURIS Modelo #
MR9600).

3.1.4. Andlisis de glucosaminoglicanos (GAG) y los proteoglicanos:

Dentro de este estudio se cuantificaron los glucosaminoglicanos (GAG) y
los proteoglicanos que contienen la matriz nativa y descelularizada cerebral
porcina porque proporcionan un apoyo biofisico esencial, incluso actuando como
andamios y manteniendo la hidratacion del cartilago. Ademas, desempefan un
papel vital en los procesos bioquimicos, incluida la adhesion y la sefalizacion

celulares. Este ensayo se realizd con “ Blyscan Sulfated Glycosominoglycan (
sGAG) Assay Kit” (Biocolor N° B1000) y se siguieron todas las instrucciones del

distribuidos. Como control de este ensayo se estipulo los nativos de cada seccion.

3.1.5. Western Blot:

El contenido de esta seccion experimetal fue realizado como los protocolos
de literatura realizada previamente revisada (Reginensi et al., 2020; Ha et al.,

2023). Con el tejido previamente liofilizado y mantenido a -20° C de la tres
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secciones, se procedid a lisarlos con la solucion amortiguadora RIPA
(Radioinmunoprecipitacién), compuesto con TRIS-cloruro de hidrégeno 50 mM,
pH 7,4, que contiene cloruro de sodio 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton
X-100 al 1,2%, desoxicolato de sodio al 0,5% y SDS al 0,1%. Luego, se procedio
a sonicar los tubos por 4 minutos, y se incubaron a 4°C por 12 horas. Una vez
uncubado, se procedio a centrifugarlo a 14,000 RPM por 20 minuto, y se recolectd
el sobrenadante guardandose con la solucion amortiguadora de carga con
bromofenol y B-mercaptoetanol hasta correr las muestras a -20°C. Para la
separacion de proteina mediante la electroforesis, se escogieron las
concentraciones de los geles en un ratio de 4%:12% de bis/acrilamida y con una
corrida a 125 V. Para la transferencia, se us6 una transferencia semi seca con un
Sistema de Trans-Turbo de Transferencia (Bio-Rad # 1704150). Luego, las
membranas se bloquearon con solucion salina tamponada con Tris con 0,05 % de
Tween-20 (TBS-T) y 5 % de leche descremada y se incubaron durante la noche
con ao-tubulina monoclonal de ratén (1:3000, T8203, Sigma Aldrich) y Neu
monoclonal de ratén. -N (1:1000, MAB377, Sigma Aldrich) y LAMIN A/C
monoclonal de ratén (1:500, Biolegend). Las membranas se lavaron en TBS-T y
se incubaron durante 2 h con anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP) (1:10000, HAF018, R&amp;D System). Como control se uso el
anticuerpo b-Actina monoclonal de raton (1:5000 Abcam) La deteccion de bandas
se realiz6 mediante quimioluminiscencia utilizando Western Blotting Luminol
Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA) y con el instrumento C-

Digit de LI-COR para revelacion del bandeo.

3.1.6. Analisis Histolégico:

Con tejido fresco y diseccionado en las tres partes principales a evaluar,
estos fueron seccionados en cortes de 2 x 2 mm?y fijados al 10% de formalina por

24 horas, en consecuente, se deshidrataron los tejidos en una serie de etanol a
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diferentes gradientes dos veces por el periodo de una hora (70%, 95% y 100%)
(Reginensi et al., 2020; Granato et al., 2020). Las muestras deshidratadas se
colocaron en xileno dos veces durante 1 h antes de su inclusion y bloqueo en
parafina (Leica Paraplast, N° de catalogo 39601006) dos veces durante 2 h. Las
muestras se seccionaron en un microtomo (Ted Pella, microtomo rotatorio manual
HMT-2260) ajustado a un espesor de 5 ym, se desparafinaron y se tifieron con
hematoxilina y tincién Eosina (H&E), azul de Coomassie, Alcian Blue, Luxol fast
Blue y PAS ( Periodic Acid-Shift) siguiendo protocolos estandar para el analisis
estructural, como se describié anteriormente (Siegert et al., 2017, Mungenast et
al.,, 2023). Las imagenes se adquirieron utilizando técnicas estandar de campo
brillante en un microscopio invertido IM70 (Olympus IM70, microscopio de

contraste-fase invertida).

3.1. Modelo de Deprivacion de Oxigeno y Glucosa (OGD) para estudio de
efecto de recuperacion de la Matriz cerebrales en células estimuladas
PC12:

En este experimento, las células PC12 se cultivaron en una placa de 96
pocillos hasta que alcanzaron el 80% de confluencia. Luego, se anadio el factor
NGF (concentracion de 100 ng/ml) a las células y se estimuldé hasta observar
diferenciacion durante 7 dias. Posteriormente, las células se lavaron dos veces
con DMEM/F12 y, a continuacion, se expusieron a condiciones hipéxicas durante
6 horas: incubacién a 37°C con 0,3% de 02, 5% de CO2 y 94% de N2 en una
camara de incubacion citocéntrica (controlador ProOx110, Biospherix) (Chua et
al., 2021; Singh et al., 2020) y medio condicionado hipdxico: DMEM/F12 suero
libre y glucosa (Diagrama D). Después de 6 horas, se pesaron 0,1 mg de ECM
liofilizada de corteza, cerebelo y areas restantes y se disolvieron en DMEM/F12
(500 ul). La matriz descelularizada cerebral de las tres regiones solubles se
utilizaron para estimular las células y monitorizar la tasa de recuperacién a las 8,

12, 24 y 48 horas. Se tomé como control negativo medio desoxigenado (DEMEN-
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libre de suero y glucosa), y como control positivo, células estimuladas con los
factores NGF y BDNF (100 ng/ml) para observar el efecto reparador de la MEC

descelularizada.

 Plan Experimental: MODELO OGD en Células P12

Camara de Hipoxia con Cultivo:
PC12 estimuladas (NGF:100 ng/ml)

| Camara de Hypoxia: 0GD 7 P’i"ICiPi° Estimulacion con deMC: Corteza, Cerebelo y Tronco Encefalico Firllal
' /4 L T

kb Comparacion: Factores Neurotroficos : BDNF y NGF

Diagrama D. Evaluacién de Privacion de Oxigeno y Glucosa (OGD) en
células tratadas previamente con el factor NGF (100 ng/ml) y su periodo de
recuperacion en intervalos de 8,12,24,48 horas de estimulacion con
factores neurotroficos y solubles provenientes de matriz extracelular

descelularizada cerebral.

3.2. Evaluacion de Viabilidad Celular: Estimulacion con Matrices
Extracelulares Cerebrales descelularizadas y su efecto en

recuperacion axonal.
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Durante el experimento, se midi6 la viabilidad de las células mediante el
ensayo de reduccidén mitocondrial. Para ello se us6 el ensayo XTT, conocido como
2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-carboxianilida. El principio de
este ensayo se basa en que las deshidrogenasas mitocondriales de células
viables reducen el XTT (que es amarillo en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS)) para producir un producto de formazan naranja. El ensayo se realiz6
siguiendo las instrucciones del proveedor (ATCC, XTT Cell Proliferation Assay
Kit/30-1011K). Las células se incubaron durante 4 horas a 37 °C con el reactivo
XTT, y se colocaron en un agitador orbital durante 1 minutos antes de medir la
absorbancia a 450 nm utilizando un espectrofotometro de microplacas Multiskan
FC (CAT. 51119000, Thermofisher) para evaluar la cantidad de producto formazan
en todas las placas. Los resultados se expresaron en porcentajes de viabilidad
(absorbancia medida) y se compararon con los controles en condiciones normales
de cultivo, asi como con los expuestos a factores neurotropicos (p.ej., NGF, BDNF)
y estimulacion con ECM de corteza, cerebelo y areas restantes para observar sus
efectos. Se evalud la viabilidad celular en presencia cdECM de tres regiones
diferentes tras condiciones de hipoxia (OGD, durante 6 horas) para analisis

posteriores.

3.3. Analisis Estadisticos:

Los datos obtenidos se analizaron en el programa GraphPad Prism 10.1,
igualmente, para la creacién de los graficos y el uso de diferentes pruebas
estadisticas como Tukey, t- test, ANOVA de una o dos vias. Se consideré el valor

p<0.05 estadisticamente significativo en todos los experimentos y como p< 0.001.
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Capitulo V

Resultados
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5.1. Los Sistemas Comparmentalizados de Microfluidica son capaces de
mimetizar el ambiente neuronal en co-cultivos y a baja densidad
celular.

A B

Figura 1. Dispositivos pre-ensablados de XONAChips para estudios
neuronales. A) Disefio X150 con doble compartimiento. B) Transparencia y

Traslucides del microchip XC150 para tomas microscépicas fluorescentes.

Los sistemas de microfluidos compartimentados son dispositivos o
plataformas que utilizan tecnologia de microfluidos para crear compartimentos
separados y aislados dentro de un solo dispositivo (Taylor,et al 2005). Estos
compartimentos permiten estudiar diferentes tipos de células o tejidos de forma
independiente mientras mantienen interacciones controladas entre ellos. En el
contexto del Sistema Nervioso Central (SNC), estos sistemas han sido
particularmente valiosos en el avance de la investigacion en neurociencia de
varias maneras como el crecimiento de neuronas en camaras separadas, creando
finalmente circuitos neuronales especificos que imitan la arquitectura del SNC con
mayor precision. Ademas, al cultivar diferentes tipos de neuronas en distintos
compartimentos, los investigadores pueden estudiar sus interacciones vy

comunicacién en condiciones controladas (Taylor & Li, 2011). Otra ventaja de los
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sistemas comparmentalizados es la observacién 2D-3D de las Interacciones axén-
dendrita. Las neuronas en el SNC tienen extensiones largas llamadas axones y
dendritas que se conectan con otras neuronas o células diana. Los sistemas de
microfluidos han sido fundamentales para estudiar la guia y el comportamiento de
los axones y las dendritas en entornos aislados, lo que ha llevado a una mejor
comprension del desarrollo y la regeneraciéon neuronal, como también el
transporte axonal, la sintesis proteinica d ellos axones, la regeneracion axonal y

la senalizacion axon-soma (Nagendran et al., 2018).

Estos sistemas han sido de gran ayuda en estudios neuronales que ahora
han sido industrializados y comercialmente vendidos (p.d XonaChips) pre-
ensamblados (Figura 1 A-B) y hechos de PDMS o plastico, adecuado para la
obtencidn de imagenes de fluorescencia a alta resoluciones. Han sido disefiados
con propiedades hidrofilicas permitiendo el ensamblaje de microchip a una capa
fina del Copolimero de olefina ciclica (COC) de los canales del microchip en la

parte inferior (Figura 1 B).

Para el desarrollo de esta investigacion se obtuvo el microchip Modelo
X150C (Figura 1 A), con un tamafio en base de 75 mm y 25 de ancho, debido a
la longitud de su barrera de microcanales, la que permite una elongacion axonal
de 150 um como estandar. Como se puede observar en la figura 2(A-B), describe
en su totalidad el sistema comparmentalizado, constituyéndolo en 4 pocillos de
reserva de medio de cultivo (Volumen total de 180 ul cada uno), una barrera
central de microcanales (3um de anchura) y 2 compartimiento (soma y axon)
adecuados para el cultivo de neuronas. Este tipo de dispositivo esta disefiado con
microsurcos que no solo aislan los axones, sino que también guia fisicamente los
axones para que se desarrollen en linea recta, lo que permite una facil
manipulacién experimental y analisis cuantitativo automatizado del crecimiento de
axones (Figura 2 B (Compartimiento A). Los pocillos reservorios de medio estan
conectados a dos compartimientos de microchip: se caracterizaron como

compartimiento A (soma /lado derecho) y compartimiento B (axén / lado izquierdo).
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Ambos sirven para cultivos celulares, depende del experimento que se realice.
Este tipo de microchip no posee un flujo constante, sino estable lo que dificulta la
induccién de liquidos (p. d medios de cultivo) dentro de los compartimientos. Para
lograr que los microcanales de la barrera central y los compartimientos no tuviesen
burbujas, se estandarizé un protocolo para realizar los reactivos que
proporcionarian la adhesion celular y el medio de cultivo dentro del microchip y se
procurd6 que todos los reactivos estuvieran a temperatura ambiente.
Primeramente, se utilizé un pre-sustrato XC para una mejor adhesion de la poli-L-
Lisina y fibronectina dentro de los compartimientos. Para la induccién de los
sustratos y medios se llenaron los reservorios superiores con 100 ul y se
esperaron 6 minutos para que fluyera dentro de ambos compartimientos y
traspasara los microcanales de la barrera central. Luego, se llenaron los
reservorios inferiores y se esperd 10 minutos para nivelacion del flujo en cabina
de flujo laminar. Para retirar sustratos y lavados se realizé el mismo procedimiento.
Todos los sustratos de adhesion se incubaron a 4° C por 16 horas, especialmente
los de sustratos provenientes de la matriz extracelular. Una vez revestido el
microchip con los sustratos, se agregdé los medios de cultivo de la forma
anteriormente descrita y se incub6 el microchip a 37°C y $§%CO2 por una hora
hasta siembra. Se tomd en cuenta que después de la siembra los compartimento
Ay B no deberian quedar vacios ya que esto propicia la creacion de burbujas en
microcanales conllevando a la muerte celular dentro del microchip. Para el
mantenimiento y evitar la evaporacion de medio de cultivo se calculd que un rango

de 20-32 horas se debe rellenar todos los reservorios del microchip.
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Reservorio

Microcanal

Coh)partimiéntos

Compartimiento B:
Induccion de Factores para
estimulacion celular
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Compartimiento A:
Induccion celular a
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Figura 2. Sistemas Comparmentalizados de Microfluidica con una longitud
de X150 um en los microcanales. A) Diagramas y medidas de las areas
relevantes del microchip: Microcanal (Area de cruce de los axones),
Compartimiento axonal de estimulacion y compartimiento somal y axonal.
B) Compartimientos A y B del microchip (soma y axén) para entendimiento

compartimientos principales para estimulaciones futuras.

En el marco de un estudio experimental, se llevé a cabo una siembra de
cultivo de prueba utilizando fibroblastos en sistemas Compartimentalizados. Este
experimento se extendio durante un periodo de 32 dias para observar la adhesion
celular dentro del microchip (Figura 3 A-B). Durante el desarrollo del cultivo, se
implement6 un protocolo riguroso que implicaba cambios regulares de medio de
cultivo. Cada 32 horas, se realizaban cambios de medio con el fin de proporcionar
a los fibroblastos las condiciones éptimas para su crecimiento y desarrollo en los

sistemas de microfluidica.
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La eleccion de fibroblastos como tipo celular y la utilizacion de sistemas
compartimentalizados de microfluidica permitieron un control preciso de las
condiciones del cultivo y la observacion detallada de las interacciones celulares
en un entorno microscopico. Estos sistemas proporcionaron ventajas significativas
en términos de observacion y manipulacién celular a nivel microscopico, lo que
facilitod la obtencion de datos valiosos sobre el comportamiento de los fibroblastos

a lo largo del periodo de 20 dias.

El objetivo final de esta siembra de cultivo de prueba en sistemas
compartimentalizados de microfluidica era comprender mejor las dinamicas
celulares y las respuestas a los cambios en el entorno celular a lo largo del tiempo.
Los resultados obtenidos en este estudio podrian tener aplicaciones importantes

en la investigacion biomédica y el desarrollo de terapias celulares.

Figura 3. Induccion de cultivo de fibroblastos epiteliales (A) dentro de los
compartimentos del microchip y mantenimiento como método de viabilidad celular.

B) Cuarto dia de mantenimiento celular dentro del microchip.
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5.2. Cultivos Celulares De Linea PC12 De feocromocitoma de la médula
suprarrenal de rata: Linea celular para modelos de biomimetismo de
daino cerebral con los Sistemas de Microfluidica.

Las células PC12 son una linea celular ampliamente utilizada en la
investigacion neurocientifica, especialmente para estudiar la diferenciacion
neuronal y la funcién de las células nerviosas (Figura 4 A-B). Y una de las razones
principales de usar PC12 en los modelos de investigacion es por la “Semejanza
con células neuronales”. Las células PC12 provienen de un tumor de médula
suprarrenal de rata y comparten muchas caracteristicas con las células
neuronales. Aunque son de origen tumoral, las PC12 son ampliamente utilizadas
como un modelo in vitro para estudiar la diferenciacion neuronal y la funcién de
las células nerviosas. El factor de crecimiento Neuronal NGF posee un efecto de
no multiplicacién celular y extension de neuritas (Greene, 1978; Soligo et al , 2019)
y no conlleva las células a un estado de apoptosis. Ademas, este factor
desempana un role esencial para la viabilidad y el mantenimiento de neuronas
simpaticas y sensoriales. Su ruta de accion va desde la union al receptor de
tirosina cinasa de alta afinidad, trkA, lo que resulta en la fosforilacion del receptor
y la activacién porterior de las vias PI3K, Akt y GSK3[3. Lo bueno es que su
activacion facilita las reorganizaciones estructurales no morfolégicas necesarias
en el citoesqueleto de las neuronas y sus extensiones (Hur et al, 2010; Hermida
et al., 2017)
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Figura 4. Crecimiento y mantenimiento de cultivo PC12 A) en suspensién y B) en
adhesién con PDL (Con. 0.5 mg/ml). Medio de Cultivo DEMEM/F12, 1%
Antibiotico, 15% DHS y 10% FBS.

En nuestro plan experimental, se estandarizé la siembra celular y su
estimulacién con el factor de crecimiento neuronal ( NGF a una concentracién de
100 ng/ml antes de realizar un cultivo dentro del microchip (Figura 5 A-B). En el
cual se logro una estimulacion estandar y completa al séptimo dia de estimulacion
a la misma concentracién 100 ng/ml. No se notd efecto alguno en la elongacién
de las neuritas después del dia 9-12. Se utilizaron jeringas de 21-19 Gauge en
tamafo para lograr una disociacion celular en unidad y garantizar una
estimulaciéon a una morfologia parecida a las de las neuronas. Una de las
observaciones realizadas en esta parte del proyecto fue la disociacion de las
células, entre mas estén separadas, aun mas se observaran elongaciones de
axones. Aunque queden en cluster, la diferenciacién ocurre, pero al dia 14, los
cluster con las células diferenciadas empiezan a levantarse. Como también, se
observd la migracion celular con cluster al estar presente en las camaras del

microchip hacia los microcanales. Ya que se estimulé previamente las células,
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antes de privar del factor NGF el compartimiento somal (A) por 4 dias y luego, solo
se estimuld el compartimiento axonal (B). Las células al dia 15 se juntaron el canal
y algunos cuerpos celulares cruzaron completamente hasta el otro lado (figura 6
A-F). Lo que nos confirma la necesidad de un cambio de linea celular para

proximos experimentos.

Figura 5. Induccion a Diferenciacion celular de PC12 con factor NGF
(Concentracion 100 ng/ml). A) Tercer dia de estimulacion con NGF. B) Quinto dia

de estimulacion dentro del compartimiento A del microchip.
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Figura 6. Diferenciacion a morfologia Neuronal con PC12 dentro de los
compartimientos somales del Microchip XC150. Para lograr el efecto de cruzo de
las neuritas en los microcanales, se estimulé con 10 ul de el compartimiento B
para el cruce de los axones. A) Dia 3 de estimulacién en compartimiento A. B) Dia
4 de estimulacién en compartimiento A Y B (10 ul de NFG). C) Dia 5 de
estimulacion con factor NGF en el compartimiento A. D) Dia elongacion de los

axones en la barrera central. E-F) Migracion celular de neuritas en microcanales.

Las PC12 al ser una linea de alta proliferacion celular y por su morfologia
de extension-neurita ha sido tomada como un modelo en diversos estudios de
neuroproteccion con farmacos ante traumas cerebrales, derrames, isquemia
cerebrales e hipoxia. Desde 1992 en estudios dedicados a la hipoxia e isquemia
(Carroll et al., 1992), se han ejecutado los modelos in vitro con la linea celular

PC12, empezando con estudios dedicados a los temas de oxidacion en la muerte
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neuronal por casos de hipoxia ( en ese caso de estudio , una hipoxia quimica con
KCN).Han sido de gran ayuda la PC12 para el desarrollo de nuevos farmacos con
investigaciones dedicadas, por ejemplo, a las propiedades y funciones de los
péptidos como el VIP ( Péptido Intestinal Vasoactivo) ( Sigalov et al., 2000) para
observar el efecto del lipofilico super activo del VIP (Stearyl-Norleucine17-VIP;
SNV) para la neuroproteccidén del efecto de una hipoxia de corto plazo, donde
tuvieron valores estables en la viabilidad celular mediante el test LHD. Por otro
lado, en estudios recientes, los modelos de PC12 se han usado para
investigaciones in vitro explorando los trastornos neuroldgicos, especialmente en
el contexto de la isquemia y la hipoxia, que pueden llevar a la rigidez de los
filamentos de actina, la neurodegeneracion y la disminucién de la plasticidad
sinaptica. Barbakadze y su grupo de investigacién (2023) trabajo la hipétesis
centrada en la posibilidad de que las hormonas tiroideas, actuando a través de la
integrina avpB3, modulen la reorganizacién de los filamentos de actina durante la
hipoxia y mejoren la supervivencia de las células neuronales. Reportando
finalmente que la hormona T3 desencadena una serie de eventos significativos.
Conduce a la desfosforilacion de la quinasa Fyn a través de la integrina avp3
(P=0.0010), influye en la proporcion de actina G/F (P=0.0010) y activa la via
Rac1/NADPH oxidasa/cofilina-1 (P=0.0069, P=0.0010, P=0.0045). En ultima
instancia, T3 demuestra la capacidad de mejorar la viabilidad de las células PC-
12 durante condiciones hipoxicas (P=0.0050) al involucrar los sistemas
reguladores aguas abajo dependientes de la integrina av33. Dando en conclusién
a conocer posibles implicaciones terapéuticas de las hormonas tiroideas en el
contexto de los trastornos neurologicos. Sin embargo, la linea celular PC12 es
usada comunmente como modelo celular por su alta multiplicidad celular, es
importante resaltar que las PC12 no son células neuronales naturalmente, poseen
un fenotipo similar al neuronal y su comportamiento. Si se desean modelos
certeros para ser llevados a terapias humanas, es recomendable cambiar el
modelo celular o trabajar modelos animales en si. Otros tipos de células como las

células progenitoras neuronales o las células pluripotentes son utilizadas para



64

analisis de respuestas especificas humanas antes traumas cerebrales o hipoxia,
mimetizando de una mejor forma el ambiente neuronal del cerebro humano.
Siendo este el 6rgano mas complejo del cuerpo humano y el cual no posee ciertas
caracteristicas cuando se estd en desarrollo (infantes), y unas de las
enfermedades que mas afecta a los neonatos y sus complicaciones al nacer es la
encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI) (Huang et al., 2022). Este grupo de
investigacion con el Dr Huang y su grupo de colaboradores (2022) realiz6 estudios
con el objetivo investigar el potencial terapéutico de las células estromales
ectomesenquimales derivadas de células madre pluripotentes humanas (hPSC-
EMSCs) en un modelo de rata de encefalopatia hipoxico-isquémica (EHI), una
complicacion grave en neonatos e infantes. Se compararon las hPSC-EMSCs con
las células madre mesenquimales derivadas del cordon umbilical humano (hUC-
MSCs) en cuanto a sus efectos neuroprotectores. Los resultados revelaron que
las hPSC-EMSCs mostraron una neuroproteccion superior, redujeron el dafo
cerebral, promovieron la neurogénesis y mitigaron las respuestas inflamatorias en
comparacion con las hUC-MSCs. Ademas, el medio condicionado (CM) derivado
de las hPSC-EMSCs tuvo efectos neurorestauradores, mejorando el crecimiento
de las neuritas y la diferenciacién neuronal. Este estudio resalta el potencial de
las hPSC-EMSCs para el tratamiento de la EHI debido a sus actividades
neuromoduladores multifacéticas, lo que sugiere una prometedora via

terapéutica.

En conclusién, la linea celular PC12 es usada por sus caracteristicas en
apariencia y comportamiento similar al neuronal, su alta proliferacién celular, bajo
costo y por la simpleza de manejo en modificaciones genéticas. A pesar de todos
estos puntos a su favor, los modelos aceptados para ensayos clinicos para
terapias de enfermedades neurolégicas se basan en resultados de células
humanas y del mismo linaje. Lo que nos quiere decir que la PC12 son grandiosas
para la estandarizaciéon de modelos e indicios de hipotesis para desarrollar a futuro

modelos adecuados a los objetivos de investigacion.
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La Matriz descelularizada del Cerebro porcino: Evaluacion
morfolégica y bioquimica de los procesos de descelularizacion.

Evaluacion Bioquimica:

Los proceso de descelularizacion realizados como los protocolos de
fueron exitoso como se presenta en la figura 7, donde los Nativos ( Figura
7 A-C) muestras un color rojizo diferente a los de los tejidos
descelularizados (Figura 7 D-F). Los tejidos descelularizados presentaron
una reduccion en peso y debilidad. Un vez descelularizados, fueron

liofilizados y guardados a -80 C.

Figura 7. Culminacion de procesos de Descelularizacion de la Matriz

extracelular cerebral descelularizada porcina. A) Partes del cerebro porcino

estimadas para el estudio de descelularizacion de matrices extracelulares:

Corteza, Cerebelo y areas remanentes SIN liofilizar. Resultados por seccién
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NATIVOS: A) Corteza, B) Cerebelo y C) Areas Remanentes.
DESCELULARIZADOS: D) Corteza, E) Cerebelo y F) Areas Remanentes.

Primeramente, se realizaron las pruebas microbiolégicas (figura 8 A-B)
con laintencidn de demostrar que las muestras liofilizadas no presentaran ninguna
evidencia de crecimiento de colonias tanto en las muestras nativas como
descelularizadas (Figura 7 C-F). Se enfatizd en la esterilidad del material
descelularizado ya que entraria en contacto con los cultivos celulares mediante
los medios suplementados para estimulacion. El periédo de la prueba fue de 48
horas el cual no presentaron colonias, dando en un 95% esterilidad para su uso

como proteina soluble para cultivos.

P1# Corteza DECM,

Tejido Liofilizado en
Medio de Cultivo Estéril

Figura 8. Caracterizacion y Solubilizacion de matriz extracelular cerebral
descelularizada porcina. A) Partes del cerebro porcino estimadas para el estudio

de descelularizacién de matrices extracelulares: Corteza, Cerebelo y areas
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remanentes liofilizados. B) Preparacion de tejidos en medio de cultivo para
evaluacion microbiolégica. C) Prueba control Negativo D) Resultados de Areas

Remanentes E) Corteza F) Cerebelo.

Como su nombre indica, una de las propiedades caracteristicas de la matriz
extracelular decelularizada (ECM) es la eliminacién del contenido celular en el
tejido, que generalmente se mide de forma indirecta a través de la cuantificacion
de ADN. Tras la diseccion del cerebro en tres subegiones distintas (es decir,
corteza, cerebelo y areas restantes), las secciones se procesaron de forma
independiente y se liofilizaron para su almacenamiento y evaluacién biomolecular.
La eficacia de nuestro protocolo de decelularizacion en la eliminacion de
componentes celulares se confirmé mediante diferentes ensayos. La
cuantificacion de ADN a través del ensayo de dsDNA QUBIT, después del proceso
de decelularizacion, reveld una considerable disminucion en el contenido de ADN.
El contenido de ADN en el tejido cerebral nativo varié entre las diferentes
subregiones y se redujo considerablemente después de la descelularizacion
(Figura 9 A). El cerebelo, que era la subregion del cerebro con mayor contenido
celular, mostré la mayor disminucion en la concentracion de ADN. En cuanto a la
corteza nativa disminuyd en un 88%, el cerebelo en un 90% en el cerebelo y del
92% en las areas restantes después del tratamiento de descelularizacion. Aunque
las condiciones iniciales de las tres subregiones del cerebro fueron variables (es
decir, el cerebelo tenia una concentracion inicial de ADN mucho mayor), mediante
los tratamientos quimicos vy fisicos, se obtuvo menos de 100 ng de ADN/mg. de
peso seco, como se puede observar en la electroforesis gendmica en la figura 9
C., las bases de pares para las muestras descelularizadas se muestran debajo de
200 como la literatura previamente revisada ( Reginensi et al., 2020) En cuanto a
las concentraciones de proteinas obtenidas del ensayo, el tejido corteza (nativo)
mantuvo un porcentaje total de 89.3% y su descelularizado 45.9%. En
consecuente, Cerebelo nativo, 88.7% (nativo), y su descelularizado 50.6%. Por
ultimo, las areas remanentes dieron un resultado de 81.3 % y 26%, su

descelularizado. El cual es un dato nuevo ya que previamente, el Dr. Granato y
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sus colaboradores ( 2011), cuantificaron la totalidad de proteinas de un cerebro
de raton , siendo el nativo el control para comprar sus resultados de
descelularizacién. En este caso se cuantificaron las subregiones cerebrales de un

porcino.
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Figura 9. Cuantificacion de ADN y Proteinas como método de verificaciéon
de procesos de descelularizacion para estandarizacion. A) Cuantificacion
de ADN ( ug/mg) de las tres secciones cerebrales: Corteza, Cerebelo,
Areas Remanentes. Escalera Molecular desde 2500 bp, 1000 bp, 500 bp.
B) Cuantificacion de proteinas de las subregiones del cerebro. C)
Electroforesis gendémica a 0.8%. D) Western blot. Andlisis de los
anticuerpos NeuN. El panel muestra los Descelularizados 1 (Corteza), 2(
Cerebelo),3 (Areas Remanentes) y los nativos 4 (Corteza), 5 ( Cerebelo) y
6 (Areas Remanentes) . Los controles positivos de estos experimentos son
las muestras nativas de los tejidos. Los valores de p significativos

estuvieron en p>0.05 (*), p>0.01 (**) y p>0.001 (***), clasificados en dos
vias ANOVA con Turkey post hoc analisis.
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5.3.2. Evaluacion Morfolégicas de las Matrices Extracelulares

Descelularizadas.

Ademas, se estudid la morfologia estructural del MEC nativa y
descelularizadas para entender su capacidad de conservar sus factores de
crecimiento. La integridad estructural y bioquimica de los andamios es importante
para promover la union, proliferacién y diferenciacion celular en el linaje neuronal.
La evaluacion histologica mediante tincion con azul de Coomassie, utilizada para
el etiquetado no especifico de proteinas totales, dio como resultado un color azul
fuerte y continuo en el tejido nativo que era comparable al del MEC
descelularizadas (Figura 11 J-R). Todas las secciones histolégicas también se
tineron con hematoxilina & eosina (Figura 12 A-l) para resaltar la eficiencia de la
eliminacion celular después del proceso de descelularizacién. De esta forma se
pudo comparar con otros procesos quimicos de descelularizacion el estado de los
tejidos y poder establecer un proceso exitoso para su solubilizacion en medios de

cultivo.
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Figura 10. Evaluacién de presencia de los proteoglicanos y GAGs. A)
Cuantificacion de GAGs ( ug/ml). Se tom6é como control el tejido nativo para
comparacion con el tejido descelularizado. B) Tinciones con Alcian Blue y H&E:

A) Corteza Nativa. B) Corteza Descelularizada, C) Cerebelo Nativo. D) Cerebelo
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Descelularizado. E) Areas Remanente Nativa. F) Areas Remanentes
Descelularizadas. Los valores de p significativos estuvieron en p>0.05 (*), p>0.01
(**), p>0.001 (***) y p> 0.0001 (****), clasificados en dos vias ANOVA con Turkey

post hoc analisis.

En términos generales, la matriz extracelular (ECM) del cerebro esta
compuesta principalmente por glicosaminoglicanos (GAGs) y proteoglicanos, con
cantidades relativamente pequefias de proteinas fibrosas como el colageno y la
fibronectina. Nuestros resultados indicaron que el material decelularizado
contiene componentes proteicos presentes en la ECM nativa del cerebro, y
también conserva GAGs sulfatados (Figura 10 A-B). A pesar del uso de SDS, el
proceso de decelularizacién pudo retener GAGs sulfatados y se observo que tenia
uno de los contenidos de GAG mas altos en comparacion con otros tejidos
reportados que han sido decelularizados. En cuanto, la corteza nativa obtuvo una
concentracion final de 19.08 ug/ml y su descelularizado, 20.16 ug/ml; Cerebelo
con 14.12 ug/ml y su descelularizado, 21.93; y finalmente, 20.73 ug/ml, y su
descelularizado 25.05 ug/ml. Se ha demostrado que los GAGs tienen un efecto en
el comportamiento celular, ya sea solos o en asociacion con otras moléculas. Si
bien es probable que nuestro protocolo de decelularizacion reduzca el contenido
proteico y de GAG en relacién con el tejido nativo, todavia somos capaces de
retener muchos de los componentes al eliminar mas del 95% del ADN. La
presencia de los proteoglicanos y GAGs puede ser un mediador importante del
comportamiento celular observado en nuestros estudios. Aunque queda una
pequefia cantidad de ADN en nuestra matriz cerebral, un estudio reciente
demostré que varios andamios de ECM decelularizados disponibles
comercialmente, a pesar de contener cantidades medibles de ADN, todavia se
pueden utilizar con éxito en la clinica (Yaldiz et al., 2022). Esto podria indicar que
existe un umbral de niveles de ADN para evitar una respuesta inmunitaria
negativa, o que los detergentes pueden alterar la estructura del ADN de manera

qgue no se desencadene la respuesta inmunitaria.
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NATIVO

H & Eosin

Coomassie

Figura 11. Histologia de Tejidos nativos de matriz extracelular: Nativa y
Descelularizada. Tinciones con Hematoxilina & Eosina: A-B) Corteza Nativa, C)
Corteza Descelularizada.D-E) Cerebelo Nativo, F) Cerebelo Descelularizado. G-
H) Areas Remanentes. 1) Areas Remanentes Descelularizadas. Tinciones con

Azul de Coomassie: J-K) Corteza Nativa. L) Corteza Descelularizada. M-N)
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Cerebelo Nativo. O) Cerebelo Descelularizado. P-Q) Areas Remanentes Nativas.
R) Areas Remanentes Descelularizadas. Escala 200 um.

NATIVO MECd

LUXOL

PAS

Figura 12. Histologia de Tejidos nativos de matriz extracelular: Nativa vy
Descelularizada. Tinciones con Luxol Fast Blue: A-B) Corteza Nativa, C) Corteza

Descelularizada.D-E) Cerebelo Nativo, F) Cerebelo Descelularizado. G-H) Areas
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Remanentes. |) Areas Remanentes Descelularizadas. Tinciones PAS (Periodic
Acid-Schiff): J-K) Corteza Nativa. L) Corteza Descelularizada. M-N) Cerebelo
Nativo. O) Cerebelo Descelularizado. P-Q) Areas Remanentes Nativas. R) Areas

Remanentes Descelularizadas. Escala 200 pm.

5.4. Modelo de Dano Cerebrales in vitro: Efecto de la Matriz Cerebral
Descelularizada en daino Cerebral.

La actividad mitocondrial también se midi6é en este estudio utilizando un
ensayo XTT para analizar la viabilidad celular en células PC12 con cdECM de las
tres regiones diferentes en un periodo de 48 horas. No se encontré un valor
diferencial significativo entre las células estimuladas con solucién vehiculo (control
negativo). NGF (control positivo) y tratamiento experimental con cdECM: ECM de
corteza, ECM de cerebelo y ECM de areas restantes. De esta forma se aseguré
la viabilidad celular de la MECd para estimulacién celular después de la

Deprivacion de Oxigeno y Glucosa (Figura 13 A-E).
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Figura 13. Evaluacién de viabilidad celular con la linea PC12. A) Grafico

de barras con Control (Cultivo en Normoxia con PC12 tratadas con NGF) y las tres
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subregiones evaluadas: Corteza, Cerebelo y Areas Remanentes (Solo tejidos
descelularizados). B) Control: PC12 tratadas con NGF (después de 48 horas).C)
PC12 tratadas con Corteza descelularizada. D) PC12 tratadas con Cerebelo
descelularizado. E) PC12 tratadas con areas remanentes descelularizadas. El
registro fotografico fue tomado después de la incubacion con MECd en 48 horas.
Los valores de p significativos estuvieron en p>0.05 (*), p>0.01 (**), p>0.001 (***)
y p> 0.0001 (****), clasificados en dos vias ANOVA con Turkey post hoc
analisis.Participacion en figura 9 del articulo “Exploring region-specific brain
decellularized scaffold and their role in oxygen and glucose deprivation recovery’,

con el autor principal Dr. Diego Reginensi.

Para investigar y analizar los efectos sobre la regeneracién/recuperacion
de la matriz extracelular cerebral descelularizada durante la privacion de oxigeno
y glucosa (OGD), la viabilidad celular se cuantificé en porcentaje de la absorbancia
tomada del ensayo colorimétrico XTT. No se agregd ningun periodo de
reoxigenacion después de realizar las 6 horas bajo privacion de oxigeno y glucosa
porque las caracteristicas neuroprotectoras no fueron una de las variables de los
estudios en este estudio, y el medio después de la OGD no se cambi6 para
mantener la liberacion de factores del cultivo a simular condiciones in vivo (Figura
14 A).Dentro de la experimentacion completa con la Deprivacién de Oxigeno y
Glucosa, surgié una incognita de ¢Cuanto duraria la reperfusién celular de las
PC12 cuando no estan tratadas con NGF? Se establecieron placas en paralelo en
normoxia (condiciones normales) y con PC12 no tratadas y tratadas (NGF), bajo
la técnica DOG por 6 horas (Figura 15 A-Diagrama). Los resultados obtenidos
indican que, a las 24 horas, sin ningun cambio de medio para una mejor simulacién
de los factores liberados inflamatorios durante una isquemia/hipoxia
(suministracion de glucosa y de vuelta a condiciones de cultivo celular), las PC12
tratadas bajan su viabilidad en un 38% y mientras que las PC12 no tratadas, baja
en un 65%. Finalmente, a las 48 horas, bajan a un 88% las células no tratadas y
las PC12 tratadas a un 47% (Figura B).
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Figura 14. Evaluacion de viabilidad celular después de dafio cerebral en
modelo celular PC12. A) Diagrama completo de disefio experimenta en normoxia
y en hipoxia. B) Gréfico de barras con Controles, DOG (6 horas) y los resultados
de la recuperacion evaluando: Factores neurotroficos ( NGF y BDNF) y factures
de matriz descelularizada cerebral ( Corteza, Cerebelo y areas remanentes del
cerebro). Los valores de p significativos estuvieron en p>0.05 (*), p>0.01 (**),
p>0.001 (***) y p> 0.0001 (****), clasificados en dos vias ANOVA con Turkey post
hoc analisis. Participacion en figura 9 del articulo “Exploring region-specific brain
decellularized scaffold and their role in oxygen and glucose deprivation recovery’,

con el autor principal Dr. Diego Reginensi.
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Figura 15. Evaluacion de recuperacion en viabilidad celular después de
dafio cerebral en modelo celular PC12. A) Diagrama completo de disefio
experimenta en normoxia y en hipoxia. B) Grafico de barras con Controles, DOG
(6 horas) y los resultados de la recuperacion evaluando: Factores neurotroficos (
NGF y BDNF) y factures de matriz descelularizada cerebral ( Corteza, Cerebelo y
areas remanentes del cerebro). Los valores de p significativos estuvieron en
p>0.05 (*), p>0.01 (**), p>0.001 (***) y p> 0.0001 (****), clasificados en dos vias
ANOVA con Turkey post hoc analisis. Participacion en figura 9 del articulo
“Exploring region-specific brain decellularized scaffold and their role in oxygen and

glucose deprivation recovery”, con el autor principal Dr. Diego Reginensi.

Después de DOG de 6 horas de insulto (565,68% de muerte celular), las
células PC12 se estimularon con cdECM (corteza 80,99% 5,373, cerebelo
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83,64% + 7,586 y areas restantes 75,34% = 8,410) para observar el potencial de
recuperacion (un total de 48 horas). Dando a conocer que la ECM cerebral
descelularizada es una herramienta para evitar la muerte celular y finalmente, la
apoptosis. En este estudio no se probaron las agresiones o insultos mayores a 6
horas de OGD o perfusiones después de 6 horas. Los factores neurotroficos que
mantienen la supervivencia celular se incluyeron en el experimento como control
positivo para comparar sus efectos neuroprotectores en condiciones
isquémicas/hipodxicas: NGF (84,16 +7,717) y BDNF (78,92 £8,822) ( Figura 15 B).

Como el efecto en la regeneraciéon de la MEC descelularizada no ha sido
probado en modelos in vitro o in vivo para isquemia cerebral, ictus o hipoxia
anteriormente, nos enfocamos en un modelo de DOG con células PC12 para
analizar la recuperacion de la viabilidad celular utilizando las diferentes regiones
descelularizadas del cerebro: Corteza, Cerebelo y resto de areas. Los efectos del
DOG (0,3 % O2) en PC12 similares a neuronas diferenciadas se evaluaron con la
reduccion de la actividad XTT después de 6 horas. Singh y cols. (2011)
describieron que el efecto de DOG de 6 h en adelante recae en la categoria de
respuesta de citotoxicidad y con una pérdida de mas del 25% de la viabilidad
celular. Luego, este punto de referencia se utilizé para determinar la concentracién
Optima de glucosa y el periodo de reoxigenacion para observar su interaccion y
dependencia para la recuperacion de las células PC12. Singh y Chen, de igual
forma realizaron un estudio similar en el 2023, y encontraron una reduccion de la
actividad de MTT después de 2 horas en adelante usando 0,3% de O2. Nuestro
experimento se basé en estos modelos anteriores (Singh et al., 2009) ya que
proporcionan la informacién necesaria para reproducirlo, la credibilidad y
consistencia para observar los efectos de recuperacion de la matriz extracelular
descelularizada. Segun los datos mostrados, la mayor actividad XTT se produjo
entre los lapsos de tiempo de 24-48 horas de estimulacién con el dECM del
cerebelo, siguiendo la corteza y el resto de las areas. La cdECM del cerebelo
proporciona ramificacion de neuritas a las células PC12 diferenciadas, mientras

que la estimulacién con cdECM de la corteza y las areas restantes alargé las
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neuritas existentes de las células. Existe data que establece que después del
proceso de descelularizacion del tejido cerebral, el factor BDNF todavia esta
presente ( Reginensi et al., 2023). Ademas, los GAG/PG se encuentran en el
cdECM como se muestra en la seccion de resultados en altos porcentajes.
Haciendo que todos estos factores neurotréficos y solubles contenidos en la matriz
extracelular del cerebro descelularizada pueden presentar una posibilidad de

regeneracion neuronal a largo plazo.

La matriz extracelular cerebral decelularizada posee un enorme potencial
para respaldar la proliferacion celular y mejorar la regeneracion del tejido neural.
Incluso el revestimiento para el cultivo de células neuronales hecho de cdECM ha
demostrado ser un eficiente acelerador de la formacién de redes en neuronas
primarias cocultivadas con células gliales (Diaz et al., 2022) en comparacion con
MaxGel y Matrigel. Esto se debe a que el cdECM es rico en glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, glicoproteinas y muchas otras sefiales bioquimicas que se pueden
utilizar en el crecimiento de neuritas, sinaptogénesis, estabilizacion sinaptica
(Dyitavet et al., 2010) y plasticidad relacionada con lesiones en modelos in vitro o
in vivo (Song et al., 2018). Segun el estudio de Terek, se establecio una plataforma
de matriz extracelular cerebral decelularizada con microportadores, y el resultado
fue una diferenciacion de cultivos de células progenitoras neurales (NPs) hacia la
linea de células oligodendrocitos. Su plataforma induce microarreglos derivados
de la matriz extracelular para apuntar a terapias de remielinizacion (Terek et al.,
2023). Otro tipo de plataforma que proporciona un enfoque para estudiar
oligodendrocitos funcionales a partir de células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs) humanas es la matriz extracelular cerebral alineada con un soporte
nanofibrilar electrohilado desarrollado por Cho y su grupo (2019). En este articulo
se demostrd que la cocultura con iPSC-OL con células neuronales inducidas en la
plataforma mejor6 el proceso de mielinizacion en los oligodendrocitos iPSC y la
funcion electrofisioldgica en neuronas diferenciadas a partir de iPSC. Ademas, su
plataforma cdECM con electrohilado nanofibrilar demostré ser efectiva para imitar

el entorno microambiental cerebral in vivo, promover la maduracion de iPSC-OL,
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la neurogénesis y la produccién de estructuras similares a vainas de mielina (Cho
et al., 2019).

Figura 16. Diferenciacion de Células Mesenquimales Umbilicales humanas con
estimulaciéon de 6 dias con Matriz extracelular de corteza Descelularizados
(Figura A) comparando con una diferenciacion con factores neurotréficos (Figura
B-C) : NGF/BDNF.

Resaltamos que MEC descelularizada es una herramienta poderosa que
puede hacer avanzar las aplicaciones clinicas con células madre debido a que
mejora la supervivencia celular y las interacciones de la ECM que influyen en la
funcionalidad de las células (Figura 16 A-C). Nuestros resultados mostraron que
quedan factores importantes en la Matrices descelularizada cerebrales por
explorar. Sin embargo, nuestros resultados finales establecen que mejoran la
supervivencia y la viabilidad funcional de las células después de una hipoxia a

cierto grado de severidad.
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CAPITULO VI

Futuras direcciones de la
Investigacion
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En base a los resultados obtenidos, podemos considerar los siguientes puntos

para desarrollar en un futuro:

Diseio experimental para la Privacion de Oxigeno y Glucosa con Células
Primarias Neuronales de forma quimica dentro de los sistemas tripartitos de
Microfluidica.

Hay evidencia cientifica que hay sustancias quimicas que simulan
totalmente lesiones cerebrales de isquemia como el cloruro de cobalto (1mM
CoCl2), deferoxamina (3 mM DFX), Azida de Sodio (2mM NaN3), y estas misma
conllevan la muerte celular por diferentes vias metabdlicas (Kim et al., 2015). El
factor HIF-a posee un role de respuesta celular ante la disminucion de oxigeno
(Heck-Swain et al., 2023). En las siguientes investigaciones experimentales, se
planea estudiar cuantificando la expresion del del factor HI-F ante la estimulacion
con matrices descelularizadas cerebrales (Corteza, Cerebelo y areas
Remanentes). Ademas, observar la longitud del crecimiento axonal del cultivo
mediante sistemas tripartitos de microfluidica después de la isquemia por periodos
de 0 horas- 72 horas después de la estimulacién con MECd cerebrales (Diagrama
E). Y finalmente, comparar los modelos de isquemias por diferentes medios
(fisicos y quimicos) para optimizacion de estos y proveer mayor similitud para ser

probado con diferentes farmacos de neuroproteccion.

Re-mielinizacién mediante co-cultivos con precursores de oligodendrocitos

durante isquemia quimica.

Existen en el cuerpo humano diversas poblaciones de oligodendrocitos
mielinizantes y no-mielinizantes. Ante una isquemia cerebral, ocurren dafos
irreversibles como una paralisis o incluso la muerte del paciente. En la actualidad
se conoce poco sobre el efecto de una isquemia cerebral en los oligodendrocitos.
Los unicos registros que se al logrado obtener son dependientes del tiempo del
dafio. Segun los laboratorios de la Dra. Maria José-Alvarez y Mario Villa-Gonzalez

del Departamento de Biologia de la Universidad Autonoma de Madrid,
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establecieron experimentos dependientes de tiempo para cuantificar la muerte de

los oligodendrocitos. Como resultado se obtuvo que durante una isquemia a largo

Disefo Experimental

Sistema Tripartito para Isquemia Qufmica In Vitro
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Diagrama E. Flujo de trabajo experimental para ejecucion de Modelo de
Isquemia Quimica y Estimulacion con MECd Cerebral Porcina para

comparacion y optimizacién de modelos in vitro en sistemas tripartitos.

plazo ocurre un incremento de oligodendrocitos en la zona afectada, mas,

una oligodendrogénesis.

Estos nuevos oligodendrocitos presentan un alto porcentaje de 3R-Tau y
4R-TAU, los cuales inducen un dinamismo en la red de microtubulos y, por ende,
mayor migracion a las zonas afectadas, para finalmente re-mielinizar los axones
lesionados (Villa et al., 2020; Tori et al., 2023). Segun estos experimentos previos,
recomendamos observar otras expresiones en los oligodendrocitos después de
una isquemia a largo y corto plazo durante una estimulacion con matrices

descelularizadas cerebrales como las isoformas de Tau, MBP, Gal C.
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Optimizar un modelo de isquémica con organoides cerebrales para estudio
u produccion de oligodendrocitos mielinizantes maduros.

Ademas de uso de los sistemas comparmentalizados de microfluidica, el
desarrollo de modelos in vitro mediante organoides cerebrales humanos permite
el estudio de diversas areas del cerebro por su parecido en estructuras 3-
dimensionales. Estos son ventajosos debido a que se pueden modelar
desordenes en un tejido humano sin el uso de modelos animales. Para aumentar
la complejidad de esta linea de estudio seria de gran utilidad explorar un modelo
optimizado de un organoide humano en condiciones de isquemia, en periodos de
corto plazo (0-12 horas) y de largo plazo (20-48 horas) con el propdsito principal
de estudiar la respuesta de los oligodendrocitos en proliferaciéon y migracion

celular.
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Conclusiones

En este trabajo de investigacion, presentamos una descripcidon general de
cémo la topografia y el flujo de microfluidos afectan el comportamiento neuronal,
ya sea por separado o en sinergia, con la ayuda de sistemas de microfluidos
innovadores. Ademas, destacamos la importancia de utilizar muchos estimulos
diferentes (por ejemplo, topografia, flujo de microfluidos, tensién de corte) para
simular el microambiente in vivo de manera mas apropiada. Se demuestran varios
sistemas de microfluidos para estudios neuronales centrados en el gradiente
(estimulacion quimica, perfusion), tension de corte y cocultivo. Los estudios
revelan la necesidad de desarrollar sistemas de cultivo celular biomiméticos in
vitro que permitan una simulacion mas cercana del microambiente in vivo para
promover el crecimiento neuronal. Sin embargo, los sistemas de microfluidos aun
no han aprovechado plenamente su potencial en el campo de la regeneracién
neuronal. De hecho, aunque el efecto del flujo de microfluidos sobre el crecimiento
neuronal se ha estudiado a fondo, el efecto combinado del flujo de microfluidos y

la topografia se limita a unos pocos estudios.

Las conclusiones mas relevantes son:

1. Las plataformas de microfluidicos funcionan para mimetizar dafos
cerebrales como hipoxias, y obsevar su crecimiento neuronal entre sus
microcanales como técnica de cuantificacion de desarrollo axonal y
sinapsis.

2. Las subregiones de matrices extracelulares de la corteza, cerebelo y
tronco encefalico mantienen factores neurofotroficos como el BDNF y
glicosacaridos despues de un proceo agresivo de descelularizacion con
detergentes ( Dexosicolato de Sodio y Dodecil Sulfato de Sodio),

principales constituyentes del Sistema Nerviosos Central.
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3. Esta iniciativa no solo busca replicar las condiciones in vivo de manera
controlada in vitro, sino que también propone un sistema de imitacion
de las lesiones cerebrales desde una perspectiva reduccionista,
ofreciendo asi una aproximacién novedosa y valiosa para avanzar en el
conocimiento de los desafios asociados con el dafo cerebral y la
recuperaciéon neuronal.

4. La parte experimental de esta tesis establece que las matrices
extracelulares (MEC) descelularizadas provenientes de diferentes
regiones del cerebro ( en este caso porcino), como la corteza y el
cerebelo, tienen un impacto significativo en la recuperacion de la
viabilidad celular en condiciones de hipoxia inducida por DOG en
células PC12.

5. Los datos sugieren que estas MEC sean descelularizados o nativos
pueden mitigar los efectos citotoxicos de la hipoxia, promoviendo la
recuperacion celular tras la reoxigenacion. La mayor actividad de XTT
observada en nuestras pruebas indica que las MEC descelularizadas
pueden preservar o restaurar funciones celulares cruciales bajo

condiciones de estrés hipoxico.
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