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Resumen

La migracién celular adquiere especial relevancia durante el desarrollo embrionario y la
regeneracion tisular. Durante el desarrollo del individuo adulto, las células se multiplican,
se diferencian y maduran, debiéndose de desplazar a sus regiones de destino mediante la
migracion. Una vez se ha formado el individuo adulto, estos tejidos de los que forman
parte pueden sufrir dafios, que conlleven a un estado alterado del mismo. En este
proceso de regeneracidn del tejido en un intento de reestablecer la homeostasis tisular,

la migracion celular es fundamental.

Por ellos, en esta tesis se analizan los factores mecdnicos durante la migracion celular en
desarrollo cerebral y en regeneracidn neural, como una herramienta fundamental para
entender estos procesos. En primer lugar, se analiza la idoneidad del uso de nanofibras de
PLA 80/20 funcionalizadas con la quimiocina CXCL12 como sistema andamio para la
migracién de las células de la glia envolvente olfatoria (OECs). Las OECs migran mayores
distancias sobre las nanofibras funcionalizadas, respondiendo asi al gradiente
gquimiotactico. Ademas, al sembrar las OECs y disponer las nanofibras funcionalizadas
paralelas y suspendidas, nos aporta un buen sistema para trasplantar las células de forma
direccionada en procesos de dafio neural como terapia. En segundo lugar, se analiza el
papel de los factores fisicos en la migracidn y disposicién de las células de Cajal-Retzius
(CRcs) y de su origen migratorio. Se realizan mediciones mediante BIO-AFM del cerebro
embrionario de ratén, obteniendo diferencias entre el palio y el subpalio. Estas
diferencias determinan las tasas de migracion diferenciales al trasplantar explantes de
diversos origenes fuera de su sitio habitual y analizar la migracién de las CRcs. Ademas,
las CRcs responden mediante entrada de calcio a la inhibicidn de canales catidnicos

mecanosensibles, cambiando su tasa de migracion.
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Preambulo

A lo largo de la historia, la biologia ha ido estudiando desde los procesos mas sencillos a
los mas complejos, abriendo un enorme abanico de conocimientos. Juntos con otras
areas cientificas se han ido sumando técnicas que han permitido un estudio en mayor
profundidad que nos permite evaluar de manera molecular lo que ocurre en los seres
vivos, desde su desarrollo hasta las etapas senescentes de la vida. Muchos son los
factores quimicos estudiados por la biologia que influyen en estos procesos. Aunque no
resulte evidente, la aplicacidon de técnicas y modelos fisicos nos ha permitido explicar
algunos de estos procesos quimicos y biolégicos que tienen lugar en los seres vivos.
Gracias a las diferentes mediciones de los procesos bioldgicos simples, podemos
establecer modelos para explicar procesos complejos. Para ello, también se requiere de

una gran comprensién de las técnicas de simulacidn informatica.

Como resultado de todas las ciencias participantes en la generacion de nuevo
conocimiento tenemos un gran la comprensiéon de los seres vivos a muchos niveles. Por
suerte, el ambito de la ciencia sigue estudiando con especial énfasis los procesos que nos
convierten en seres vivos desarrollados a los que llegamos de adultos. El estudio del
desarrollo embrionario de los seres vivos nos aporta la informacién biolégica que
necesitamos para entender los seres vivos desde todos estos dmbitos. Aunque los rumbos
en los que ahora derivan los organismos financiadores sean predominantemente
aplicados a la tecnologia, la ingenieria y la medicina, no debemos caer en el error de
eliminar las ciencias basicas y la generacién de nuevo conocimiento del ambito
financiable, puesto que estas ciencias se desarrollan en base siempre a las ciencias
primarias, y al conocimiento de los procesos vitales basicos. ¢Como entenderiamos la
regeneracién axonal sin conocer que factores influyen en su guiado en procesos
fisiolégicos y de desarrollo? ¢Cémo entenderiamos la demencia senil y todas sus
variantes, sin el conocimiento de sus conexiones, funciones y formacién embrionaria?
¢Coémo encontrariamos nuevas terapias sin el estudio de nuevos materiales que permitan

mejorar estas terapias?

Esta tesis pretende ser una llamada de atencidon para no olvidar la ciencia basica, los
factores primarios, los procesos fisioldgicos primarios del desarrollo. Por ello, vamos a
incidir en los factores fisicos y moleculares implicados en la migracion celular y en el

desarrollo de |la corteza cerebral.
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Introduccion
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Introduccion

Durante el desarrollo embrionario los procesos de migracién adquieren especial
relevancia, por el proceso de construccion del organismo que se estd creando. Una vez
formado el organismo, puede ocurrir que se produzca un dafio, con su proceso de
destruccidn tisular, en este caso también es de suma importancia la migracion celular,

para reconstruir el tejido que se formé durante el proceso de desarrollo.

1. La migracidn celular

La migracidn celular es un proceso fundamental tanto durante el desarrollo embrionario
como a lo largo de la vida del organismo. Juega un importante papel en una gran variedad
de procesos biolégicos como el desarrollo embrionario, la regeneracidn tisular y la
respuesta inmune. Estos procesos requieren de un movimiento en una direccion
determinada y hacia una localizaciéon especifica (Allena, 2013; Horwitz, 1997). Ademas de
estos procesos, la migracidon celular también estd presente en algunos procesos
patoldgicos, como enfermedades vasculares, enfermedades inflamatorias crdénicas y

metastasis (Friedl et al., 2004).

Las células tienden a moverse en una misma direccion en la ausencia de sefiales
guimiotacticas durante un periodo de tiempo prolongado en un proceso conocido como
persistencia en el movimiento (Huttenlocher, 2005). Cuando las células pierden Ia
persistencia, la migracién direccional se transforma en un movimiento aleatorio. Para
coordinar el movimiento direccional, las células poseen regiones especificas en la
membrana plasmatica conocidas como ‘plataformas corticales’ que permiten la activacion
de ciertas vias de sefnalizacién (Kodama et al., 2004). A través de todas las vias de
sefializacion activadas, de las sefales direccionales y con la participacién del
citoesqueleto y las moléculas de adhesidn, se produce la migracion celular tanto a nivel

individual como colectivo.

2.1. Tipos de migracion: individual y colectiva

En la migracion individual, las células sufren una transicion epitelio-mesénquima (EMT)

donde migran desde los epitelios. Tienen lugar cambios en la polaridad y adhesién
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celular, por lo que se delaminan y se convierten en células mesenquimales adquiriendo
asi la capacidad de migrar. Este no es un proceso irreversible, la célula mesenquimal
puede volver a adquirir propiedades epiteliales mediante una transicion mesénquima-
epitelio (MET), y formar parte nuevamente de un epitelio. La migracién celular individual
es el tipo de migracion celular mds estudiado in vitro, por ello, se conoce si activa
participacién en los procesos fisiologicos in vivo (Ridley et al., 2003). Este tipo de
migracion permite a las células individuales localizarse en tejidos o en tumores de origen

metastasico, entre otros procesos (Friedl y Glimour, 2009).

Se entiende por migracidn colectiva al movimiento de varias células en grupo, en fila o
formando parte de una capa, que mantienen caracteristicas similares a las células
epiteliales (Friedl et al., 2004). Las células permanecen funcionales y fisicamente
conectadas entre ellas para mantener la integridad del grupo que componen. Por tanto,
no se considera que la migracidon colectiva sea un proceso iniciado mediante una
transicién EMT. Es importante destacar que la unién entre células que migran
colectivamente se conserva durante el movimiento, lo que permite mantener la
integridad del grupo ya que las células permanecen funcional y fisicamente conectadas.
Este tipo de migracién se presenta in vivo como parte de los programas morfogenéticos
normales del desarrollo embrionario (Rgrth, 2009; Weijer, 2009) que inducen a la
formacidn de drganos y tejidos en condiciones fisioldgicas, y en la diseminacion de células
cancerigenas o la neovascularizacion de tumores entre otras situaciones patoldgicas

(Friedl and Gilmour, 2009b; Friedl et al., 2012).

La migracion individual y colectiva comparten muchos rasgos en comun, pero hay algunos
rasgos diferenciales en la migracidon colectiva (Rgrth, 2012) que hacen que migren
mientras permanecen conectadas unas a otras. En la migracidon colectiva, las células
permanecen fisica y funcionalmente conectadas, debido a que se preserva la integridad
de las uniones célula-célula durante el movimiento (Carmona-Fontaine et al., 2008; Fried|
et al., 2004; Montell, 2008). Ademas, la polaridad tisular y la organizacion supracelular del
citoesqueleto de actina genera fuerzas de traccidn y protrusion que conllevan migraciéon
mientras mantiene la union intercelular (Friedl and Gilmour, 2009a). Esta migracién en
grupos acaba induciendo una remodelacion de la matriz extracelular en la mayorias de los

casos (Friedl and Gilmour, 2009b).
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El proceso de migracion celular colectiva requiere de cohesién celular, polarizacion
colectiva, coordinacion de la actividad del citoesqueleto, orientacidn celular inducida por
sefiales quimicas y fisicas y cambio en la posicidn colectiva con respecto al sustrato. Este
comportamiento precisa una dindmica del citoesqueleto celular que se comparta entre
las multiples células que migran colectivamente para funcionar como una sola unidad,
generando de forma conjunta la fuerza, migracién y remodelacion de la matriz
extracelular. Ademas, la migracién colectiva resulta en una interaccién intima con el
estroma celular que estd directamente implicado en la induccién de la polaridad y en la

liberacion de factores promigratorios (Friedl and Gilmour, 2009a).

Existen ciertas caracteristicas que producen el inicio de la migracidn colectiva. Para ello se
requiere de unas células lideres que guian la migracidén y otras células posteriores. Las
células lideres presentan caracteristicas morfoldgicas diferentes siendo capaces de
detectar sefiales extracelulares y generar una mayor dindmica del citoesqueleto que el
resto de las células del grupo, induciendo asi la migracién colectiva (Vitorino and Meyer,

2008).

En la migracion colectiva la adhesién célula-célula es mediada por proteinas de uniones
adherentes como las cadherinas, que conectan con la actina y/o con los filamentos
intermedios del citoesqueleto proporcionando un acoplamiento mecanico robusto vy
dindmico (Friedl and Gilmour, 2009a). Estas uniones entre las células cambian
rapidamente permitiendo a las células cambiar su posiciéon dentro del grupo (Kametani
and Takeichi, 2007; Yamada and Nelson, 2007). Por ultimo, a nivel supramolecular,
durante la migracién colectiva las células del frente muestran lamelipodios (a través de la
activacion de Rac), filopodios y/o blebs, mientras que las células que se encuentran tras el
frente, o células secundarias, raramente extienden protrusiones (Diz- Mufioz et al., 2010;

Friedl and Gilmour, 2009a; Wang et al., 2010).

2.2. El proceso de migracion celular

La migracidn celular puede entenderse como un proceso ciclico (Horwitz, 1997). Este
proceso bioldgico comienza con la adquisicién de una polaridad celular, generdndose una
asimetria espacial entre las partes frontal y trasera de la célula, y con la extension de

protrusiones de membrana hacia la direccién de migracidon en respuesta a un agente
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promotor. Se puede resumir en una serie de fases: polarizacion celular, protrusiones de
membrana en el frente de avance, adhesién al sustrato y fuerzas de traccidn, y, por

ultimo, contraccidn y retraccion celular (Figura 1).

-—« Rac/CdC42

A
Adhesion focal
B Frente celular \V4
Adhesion
focal madura
éx?«x‘i;iw

C Frente celular (

......... Fibras actina
D

Fibras actina

Contraccion nuevas

Figura 1. Esquema del proceso migratorio de una célula. El proceso de migracién implica una
polarizacion molecular (A) en la direccidn de la sefial correspondiente. Este proceso permite emitir
protuberancias en esta direccion (B) para responder a esta sefial. Las protuberancias que
permaneces cierto tiempo maduran, estableciendo adhesiones maduras y permitiendo que la
célula empiece a traccionar por el flujo retrogrado de actina (C). Por ultimo, se produce una
contraccion en el polo posterior de la célula, desplazando asi el cuerpo celular en la direccién de

las nuevas adhesiones establecidas en el frente de avance (D).

i. Polarizacion celular

La respuesta inicial de una célula a un agente promotor de la migracién es polarizarse
permitiendo el trafico vesicular direccionado desde el aparato de Golgi hacia el frente de

avance, la organizacion de los microtubulos y el anclaje en plataformas corticales. Esta
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respuesta esta mediada por un conjunto de moléculas que incluye las GTPasas de la
familia Rho (Cdc42), PI3Ks (Phosphoinositide 3-kinases) y PTEN (Phosphatidylinositol 3, 4,

5-triphosphate 3-phosphatase), integrinas, microtibulos y transporte de vesiculas.

Una de las proteinas clave en la polarizacién celular es Cdc42, que actua tanto
restringiendo la direccién de formacion de las protrusiones en el frente celular (Srinivasan
et al., 2003), como modificando la localizacién del centro organizador de microtibulos
(MTOC) y el aparato de Golgi en el frente de avance. Al cambiar la localizaciéon del MTOC
se favorece el crecimiento de los microtubulos hacia las protrusiones de membrana. La
presencia de los microtubulos ayuda a transportar las proteinas asociadas a membrana
necesarias en la formacidon de las nuevas protrusiones mediante la liberacidn de vesiculas
por parte del aparato de Golgi (Etienne-Manneville and Hall, 2002; Rodriguez et al., 2003)
(ver Figura 1 A).

La polarizacion no sélo ocurre a nivel celular, también a nivel molecular con la creacién de
pequefios gradientes de moléculas pequefias entre el frente celular y la parte posterior
de la célula (Figura 1A). Los fosfoinositoles PIP3 (fosfoinositol trifosfato) y PIP2
(fosfoinositol bifosfato) son moléculas pequefias de sefializacidn celular que generan una
rapida polarizacidn de la célula en respuesta a gradientes quimiotacticos. Estos procesos
son amplificados e implican la activacidon de la quinasa PI3Ks para fosforilar y activar

PIP3/PIP2, y la fosfatasa PTEN que revierte esta fosforilacion (Ridley et al., 2003).

ii.  Frente de avance: protrusiones de membrana

La accidon de los factores promotores de la migracion desemboca en una cascada de
sefializacion que incluye la activacidon de proteinas G o tirosina quinasas, la estimulacién
de GEFs (guanine nucleotide exchange factors) por Cdc42, y la activacién de quinasas
lipidicas con el reclutamiento de Rac. Estas moléculas inician el ciclo de la migracién con

la formacidn de una expansién en el polo anterior de la célula llamado frente de avance.

Seguida de la polarizacién se produce la formacidn de prolongaciones transitorias de la
membrana celular en el frente de migracién que son las responsables del movimiento
celular. Estas protrusiones generalmente conducen a una polimerizacidon de actina y se
estabilizan mediante la adhesidn a la matriz extracelular o células adyacentes mediante

los receptores de membrana asociados al citoesqueleto de actina (Figura 1B). Gracias a
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estas adhesiones, la célula es capaz de ejercer una traccion para migrar, y se
desensamblan a medida que avanza para facilitar su movimiento (Ridley et al., 2003). La
polimerizacién de actina estd regulada tanto por proteinas que controlan la disponibilidad

de mondmeros de actina como por proteinas que despolimerizan la actina.

Las células pueden generar cuatro tipos diferentes de protrusiones de la membrana
plasmatica en el frente celular: lamelipodios, filopodios, protuberancias irregulares
(blebs) e invadopodios. Estas estructuras son caracteristicas de la migracion en
circunstancias especificas, aunque no son excluyentes entre si, y se pueden encontrar
varios tipos a la vez en el frente celular. Por ejemplo, los lamelipodios se extienden sobre
la matriz extracelular in vivo en la migracion a través de los tejidos (Friedl and Gilmour,
2009a). Por otra parte, los filopodios exploran el ambiente, siendo de especial
importancia en la guia del crecimiento neuronal y la angiogénesis (Eilken and Adams,
2010; Gupton and Gertler, 2007). Por ultimo, las protuberancias irregulares (blebs) son
importantes com conductores direccionales de la migraciéon celular durante el desarrollo
(Charras and Paluch, 2008), mientras que los invadopodios permiten la degradacion
puntual de la matriz extracelular, probablemente para facilitar la invasién a través de los

tejidos (Buccione et al., 2009) (ver Figura 1 B).

Para formar estas protuberancias de la membrana plasmatica celular se requiere de la
polimerizacion de actina, que estd regulada por proteinas como WASP/WAVE y el
complejo Arp2/3. Al producirse la activacion local de Rac y de Cdc42, la actividad de Rho
disminuye e incrementa la actividad de PI3K, generando PIP2/PIP3 en el frente celular.
Ademas, esta activacion localizada de Rac y/o Cdc42 junto con otros activadores como las
proteinas del tipo WASP/WAVE y el complejo Arp2/3, estimula la formacién vy
ramificacion de la red de filamentos de actina en el frente celular, induciendo la
formacidon de una protrusiéon de la membrana en la direccion de la sefial migratoria
(Ridley et al., 2003). Las expansiones de la membrana plasmdtica se estabilizan por la
formacion de adhesiones focales. Este proceso requiere la activacion de integrinas y el
reclutamiento de componentes estructurales y de sefializacién para el establecimiento de

nuevas adhesiones.

20



iii. Fuerzas de traccion

Los puntos de adhesion de las protuberancias de la membrana plasmatica celular se
conocen como adhesiones focales, y deben ser dindmicas para permitir establecer un
frente de migracidn. La funcién principal de las adhesiones focales es la de permitir a la
célula ejercer fuerzas de traccion para efectuar un desplazamiento, pero también deben
permitir que se desenganche con cierta facilidad en la parte trasera para permitir su
avance. Todo ello depende de la fuerza de la adhesion celular, que a su vez viene
determinada por la densidad de ligandos en el sustrato, la densidad de receptores en la
célula y la afinidad de los receptores por los ligandos (Horwitz, 1997). Las fuerzas de
traccidn se producen al interaccionar dos elementos del citoesqueleto: la miosina Il y los
filamentos de actina (Ridley et al., 2003). Durante la migracion, las fuerzas de traccion se
localizan en los complejos focales del frente de avance y en la parte posterior de la célula

(Beningo et al., 2001) (ver Figura 1 C).

En el frente celular se estan creando y destruyendo continuamente nuevas adhesiones
focales, mientras que en la parte posterior se desensamblan permitiendo la retraccién
celular (Figura 1C). En el frente de avance las adhesiones de la base de la protrusién se
separan a la vez que se forman nuevas adhesiones en el frente celular (Webb et al.,
2002). Los principales reguladores del recambio de las moléculas de adhesién y de su

estabilidad son tanto las proteina quinasas como las fosfatasas (Larsen et al., 2003).

iv. Contraccion y retraccion celular

La desestabilizacion de las adhesiones focales en la parte trasera de la célula produce la
retraccion y contraccion del cuerpo celular, lo que induce la migracién. Para ello, se
deben de desestabilizar en la parte lateral y trasera de la célula y establecerse en el frente
de migracion (Figura 1D). Este desensamblaje estd controlado por la dinamica de los
microtubulos y por vias de sefializacion que incluyen FAK, ERK, Src y proteasa calpaina. La
retraccion observada en la parte posterior de la célula requiere de la actividad de Rho

guinasa y es un proceso dependiente de miosina (Ridley et al., 2003).

Aungue existe una gran variedad de receptores implicados en la migracion de diferentes
tipos celulares, las integrinas son la principal familia de receptores promotores de la

migracion. En general, los receptores actian como vinculo de unidn entre las proteinas de
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la MEC v los filamentos de actina mediante proteinas adaptadoras (Ridley et al., 2003).
Esto inicia vias de seializacion intracelular que regulan la formacién y la fuerza de los
sitios de unidn, la organizacién y dindmica del citoesqueleto y la polaridad celular durante
la migracién (Geiger et al., 2001). Las integrinas se localizan en el frente celular, donde se

estan formando continuamente nuevas adhesiones (Kiosses et al., 2001).

Al desensamblarse las adhesiones focales en la parte trasera de la célula se genera una
tensidn suficiente como para romper la unidn fisica entre la integrina y el citoesqueleto
de actina, dejando la integrina atras (Horwitz, 1997), lo cual puede contribuir a exacerbar
la polarizacidn celular y el incremento de la formacidn de protrusiones en el frente celular

(Ridley et al., 2003) (ver Figura 1 D).

2.3. La matriz extracelular y la migracion celular

La matriz extracelular (MEC) es un conjunto de proteinas secretadas que forman una
malla que rodea diferentes érganos y tejidos, proporcionando un soporte estructural y
bioquimico (Hynes, 2009). La MEC esta presente, desde el desarrollo embrionario hasta la
edad adulta de los organismos. Se compone de glicoproteinas de gran tamafio como
colageno IV, laminina, nidogen y perlecan que se asocian formando fibras u otros
complejos macromoleculares; y estan implicadas en un sin fin de mecanismos celulares,
como son la diferenciacidn, la adhesion, la supervivencia, la morfologia y la migracidon
(Daley y Yamada, 2013; De Arcangelis y Georges-Labouesse, 2000; Dominguez-Giménez et
al., 2007; Meyer et al.,, 2014; Perris y Perissinotto, 2000; Suh y Han, 2010). Las
interacciones de la célula con la matriz extracelular se inician con la unién de receptores
de adhesion a moléculas de la MEC y la posterior agregaciéon de estos receptores en los
puntos de unidn. El reclutamiento de moléculas adaptadoras permite la unién de los
receptores a los filamentos de actina, permitiendo la maduracion de la adhesién a la MEC

(Dao et al., 2013).

La conexién de la MEC con el citoesqueleto se produce a través de las integrinas, que
sirven como sitios de traccion sobre los que las células se mueven y como
mecanosensores, transmitiendo informacion sobre el estado fisico de la matriz
extracelular al interior de la célula y alterando las dindmicas del citoesqueleto (Beningo et

al., 2001; Galbraith et al., 2002; Horwitz, 1997). En la mayoria de los casos, las células
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migran sobre una MEC-exdgena ya presente por donde se mueven. No obstante, en
algunos casos in vitro se ha observado que las células pueden usar una MEC-endégena

depositada por ellas mismas mientras migran (Kawataki et al., 2007; Oikawa et al., 2011).

2.4. Migracién en 1D, 2Dy 3D

Las células en migracién sobre la MEC pueden o no estar embebidas dentro de la misma,
segun el tejido o la situacion en la que se encuentren, es decir, puede migrar en 1D (sobre
una fibra), en 2D (o sustrato plano) o en 3D (embebidas en la MEC). Sobre los
mecanismos que componen cada tipo de migracién, aun hay muchos estudios en marcha
puesto que se ha descubierto que hay una clara diferencia. En estudios sobre migracion
en sustratos 3D se ha demostrado que las integrinas participan en la adhesién con la MEC
pero que difieren en composicion, tamafio y longitud en comparacion con los
mecanismos de migracion en 2D (Doyle et al., 2016). De hecho, se ha demostrado una
desregulacién de la integrina B3 y de la fosforilacion de FAK en la migraciéon en 3D,
respaldando asi |la idea de que los mecanismos moleculares involucrados en la deteccidn
de los factores fisicos en el ambiente (Mecanosensing) son diferentes segin la célula

migre en un entorno 2D o 3D (Cukierman et al., 2001).

Hasta el momento se conocen algunas diferencias basicas, aunque quizas la mds llamativa
sea la incapacidad de formar adhesiones focales en sustratos 3D. Este hecho se atribuye a
una menor generacién de fuerzas contractiles y la ausencia de fibras en la matriz, lo cual
es clave, junto con la viscoelasticidad del sustrato para promover adhesiones focales. Por
ello, se ha observado cdmo a través de las integrinas, las células causan un alineamiento
de las fibras, que a su vez regula la agrupacién de integrinas y la formacion de las

adhesiones focales (Lou et al., 2017).

La migracion 1D es aquella en la que la célula migra sobre una fibra o estructura lineal
estrecha como podria ser una fibrilla de colageno. En este tipo de migracion las fibras
sueles estar alineadas y se denomina “contact-guided” o migraciéon guiada mediada por
contacto, y se conocen casos tanto in vitro como in vivo (Weiss, 1945; Doyle et al., 2009;
Weigelin et al., 2012; Sharma et al., 2012). Este tipo de migracidn se parece mucho al tipo
3D ya que su desplazamiento es parecido al tipo mesenquimal. En cambio, no tiene

caracteristicas comunes con la migracion 2D tanto en morfologia celular, en la capacidad

23



contractil de la miosina Il, la posicién del centrosoma ni la velocidad de migracién (Doyle

etal., 2009) (Figura 2A).

En los modelos clasicos de migracion en 2D (cubreobjetos de vidrio) los mecanismos
moleculares de la migracién estan bien estudiados (Ridley et al., 2003; Parson et al.,
2010), pero este no es un entorno fisioldgico (con algunas excepciones) donde la célula si
adquiere cierta flexibilidad en cuando a migracion se refiere (Figura 2B). En un entorno
fisioldgico la célula puede migrar como una célula mesenquimal, en forma lobopodial,
ambeboide o incluso de forma colectiva. En este aspecto, el entorno fisioldgico es aquel
en el que las células estan embebidas en una matriz, fibrilar o no, y con diferentes
propiedades quimicas y mecdnicas, y a través de la cual van a migrar. Por tanto, la
mayoria de las células que migran a través de los tejidos en contexto fisioldgico lo hacen

mediante migracién 3D.

En la migracion 3D encontramos varios modos de migrar que dependen de los requisitos
funcionales de las células y tejidos, de la MEC y del entorno en el que migran las células,
tanto individual como colectivamente. Todo ello conlleva una serie de retos a superar
para garantizar la migracion: microambientes complejos que se deben de sortear,
capacidad de contraccion y deformacion del cuerpo celular y compresion del nucleo a
través de poros y la MEC. Para ello, las células necesitan eludir las barreras impuestas por
la MEC mientras mantienen las interacciones para migrar (revisado en Yamada y Sixt,

2019).

Los diferentes modos en los que las células pueden migrar en 3D son mesenquimal,
ameboide y lobopodial o basada en lobopodios (Figura 2C). En la migracién mesenquimal
la polimerizacidn de actina genera lamelipodios y adhesiones mediadas por integrinas y
asociadas a adhesiones focales (Doyle et al., 2009; Caswell et al., 2018). La migracion
ameboide se caracteriza por un morfologia celular redondeada, adhesiones de baja
intensidad y extensas deformaciones del cuerpo celular, y que se propulsa mediante
protuberancias de actina o presién hidrostatica. Por ultimo, la migracion por lamelipodios
utiliza la presion intracelular irregular para generar protuberancias en forma de ampolla
Ilamadas lobopodios mientras las células se adhieren a un sustrato y ejercen fuerzas de
traccion sobre la MEC y el nucleo se mueve hacia adelante para generar una presién

anterior.
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Figura 2. Tipos de migracién segun su entorno y patron de fuerzas generadas. En la migracién en
1D (A) se denomina guiada por contacto ya que son pocos los puntos de anclaje al sustrato. Esta
migracion presenta ciclos de propulsidn y retraccion (flechas rojas) y una retraccion en la parte
posterior de la célula (flechas en verde) similares a la migracion mesenquimal. Por otra parte, en la
migracion en 2D (B) encontramos tanto migracion individual como colectiva, que viene
determinada por protrusiones persistentes (flechas azules) en el frente de avance. Por ultimo, en
la migracion 3D (C) encontramos los tres modelos de migracion en condiciones fisioldgicas:

mesenquimal, lobopoidal y ameboide.

A pesar de estas estrategias de locomocion muy diferentes, el principio subyacente de
generacion de fuerza y transmisidon parece conservado ya que todas dependen de la
dinamica del citoesqueleto de actina-miosina para el movimiento (Ridley et al., 2003;
Case and Waterman, 2015; Lehtimaki et al., 2017; Krause and Gautreau, 2014). La formay
el modo en que migra una célula esta determinado por tres parametros principales: la
adhesioén al sustrato, la protrusién de actina y la contraccidon de miosina Il. Y el modo se
puede determinar por factores intrinsecos, como la expresidon de genes, y extrinsecos,

como los factores ambientales (quimicos, mecanicos y/o geométricos).
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2.5. Moléculas implicadas en la migracién celular

Los procesos de adhesidon célula-célula o célula-matriz y la protedlisis de la matriz
extracelular son vitales para el desarrollo normal de procesos biolégicos como la
morfogénesis tisular y la cicatrizacién de heridas, y en procesos patoldgicos, como la
invasion de células tumorales y la metastasis (Gould y cols, 1990; Wolfsberg y cols, 1995).
Estos fendmenos se encuentran mediados por proteinas de adhesién de superficie
celular, tales como las cadherinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas, las selectinas,

las integrinas y sindecanos.

2.5.1. Adhesidn célula-matriz extracelular: Integrinas

Durante el proceso de migracidn, las células deben de adherirse a la matriz extracelular
(MEC) mediante moléculas especificas para poder a continuacion activar el mecanismo
contractil y hacer efectivo el desplazamiento. Estas moléculas receptoras suelen
interaccionar con diferentes componentes de la MEC y se encuentran intimamente
unidas a los componentes del citoesqueleto. Dentro de las adhesiones encontramos
complejos proteicos (integrina, talina, vinculina, paxilina, FAK, etc.) encargados de
transducir las sefiales extracelulares al interior de la célula para activar una respuesta a
través de la unién con el citoesqueleto. Existen dos tipos de estructuras responsables de

las uniones entre la célula y la MEC: los hemidesmosomas y las uniones focales.

Los hemidesmosomas son complejos multiproteicos encargados de anclar las células
epiteliales a la membrana basal permitiendo su polarizacidn, su organizacién espacial y la
arquitectura tisular (Borradori and Sonnenberg, 1999). Son adhesiones estables que
proporcionan resistencia al estrés mecanico mediante la unién del citoesqueleto de

actina y la MEC (de Pereda et al., 2009).

Las uniones focales son agrupaciones de integrinas y proteinas adaptadoras que unen
mecdanicamente el citoesqueleto de actina con la MEC. La capacidad de generar y
transmitir fuerza depende de la potencia de la conexidon entre las integrinas y el
citoesqueleto de actomiosina. Estan compuestas por las integrinas, la vinculina y talina

entre las mds importantes (Ciobanasu et al., 2014; Mierke, 2009).
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Integrinas

Dentro de la gran variedad de receptores implicados en la migracién celular, las integrinas
son la principal familia de receptores promotores de la migracion. Las integrinas tienen
un papel dual actuando como vinculo de unién entre las proteinas de la MEC y el

citoesqueleto de actina por medio de proteinas adaptadoras (Ridley et al., 2003).

Las integrinas son receptores transmembrana cuya principal funcién es la de mediar la
adhesion entre el citoesqueleto celular y la MEC (Brown, 2000; De Arcangelis y Georges-
Labouesse, 2000; Gumbiner, 1996). Son proteinas heterodiméricas altamente
conservadas formadas por dos subunidades (o y B) (Hynes, 1992) y se han descrito hasta
ocho subunidades B diferentes y dieciocho subunidades a (Bokel y Brown, 2002) en
mamiferos. Las integrinas reconocen la secuencia tripeptidica conservada RGD (arginina-
glicina-asparico) presente en varios tipos de proteina, aunque no garantiza que dos
proteinas que posean esta secuencia puedan ser reconocidas por un mismo receptor. De
hecho, varios estudios apuntan a que las secuencias flanqueantes del RGD y sus

conformaciones definen la unidn al receptor (Dzamba, 2001).

En la migracion celular, los dominios extracelualres de las integrinas establecen conexién
con la MEC mayoritariamente en el frente de avance (Sheetz et al., 1998; Kiosses et al.,
2001) mientras los dominios intracelulares de las integrinas se anclan a los filamentos de
actina para estimular el recambio rapido de actina para permitir la migracién. Al mismo
tiempo, en la parte trasera de la célula migrando las integrinas se inactivan para permitir
el avance de la migracién en una accién coordinada de activacién/inactivacién de la

adhesion mediada por integrinas (Lauffenburger et al., 1996).

La unidn del ligando a la porcién extracelular de las integrinas produce un cambio
conformacional que modifica las interacciones entre los dominios citoplasmaticos de las
subunidades a y B (Emsley et al., 2000), promoviendo su agrupamiento. Esto inicia
sefiales intracelulares que regulan la formacién y la fuerza de los sitios de uniodn, la
organizacién y dinamica del citoesqueleto y la polaridad celular (Geiger et al., 2001).
Ademas, las integrinas pueden actuar como receptores para las moléculas de sefializacién
Rho GTPasa, Erk y INK (Hynes, 1992). De hecho, las integrina regulan la migracién celular
generando un gradiente de Rho que inhibe Rac en la parte trasera de la célula y activando

Rac, Cdc42 y PI3K en el frente de avance (Ridley et al., 2003).

27



Las funciones de las integrinas como mediadoras de adhesion y fusion celular se llevan a
cabo a través de dos tipos de sistemas de sefializacidén. En el primero, la propia célula
portadora de la integrina senaliza hacia el exterior mediante el aumento de afinidad de
los receptores, por cambios conformacionales, a través de la modificacién de la expresién
génica propia, y se conoce como “inside-out signaling”. En el segundo, el medio exterior
sefializa hacia el interior celular al interactuar la célula con los ligandos extracelulares
para mediar el ciclo celular, la expresién génica, la migracion celular y el reordenamiento

del citoesqueleto, y se conoce como “outside-in signaling” (Dzamba, 2001).

Talina

La talina es una proteina de 250-270 kDa que actia como nexo de unidn y regulacién
entre el citoesqueleto de actina y las integrinas, formando parte de un complejo junto
con otras proteinas reguladoras como la vimentina y FAK (Calderwood et al.,, 2013;
Campbell and Ginsberg, 2004). Por tanto, tiene gran importancia en la activacién de las
integrinas y en la formacion de las adhesiones focales, ademas de regular el spreading, la
migracién y la proliferacion celular (Moser et al., 2009). En vertebrados se expresan dos
isoformas de talina: la talina 1, que estd implicada en adhesién celular y spreading
(Priddle et al., 1998); y la talina 2, que se expresa principalmente en corazén (Monkley et

al., 2001), y se requiere para la fusién de mioblastos (Conti et al., 2009).

La talina 1 estd formada por un dominio N-terminal globular (Talin Head Domain, THD)
gue contiene los subdominios: F1, F2 y F3, formando el dominio FERM, seguido de un
largo dominio C-terminal. La unidn entre el dominio citoplasmico de las integrinas y este
dominio FERM induce cambios conformacionales en los dominios extracelulares de las
integrinas. Esta unién estabiliza la conformacién de alta afinidad activando las integrinas
(Kim et al., 2011). Mas concretamente, la talina se une a través del motivo NPxY/Fy a un
residuo Asp, en el dominio citopldsmico de las subunidades B de las integrinas
(subunidades B1y B3), regulando la activacion de estas moléculas de adhesion (Tadokoro

et al., 2003; Anthis et al., 2009; Calderwood et al., 2013).

También se puede unir al fosfolipido fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2), lo que
aumenta la interaccion talina-integrina (Martel et al., 2001), siendo es esencial para el

clustering de integrinas mediante la formacién de un complejo entre las integrinas

28



activadas, sus ligandos, talina y PIP2. Por ultimo, la talina, mediante el dominio FERM y el
C-terminal, posee sitios de unién para la actina, y este ultimo, tiene motivos de
interaccion con vinculina (Gilmore and Burridge, 1996; Gingras et al., 2008; Patel et al.,

2006) y para una segunda interaccidn con integrinas (Xing et al., 2001; Yan et al., 2001).

Vinculinas

La vinculina es una proteina citoplasmica de 116 kDa que forma parte de los complejos de
adhesion asociados a la membrana que unen las células a la matriz extracelular
(adhesiones célula-matriz o adhesiones focales) y a las células adyacentes (adhesiones
célula-célula o uniones adherentes) (Geiger et al., 1985). La vinculina regula muchos
aspectos de la adhesién célula-matriz, como el ensamblaje, el recambio y la fuerza de las
adhesiones focales, asi como la transmisién de fuerzas a través de su interaccién con
integrinas y talinas. No obstante, también se esta estudiando su funcién en la regulaciéon
de las adhesiones célula-célula basadas en cadherina. La diversidad y complejidad de las
uniones y complejos que forma va a determinar su funcién en la adhesion, y, por tanto,
en la migracidn celular (Bakolitsa et al., 2004; Weekes et al., 1996; Chen et al., 2006;
Cohen et al., 2006).

El dominio N-terminal de la vinculina se une a la talina, permitiendo que la vinculina se
abra parcialmente y ayude en la agrupacion de integrinas para el crecimiento de adhesidn
focal (Humpbhries et al., 2007; Ezzell et al., 1997). El dominio C-terminal forma un vinculo
mecanosensible entre los receptores de adhesion, como las integrinas, y el citoesqueleto
de actina para ayudar a reclutar otros componentes del complejo como a-actinina y
paxilina, e influir en la resistencia mecanica de la célula (Mierke et al., 2007; Ezzell et al.,
1997; Alenghat et al., 2000). La vinculina contribuye a estabilizar de la adhesién focal
cuando estan sometidas a elevadas fuerzas regulando la generacién de tensién contractil
(Mierke et al., 2007), lo que influye en la velocidad de migracidn celular (Goldmann et al.,

1995).
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2.5.2. Adhesidn célula-célula: Cadherinas

Entre las proteinas implicadas en la formacion de adhesiones intercelulares la familia de
las cadherinas es la mas importante con mas de 80 tipos diferentes descritos en
mamiferos (Yagi and Takeichi, 2000; Nollet et al., 20001; Gumbiner, 2000; Tepass et al.,
2000; Hirano et al., 2003). Las cadherinas son esenciales para la formacion de las uniones

adherentes entre células y para mantener la integridad de los tejidos epiteliales.

La gran mayoria de las cadherinas son proteinas transmembrana con un dominio
extracelular compuesto por repeticiones en tandem que varian en ndmero entre los
miembros de la superfamilia, y que es dependiente de Ca?* (Takeichi, 1990). Ademés del
dominio extracelular que conecta las células entre si, tienen un dominio citoplasmatico
que las conecta con los filamentos de actina del citoesqueleto (Shapiro and Weis, 2009).
Esta conexion se establece a través de proteinas adaptadoras: las cateninas. Las cateninas
(p120 y/o a la B-catenina) se unen a la a-catenina, que media la interaccién con el
citoesqueleto de actina, estableciendo asi el enlace entre células (Halbleib and Nelson,
2006). Esa conexidn inicia una serie de sefializaciones intracelulares implicadas en el
reconocimiento celular, la coordinacidon de los movimientos celulares, y la formacién y

mantenimiento de los tejidos.

Debido a su importante funcién las podemos encontrar en numerosos tejidos o tipos
celulares, y se clasifican en funcidn del tejido donde se expresan de forma mayoritaria:
cadherina epitelial (E-cadherina), cadherina neural (N-cadherina), cadherina renal (R-
cadheirna), cadherina vascular (V-cadherina), entre otras (revisado en Gumbiner, 2005).
De hecho, la E-cadherina tienen un papel clave en la migracién individual al participar en
la EMT y la MET. Al mantener las uniones entre células reprime este proceso, pero al
decaer los niveles de E-cadherina de genera un cambio en la polaridad celular lo que
promueve la migracién y la EMT (Peinado et al., 2004; Acloque et al., 2009). En cambio, al
aumentar los niveles de E-cadherina en cierta regidn celular se fuerza a la célula a a
formar parte de un epitelio (Hajra and Fearon, 2002). Estas transiciones son de vital
importancia durante el desarrollo embrionario, por ejemplo, en el cierre del tubo neural
(Nakagawa and Takeichi, 1995), pero también son vitales en la etapa adulta, como el
proceso de cancerigenos como la metastasis (Tang et al., 1994; Hajra and Fearon, 2002;

Saha et al., 2007).
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Al igual que las integrinas activan o reprimen la expresion de genes durante la dindmica
de la migracidn, la regulacién génica de la expresidon de cadherinas también es clave en la
dindmica de las adhesiones celulares. Entre los factores de transcripcidon implicados en la
activacidn e inhibicidn de las cadherinas destacan snail, twist y serpent. Modificando la
expresion de los diferentes genes, se puede forzar a una célula a salir de su estado
original y emprender una transicion EMT o una MET. De hecho, la expresidén de estos
genes es clave en procesos tanto del desarrollo embrionario como en la edad adulta. Por
ejemplo, se conoce que deficiencias en la expresiéon de snail causan defectos de
gastrulacién en vertebrado (Cano et al., 2000). Por todo ello, las cadherinas y su
regulacion en migracion celular, durante el desarrollo embrionario y en metdstasis, tienen

un papel clave en el control de la EMT.

2.1.Adhesion célula-material

El principal objetivo de los biomateriales en la medicina regenerativa es desarrollar un
producto natural o sintético que mimetice la matriz extracelular para apoyar el
crecimiento celular, la diferenciacién y la produccidn de una MEC natural. En el caso de la
migracion, los biomateriales deben de permitir la migracién del tipo celular interesado y
aportar sitios de adhesién adecuados a sus caracteristicas y necesidades. Segun el tipo de
material encontraremos un tipo u otro de migracién celular, como hemos visto
anteriormente, ya que estos van a mimetizar un entorno parecido al fisioldgico, y, por
ende, las funciones celulares deberian ser las mismas. No obstante, la mayoria de los
biomateriales son inertes, y deben de aportar sitios de adhesién celular para promover la
regeneracién de tejidos (Garcia, 2005; Petrie et al., 2010; Petrie et al., 2008; Woolfson y
Mahmoud, 2010). La primera interaccién de la célula con el biomaterial ocurre después
de la adsorcidn de proteinas de la MEC en el biomaterial, tales como fibronectina (FN),
vitronectina (VN) vy fibrindgeno (FG) (Grinnell, 1986). Otra caracteristica que va a
determinar la migracién de las células sobre el biomaterial son sus propiedades
fisicoquimicas (rugosidad, hidrofobicidad del sustrato, etc.). Por ejemplo, no tendremos el
mismo tipo de migracién sobre el biomaterial en fibras que sobre una lamina, o incluso
sobre una maya de fibras organizadas o desorganizadas. Todo ello conlleva cambios en la

sefializacion celular, en la expresion de factores de transcripcidn y en la regulacidn génica.
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2.2.Las Rho GTPasas

Durante la migracién celular debe de existir una gran dinamismo molecular, entre el que
se incluye como clave la dinamica del citoesqueleto de actina. Esta dinamica (generacion
de las fibras de estrés) esta regulada por las proteinas Rho GTPasas, de la familia Rho y
dentro de la superfamilia Ras incluyen proteinas cémo RhoA, Racl y Cdc42. Son las
proteinas mas estudiadas por su relacidn con la migracién celular: Cdc42 produce un
incremento en la formacién de filopodios, Racl genera lamelipodios y ondulaciones en la
membrana (Ridley et al., 1992; Machesky and Hall, 1997), y Cdc42 tiene un papel clave en
la polaridad celular y en procesos de cicatrizacién (Nobes y Hall en 1999). De hecho, al
inhibir Rho en neuronas se induce su migracién y se induce el crecimiento del cono neural
y las extensiones de los axones ya que se activa Racl y Cdc42, mientras que la activacion
de Rho produce un colapso de los axones cuando llegan a su destino (Kozma et al., 1997;
Leeuwen et al., 1997). Por otra parte, Rho tiene un papel clave en el proceso contractil de
la célula, ya que interacciona con la miosina, y en la desestabilizaciéon de las uniones
adherentes al sustrato (Ridley and Hall, 1992; Ridley and Hall, 1994; Chrzanowska-
Wodnicka and Burridge, 1996).

La organizacidn de la activacidon espaciotemporal de las Rho GTPasas durante la migracion
celular determina cual molécula se va a activar. Por ejemplo, en el frente de avance, en
las primeras etapas de la migracion, encontramos Cdc42 y Racl, mientras que Rho se
activa en la parte trasera de la célula polarizada en migracién. También encontramos que,
segun el estado de maduracién de las adhesiones, se activan mds Cdc42 y Racl durante la
formacidn de las protrusiones, pero que una vez estabilizadas, al retraerse la protrusion,
se activa Rho (Nalbant et al., 2004; Pertz et al., 2006; Machacek et al., 2009). Las Rho
GTPasas también interaccionan con las cadherinas, influyendo en su trafico y reciclaje a lo
largo de la migracién. Se conoce que segun la activacidon de las Rho GTPasas tendremos
una inhibicién o induccidon de la migracion mediante la alteracidon de los niveles de

cadherinas (Braga et al., 1997; Takaishi et al., 1997; Braga, 2002; Hage et al., 2009).

2.3.Receptores tirosina quinasas

Las proteinas tirosina quinasas activan rutas de sefializacion que intervienen en el

crecimiento celular, la diferenciacion, la adhesién, la migracién y la muerte celular
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(apoptosis o anoikis). Mas concretamente, los receptores tirosina quinasa estan
implicados en la orientacion de la migracién en respuesta a sefiales externas. Dentro de
los receptores tirosina quinasas encontramos gran variedad de receptores como el
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), el receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGFR) o el receptor de crecimiento vascular del endotelio
(VEGF), entre otros. Los receptores tirosina quinasa son capaces de promover y regular la
migracién celular a través de procesos de quimiotaxis (Forsberg-Nilsson et al., 1998;
Simpson and Armstrong, 1999). De hecho, alteraciones en la expresion de estos
receptores o su ligandos generan defectos en la migracién y malformacion de érganos por

su implicacién en el desarrollo.

Los receptores tirosina quinasa poseen dos dominios: uno extracelular con regiones de
unién a sus ligandos, y otro intracelular, o citoplasmatico, que regula la actividad
catalitica quinasa. Cuando el ligando se une al receptor, este dimeriza lo que activa el
receptor y estimula la actividad quinasa mediante fosforilacion del receptor. Una vez
activado y fosforilado, el receptor se une a proteinas citoplasmaticas adaptadoras como
las GEFs, y realizan su funcién gracias a la interaccién con las Rho GTPasas. Por ejemplo,
VEGFR en células endoteliales interacciona con Vav2, lo fosforila, e induce asi la
activacion de Racl con la consiguiente induccion de la migracién celular (Garrett et al.,

2007).

3. Factores que regulan la migracion celular

Como hemos visto en apartados anteriores, la migraciéon celular depende de una multitud
de procesos dinamicos coordinados que logran desplazar la célula a través de su
microentorno. No obstante, esta migracion se verd regulada, tanto positiva como
negativamente, por otros factores presentes en el ambiente, que van a modificar
migratoria de la célula per se. Estos factores los hemos clasificado en quimicos, fisicos y
geométricos (ver apartado 1). En la presente tesis vamos a centrar nuestra atencidén en
los factores fisicos y fisicos que modulan la migracion celular tanto en un ambiente

fisiolégico o natural como en un ambiente sintético o de biomateriales.
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3.1.Factores quimicos: la quimiotaxis

La quimiotaxis es el fenédmeno bioldgico mediante el cual la direccion de la migracidn de
una célula se determina por un gradiente extracelular de sustancias quimicas. Las
primeras observaciones registradas de quimiotaxis fueron hechas en 1888 por Leber, por
sus trabajos sobre migracién leucocitaria, y se han seguido encontrando ejemplos a lo
largo de los afios (Clark y Clark, 1920; Clark y Clark, 1922; Boyden, 1962; Zigmond, 1977
Tauber, 2003; por ejemplo). Hoy en dia sabemos muchas mas cosas sobre este fenémeno
en células eucariotas y de su papel en muchos procesos fisiolégicos como el
reclutamiento de leucocitos, el trafico de linfocitos y la disposicidn neural en el desarrollo.
De hecho, una alteracion en las funciones de la quimiotaxis puede dar lugar a diversas
patologias como el cancer, la metastasis, asma, etc. (Liehn et al., 2006; Silva et al., 2007,
Koizumi et al., 2007; Roussoset al., 2011). Las sefiales extracelulares que guian la
migracién son principalmente un conjunto de péptidos cortos llamados quimiocinas que
se unen a receptores acoplados a proteina G (GPCR), aunque hay otras sefiales que
pueden modificar la migracién celular como las semaforinas, las angiopoyetinas y los
factores de crecimiento. Independientemente de la molécula que guie la migraciéon
celular y de su efecto (atrayente o quimiotdctico, o repulsivo), todos van a cambiar la
dinamica del citoesqueleto de actina, logrando que se modifique el frente de avance de la
célula en migracion. En este apartado comentaremos los diferentes factores quimicos
(peptidicos) que hemos estudiado en la tesis, tanto en la migracion de células de la glia

envolvente olfativa (OECs) como en células de Cajal-Retzius (CR).

3.1.1. Angiopoyetinas

Las angiopoyetinas Angl, Ang2 y Ang4 (el ortélogo en humano de Ang3 en ratdn) son
ligandos del receptor Tie2/TEK (RTK), que se expresa mayoritariamente en células
endoteliales (Partanen et al., 1992; Dumont et al., 1992). El receptor Tiel modula la
actividad de Tie2, de hecho, se requiere Tiel para la activacién completa de Tie2 por
Angl y Ang2 en ratdén (Yuan et al., 2007). Los receptores TIE1 y TIE2 (también conocidos
como TEK), forman una pequefia subfamilia de receptores tirosina quinasas, se expresan
casi exclusivamente en el endotelio, pero también en células hematopoyéticas (Batard et

al., 1996; Hashiyama et al., 1996; Eklund and Saharinen, 2013) y, TIE2, también se expresa
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en monocitos M2, en ciertas poblaciones de células madre hematopoyéticas y en células

satélites musculares (De Palma et al., 2005; Abou-Khalil et al., 2009; Ito et al., 2016).

La sefializacién Angl/Tie2 actia mediante la activacion de la via ERK/MAPK y de la via
PI3K-Akt (ver esquema), que conduce a la inhibicion del factor de transcripcién FOXO1 y
la represion de sus genes diana, como Ang2 (Kim et al., 2000; Kontos et al., 2002; Daly et
al., 2004; Sharinen et al., 2008; Wilhelm et al., 2016). Por el contrario, Ang2 compite con
Angl para unirse a Tie2 y desestabilizar los vasos sanguineos (Scharpfenecker et al.,
2005). Ademas, se ha demostrado que ANG3 es un antagonista de TIE2, mientras que
ANGA4 se ha identificado como un agonista de TIE2 (Valenzuela et al., 1999). La via Angl-
Tie2 promueve la estabilidad vascular a través de sus efectos sobre las uniones EC-EC y
sobre el citoesqueleto de actina (Gavard et al., 2008; David et al., 2011) ya que estabiliza
la cadherina endotelial vascular (VE-cadherina o cadherina 5 (CDH5)) en estas uniones,
inhibiendo asi la pérdida de VE-cadherina en respuesta a la estimulacion de las células
endoteliales por VEGF o citocinas inflamatorias (David et al., 2011; Frye et al., 2015).
Mientras que Angl es un agonista potente de TIE2, Ang2 actla como un agonista o
antagonista débil de TIE2, segln del contexto. La expresion de Ang2 aumenta en
respuesta a la estimulacidn del factor de necrosis tumoral (TNF) y VEGF (Mandriota et al.,
1998; Oh et al., 1999; Simon et al.,, 2008). A diferencia de ANG1, ANG2 puede
desestabilizar monocapas endoteliales al promover la formacion de fibras de estrés de
actina (Parikh et al., 2006; Hakanpaa et al., 2015). Segun el contexto celular, los
receptores Tiel y Tie2 muestran un mecanismo de accion diferente que determina la

respuesta celular en funcidn de su localizacién subcelular.

La sefalizacién de la via Ang-Tie también estd modulada por integrinas. Algunos ejemplos
incluyen la integrina a5B1, que mejora la fosforilacién inducida por Angl de Tiel y Tie2,
su agrupacion, la fosforilacidon de Akt y la posicién extranuclear de FOXO1 (Cascone et al.,
2002; Korhonen et al., 2016). Esta interaccidn se produce a través de los ectodominios de
ambos receptores dependientes de fibronectina (Cascone et al., 2002; Dalton et al.,
2016). Ademas, las Ang pueden interactuar directamente con integrinas en células no
endoteliales, como Angly la integrina avB5 en los astrocitos de la retina y Ang2 con a531
en células tumorales o con a3B1 en los pericitos vasculares (Lee et al., 2013; Lee et al.,
2014; Park et al.,, 2014). De hecho, bajos niveles del receptor Tie2 promueven la

interaccion de Ang2 con las integrinas (Felcht et al., 2012) (Ver esquema en figura 3).
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Figura 3. Esquema de senalizacion de la via Ang-Tie en células endoteliales. Se observan las
diferentes interacciones de las angiopoyetinas con receptores, asi como las interacciones de los

receptores entre si. Modificado de: Sharinen et al., 2017.

La via Ang-Tie es necesaria para el desarrollo de los vasos sanguineos y linfaticos, ademas
de controlar la permeabilidad vascular, la inflamacién y las respuestas angiogénicas
patoldgicas. Pero, ademds, se sabe que Angl y Tie2 se expresan en neuronas (Valable et
al., 2003) asi como varias subunidades de integrina (Lim et al., 2015). De hecho, se
atribuye un papel neuroprotector de Ang al inhibir la apoptosis en neuronas mediante la
activacion de la via PI3K (Valable et al., 2003). Por otra parte, Angl induce crecimiento
neuritico en DRG (Maity et al., 2005) y Ang2 inhibe la neurogénesis en células madre

neurales (Léna et al., 2011).

Se conoce que, durante el desarrollo de la retina, YAP1 (Yes associated protein 1) regula la
expresion de Ang2 dependiente de VE cadherina en las uniones célula-célula (Choi et al.,
2015). Esto daria paso al estudio de la interrelacion entre los diferentes factores

moleculares y fisicos, tal y como vamos a ir viendo en el transcurso de esta tesis doctoral.
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3.1.2. VEGF

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es una proteina implicada en la
vasculogénesis y en la angiogénesis, aunque su efecto no sélo abarca las células
endoteliales, sino también la migracion de macréfagos, las neuronas, las células de
Schwann, las células epiteliales renales y las células tumorales. El VEGF engloba a varias
proteinas resultantes del del splicing alternativo del mRNA del gen de VEGF: VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E (VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 y VEGF206) y
factor de crecimiento placentario (PIGF) (Ferrara et al., 2003; Hicklin y Ellis, 2005; Ellis y
Hicklin, 2008). La expresion del gen VEGF estd regulado por una serie de factores como la
hipoxia (Shweiki et al., 1992), factores de crecimiento y citoquinas (Goad et al., 1996;
Asano-Kato et al., 2005), hormonas (Sone et al., 1996; Charnock-Jones et al., 2000), entre

otros.
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Figura 4. Esquema de seiializacion de VEGF. A través de la union al receptor y su autofosforilacion,
VEGF regula las vias que activan la supervivencia celular, la proliferacion, la migracién y la

permeabilidad.

El VEGF sefializa a través de receptores tirosin-kinasa de alta afinidad: VEGFR-1 (Flt1),
VEGFR-2 (FIk1 / KDR), y VEGFR-3 (FIt4), que dimerizan y se activan al unirse a su ligando, a
menudo junto con sus correceptores neuropilina 1y neuropilina 2 (NRP1, NRP2) (Neufeld
y Kessler, 2008) se produce una dimerizacién del receptor y su autofosforilacion. Estos

receptores, que se expresan casi exclusivamente en las células endoteliales, se
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caracterizan por siete dominios de tipo inmunoglobulina en su regidn extracelular, un
solo dominio transmembrana, y un dominio tirosina quinasa intracelular. Curiosamente,
VEGF puede modificar la estabilidad de las uniones célula-célula mediante fosforilacidon
de la tirosina de la E-cadherina y B-catenina (Weiss et al., 2005; Nelson et al., 2008). Este
proceso, es fundamental para permitir la angiogénesis y la migracién de las células tanto
en la formacion de los vasos sanguineos durante el desarrollo como en los procesos
angiogénicos. Ademas, se relaciona el VEGF con un papel neuroprotector en la
enfermedad de Alzheimer (AD) ya que se han encontrado niveles bajos de VEGF en AD
(Storkebaum and Carmeliet, 2004; Mateo et al., 2007; Provias et al., 2014) (Ver esquema

en figura 4).

3.1.3. CXCL12

Las quimiocinas son una gran familia de pequefas proteinas (8 kDa) con propiedades
guimioatrayentes que actlan a través de receptores con siete dominios transmembrana
acoplados a proteinas G heterotriméricas (GPCR, del inglés “G protein couple receptors”).
Hay dos principales subgrupos de quimiocinas caracterizadas por la disposicién de sus dos
primeras cisteinas, ya sea adyacentes entre si (subfamilia CC) o separados por un
aminoacido (subfamilia CXC). Hasta ahora se han identificado 47 quimiocinas y se han
identificado 20 receptores de quimiocinas en humanos (Balestrieri et al., 2008). De la
guimiocina CXCL12 existen varias isoformas (Janowski, 2009; Stumm et al., 2007; Torres
and Ramirez, 2009) aunque la mas abundante es el factor derivado de estroma (SDF-1a,
del inglés “stromal cell-derived factor”), el cual se expresa altamente en las células del
estroma de la médula dsea de ratén (Tashiro et al., 1993), pero también se expresa en
diversos érganos, incluidos el cerebro, el corazén, el higado y los pulmones. En la
actualidad, se conocen dos receptores especificos de CXCL12, el CXCR4 (Bleul et al., 1996;
Oberlin et al., 1996) y el CXCR7 (Balabanian et al., 2005). Una vez que se estimula la
sefializacion, la proteina CXCR4 se elimina de la membrana celular (internalizada) y se

descompone para que ya no pueda activar las vias de sefializacion.
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Figura 5. Esquema de seializacion de CXCL12 a través de sus receptores. La llegada de
CXCL12 a la célula induce la activacidn de las proteinas G acopladas al receptor CXCR4 o
CXCR4/CXCR7 que van a inducir cascadas de sefializacion implicadas en supervivencia,
proliferacién, pluripotencia, migracién y quimiotaxis. Ademads, a través de GEK se activa la
B-arrestina que induce la endocitosis del receptor CXCR4 mediada por clatrinas y su

posterior degradaciéon en el endosoma.

El CXCL12 a través de su receptor CXCR4 participa en la localizacién y la quimiotaxis en los
sistemas hematopoyético e inmunoldgico, en procesos de reparacion tisular, en
proliferacién, la diferenciacién, en la supervivencia celular y en la migraciéon celular
(Imitola et al., 2004; Doring et al., 2014; Pawig et al., 2015). Sin embargo, CXCR7 sefializa
por mecanismos diferentes a los de CXCR4 (Rajagopal et al., 2010; Xiao et al., 2010) y
regula la actividad de CXCR4 a través de complejos heterodiméricos CXCR4/CXCR7
(Levoye et al., 2009) y al captar el CXCL12 extracelular, disminuyendo su biodisponibilidad
(Boldajipour et al., 2008). De hecho, el ratdon deficiente para CXCR7 presenta diferencias
respecto al CXCR4 o al de CXCL12. Estos comparten defectos a nivel de desarrollo durante
la hematopoyesis (defectos en linfopoyésis de linfocitos B y en mielopoyesis ), en la
formacion del septum ventricular, en la vascularizacion del tracto intestinal y en la
laminacion del cerebelo y de la corteza cerebral (Ma et al., 1998; Nagasawa et al., 1996;

Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998; Stumm et al., 2003) (Ver esquema en figura 5).
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3.1.4. Semaforinas

Las semaforinas comprenden una gran familia de proteinas compuesta por siete clases y
gue se encuentran en forma soluble (la subclase de sema3), ancladas a la membrana
plasmatica (Como las clases semad4 y sema5) o unidas a otras proteinas mediante
dominios GPI (sema7A) (Kruger et al., 2005). Estan implicadas en todas las etapas de la
vida, desde el desarrollo a la edad adulta, tanto en procesos fisiolégicos como
patolégicos. A nivel celular, las semaforinas sefializan sobre la célula para atraer o repeler
su migracion, durante el guiado axonal, la respuesta inmunitaria o el cancer (Kolodkin et

al., 1993; Luo et al., 1993; Tamagnone & Comoglio, 2000).

Las semaforinas se han descrito como sefiales inhibidoras principalmente al prevenir la
migracién celular y el crecimiento axonal, mediante el colapso de los pseuddpodos y de
los conos de crecimiento axonal. Sin embargo, las semaforinas también pueden promover
la quimiotaxis y la atraccién o crecimiento axonal (Polleux et al., 2000; Giordano et al.,
2002; Moreno-Flores et al., 2003; Pasterkamp et al., 2003). Sus funciones las realizan a
través de receptores como las plexinas y las neuropilinas (NPR1 y NPR2) (Tamagnone y
Comoglio, 2000). Aunque varios estudios indican que las neuropilinas son prescindibles,
hay evidencias en las que el dominio citoplasmatico de la neuropilinal tiene un papel
funcional por su asociacién con PSD95 a través del dominio PDZ (Wang et al., 2003). Otras
moléculas pueden interaccionar con las semaforinas, como CD72 y Tim2 (Kumanogoh et
al., 2000, 2002), como la integrina-B1 (Pasterkamp et al., 2003) o el VEGFR (Toshihiko et
al., 2004). De hecho, las neuropilinas, ademas de unirse a las semaforinas secretadas,

también son correceptores de VEGF (Soker et al., 1998; Gluzman-Poltorak et al., 2001).

Las semaforinas median la repulsién célula-célula, la adhesién célula-MEC vy la
polimerizacién de actina, lo que induce colapso celular y provoca apoptosis. La migracién
celular se inhibe tanto por la falta de adhesién como por estructuras adhesivas no
dinamicas (Webb et al., 2002). De hecho, las semaforinas actian como sefiales permisivas
e inhibitorias para la migracién celular, de la supervivencia y la proliferacién celular a

través de la integrina (Stupack y Cheresh, 2002) y la apoptosis (Tomizawa et al., 2001).
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3.1.Factores fisicos: la durotaxis

Las sefales mecdnicas presentes en el medio activan una serie de sefiales intracelulares
que regulan la migracion celular, la proliferacion, la morfologia y la supervivencia en
situaciones fisiolégicas y patoldgicas. Durante los diferentes procesos fisioldgicos, la MEC
sufre remodelaciones que modifican su estatus quimico y fisico. Las propiedades
mecanicas de la MEC varian en procesos como la cicatrizacion de heridas, donde los
fibroblastos depositan fibrinas y colagenos, y el conjunto ayuda a que las células migren
hacia la herida para cerrarla y crear una cicatriz (Xue y Jackson, 2005; Lancerotto y Orgill,

2014).

Estas diferencias mecanicas se presentan en forma de gradientes de dureza, que van a
promover la migracion celular en un proceso denominado durotaxis (analogo a la
guimiotaxis) (Sunyer et al., 2016; Lo et al., 2000). De hecho, sin tener en cuenta los
procesos patoldgicos, todos los tejidos humanos tienen sus propias caracteristicas
mecdnicas en forma de dureza: el cerebro ronda desde decenas a centenas de Pa segun la
region, el higado tiene una dureza de centenas de KPa, y el hueso ronda decenas de GPa,
y entre medio hay toda una seria de gradaciones de dureza segun el tejido (Butcher et al.,
2009). Ademas, cada tejido va a tener un comportamiento mecanico concreto por efecto
de su funcién o de sus relaciones anatémicas. Por ejemplo, en los vasos sanguineos
vamos a encontrar un elevado shear stress (estrés de flujo) que va a regular la
angiogénesis por efecto del flujo sanguineo constante que soporta este tejido (Galie et

al., 2014).

Esta diversidad de factores mecdanicos regula procesos muy variados a nivel bioldgico,
como la transicion epitelio-mesenquimal (EMT), importante en la formacién de tejidos o
en desarrollo, asi como en procesos metastasicos (Rice et al., 2017). En general, la dureza
de la MEC y las fuerzas mecdnicas son reguladores de muchos procesos celulares a través
de la sefializacion intracelular por dos vias: la via YAP/TAP/Hipo y la via Wnt/B-catenina,
segln se conoce hoy en dia. En ambos casos, ante el aumento en la dureza de la MEC, se
activan a nivel citosélico para permitir su translocacidon al nucleo y la activacién o
regulacion de genes clave (Landin et al., 2012; Fernandez-Sanchez et al., 2015; Reid et al.,

2017).

Dos modelos permiten predecir cual es el mecanismo de accidn para el sensado de las

propiedades mecanicas como la rigidez o la viscoelasticidad del sustrato sobre el que las
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células de adhieren, migran, proliferan, se diferencian, etc. Entre los modelos postulados
estan el de (a) deteccidn de rigidez a través de embragues moleculares (molecular clutch),
(b) a través de contracciones locales, (c) a través del remodelado de actina y (d) a través

de fuerzas fluctuantes en las adhesiones focales.

a) Deteccidn de rigidez a través de un embrague molecular (molecular clutch)

Durante la migracion celular, las adhesiones iniciales mediante integrinas se construyen a
través del contacto con la MEC. Después, se generan fuerzas de traccidon a través de
unidades contractiles locales basadas en actina-miosina (Ghassemi et al., 2012). Y, por
ultimo, las adhesiones focales locales maduras se acoplan al flujo de actina para permitir
la traccion celular (modelo de 'embrague' de la integrina) (Chan and Odde, 2008:
Elosegui-Artola et al., 2014) (Figura 6). La deteccién de la dureza del sustrato en las
etapas iniciales permite decidir y reforzar que adhesiones locales iniciales se refuerzan y
maduran, para permitir la migracidn celular guiada segun la dureza del sustrato (Choquet

et al., 1997).

El modelo de embrague celular se aplica para explicar la contractilidad celular, la rigidez
de la matriz, la densidad y distribucidn de ligandos en la MEC. Segun este modelo, las
células detectan la rigidez de la MEC por las fuerzas emitidas por la actina y la miosina a
través de proteinas adaptadoras y a las integrinas que se unen a la MEC (Mitchison and
Kirschner, 1988). Cuando estas fuerzas generadas por la actina y la miosina llegan a la
proteina intermedia o adaptadora transmite la fuerza al sustrato, generando este una
resistencia determinada, como si se tratara del embrague de un automovil. Al acoplarse
al sustrato, este genera una tension segun su rigidez, mientras que el flujo retrégrado de
actina sigue estirando la célula (Para mas informacion consultar la revision de Elosegui-
Artola et al., 2018 y la figura 6). Asi pues, la contraccién de la actina y la miosina genera
un flujo retrégrado de actina desde el borde de la célula hasta el centro celular. Esta
actina conectada a la MEC a través de las integrinas tira del sustrato generando una
tension que lo deforma. La rigidez del sustrato deformado determina cudl es la tasa de

carga resultante, es decir, la velocidad de deformacidn segun la rigidez del sustrato.
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Figura 6. Modelo de molecular clutch para la mecanotransduccion. Las diferentes proteinas
formado la unidad mecanotransductora con el flujo retrégrado de actina actuando sobre el

complejo proteico. Adaptado de Elosegui-Artola et al., 2018

En este modelo, al alterar la afinidad de unién de los ligandos a las proteinas adaptadoras
0 su numero, se alteraba la rigidez éptima necesaria para la transmisién de la fuerza. De
hecho, al reducir el nUmero de miosina la fuerza de transmisién éptima se redujo a rigidez
mas baja (Bangasser et al., 2013). Aqui se suponen una serie de cosas, como que las
células son sensibles a la tasa de carga o tasa de aplicacién de la fuerza (dinamica de
fuerzas) por eventos moleculares sensibles a las fuerzas (Wang et al., 1985; Theriot y
Mitchison, 1991; Owen et al., 2017). Por ello, se ha podido modelar como las células
detectan factores mecanicos pasivos, entre los cudles encontramos la rigidez de la MEC,
la densidad de ligandos o la viscoelasticidad (Chaudhuri et al., 2015). El modelo del
embrague molecular consigue unificar en una sola propuesta la deteccidon celular de

factores mecdnicos pasivos con la deteccién de fuerzas aplicadas por la célula.

Recientemente se ha demostrado el papel de la tasa de carga en la detecciéon mecanica al
evaluar la localizacion nuclear de YAP vy la rigidez del citoesqueleto al aplicar de forma
repetida diferentes deformaciones sobre la célula. Esta tasa de carga produce dos efectos
sobre la célula, a tasas intermedias se produce un efecto de refuerzo de la adhesion focal,
y a tasas altas se altera el citoesqueleto de actina y se reduce su rigidez (Andreu et al.,

2021).
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b) Deteccidn de rigidez a través de contracciones locales

Las células sondean el medio extracelular para detectar y responder a sefiales fisicas a
través de la aplicacién de fuerzas sobre el sustrato. Estas fuerzas se generan en el
citoesqueleto de actina-miosina, y se transmiten a través de las adhesiones focales al
sustrato que las rodea. La respuesta del sustrato al aplicar estas fuerzas devuelve a la
célula una serie de sefales que van a activar cascadas de sefializacién intracelular para
responder a las caracteristicas mecdnicas concretas de su ambiente. Aunque hay muchos

estudios en marcha, aln no se conocen todas las vias de sefalizacién implicadas.

Las unidades contrictiles se componen de proteinas como a-actina, miosina Il vy
tropomiosina. Estas proteinas producen contracciones locales de 100 nm durante unos 30
segundos, si estas contracciones locales superan un umbral determinado (fuerza
contractil de 20 pN), las adhesiones focales locales inmaduras pasan a ser adhesiones
focales maduras (Ghassemi et al.,, 2012). La maduracién de estas adhesiones focales
determina la direccionalidad de la migracién celular en el proceso de la durotaxis. De
hecho, la generacion de estas contracciones locales es independiente de la rigidez del
sustrato, pero la maduracién de las adhesiones focales depende de la capacidad de estas
contracciones locales de conectarse entre si para generar la fuerza necesaria para su
maduracion (Ghassemi et al., 2012). En estas conexiones locales existe una colocalizaciéon
de tropomiosina 2.1, a-actina y cadena ligera de la miosina fosforilada (p-MLC),
resultando en una falla para detectar rigidez tanto en sustratos blandos como rigidos al
inhibir la tropomiosina 2.1 en células (Wolfenson et al., 2016). También al inhibir la
miosina Il se produce un fallo en la maduraciéon de las adhesiones focales (Pasapera et al.,
2010) pero independientemente de la tension detectada (Kuo et al., 2011; Stricker et al.,

2013).

c) Deteccidn de rigidez a través de la remodelacién de actina

La dinamica de actina es crucial para el proceso migratorio, su formacion en el frente de
avance y su despolimerizacién en el frente trasero permite la migracion celular. Varios
estudios han demostrado la importancia de la rigidez del sustrato en la organizacién del

citoesqueleto de actina (Trichet et al., 2012; Tojkander et al., 2015; Lee et al., 2016). Se
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sabe que cambios reoldgicos en la organizacién del citoesqueleto de actina explican cdmo
la célula detecta la rigidez del sustrato, produciéndose un cambio de fase liquida a sélida
cuando aumenta la rigidez (Gupta et al., 2015). Segun este modelo, en sustratos blandos
la actina muestra estructuras altamente moviles, con el citoesqueleto desorganizado e
isotrépico, mostrando un comportamiento fluido. Por este hecho, en sustratos blandos
las adhesiones focales no madurarian y hay poca resistencia, por lo que se permite la
fluidez de la actina. Cuando se supera este umbral de rigidez, las fibras del citoesqueleto
de actina se estabilizan y se favorece la maduraciéon de las adhesiones focales,

presentando el conjunto un comportamiento mas sélido (Zemel et al., 2010).

d) Deteccién de rigidez a través de fuerzas fluctuantes dentro de las adherencias

focales

Segun este modelo, la deteccidn de la rigidez de la MEC necesita de fuerzas fluctuantes
dentro de las adhesiones focales, ya que estas transmiten la fuerza a la MEC. Tanto a nivel
computacional como experimental, se ha demostrado esta distribucidn de fuerzas dentro
de las adhesiones focales. Al aumentar la rigidez de la matriz se detectaron dos puntos de
distribucién de fuerzas, en un primer pico la fuerza era estable y centrada, mientras que
en el segundo pico habia cambios bruscos entre el centro y la punta de la adhesidon focal.
En este caso, la sefializacion por factores mecanicos promueve la existencia de estas
fluctuaciones y permite que el umbral se desplace a rigideces mas bajas cuando se
modifica esta sefializacion. De hecho, las fluctuaciones locales promueven la durotaxis
pero no son necesarias para madurar la adhesiones focales, ni para la quimiotaxis o la

haptotaxis (Plotnikov et al., 2012; Wu et al., 2017).

3.1.1. Metodologia para medir factores fisicos en biologia

Los métodos que se usan habitualmente en las areas de fisica encargadas de determinar
las propiedades mecdnicas de la materia no siempre son adecuados para la biologia. Se
requiere de una adaptacién o modificacion de estas para poder tomar medidas en
sistemas bioldgicos, no obstante, con el devenir de los afos, estas técnicas se han
mejorado hasta el punto de ser de uso habitual y rutinario en algunos campos de la

mecanobiologia, como la microscopia de fuerza atdmica (AFM, por sus siglas en inglés
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Atomic Force Microscopy). Por otra parte, algunas otras se han desarrollado a expensas
de la necesidad bioldgica en el estudio de sus propiedades mecdnicas, como las pruebas
moleculares (molecular probes) o las lipoesferas, que usan la ley de Laplace, para

determinar a nivel molecular o intratisular las propiedades mecdnicas de estos sistemas.

Microscopia de fuerza atémica

La microscopia de fuerzas de traccién o AFM se ha usado clasicamente para evaluar la
dureza de superficies de materiales y determinar sus propiedades viscoelasticas y
magnéticas y eléctricas a nivel microscépico (Binning et al., 1986). En su adaptacién a la
biologia se han desarrollado nuevos formatos para poder acoplar la muestra o incluso
sistemas de incubador para mantener el tejido o las células vivas, entre otras
adaptaciones. El principal problema que se ha encontrado a la hora de hacer mediciones

de muestras bioldgicas siempre ha sido la preparacion de la muestra.

Una vez fijada adecuadamente la muestra se toman las medidas sobre la superficie de
esta con un cantiléver de curvatura de entre 20 y 60 nm terminada con una punta de
forma cdnica, cilindrica o esférica (segun el tipo de muestra). Las fuerzas interatémicas
que contribuyen a la deflexién del cantiléver son las fuerzas de van de Waals. Esta
deflexion producida por la muestra se detecta por medio de la incidencia de un laser
sobre el cantiléver que detecta su desplazamiento. La magnitud de la deflexiéon del

cantiléver se produce en funcidon de la distancia entre la punta y la muestra (Figura 7).
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Figura 7. Microscopia de fuerza atdmica. Un laser impacta en el cantiléver con una punta
acoplada y mide la deflexion por el muestreo mediante la captacion de la reflexion del laser con un

fotodetector (A). Deflexidn del cantiléver en funcidn de la distancia entre la punta y la muestra (B).
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Se reconocen dos intervalo, uno en el que el cantiléver se mantiene a pocos angstroms de la
muestra y se produce una fuerza interatémica repulsiva. En el segundo intervalo, el cantiléver se

mantiene a algunas decenas de angstroms de la superficie, y predominan las fuerzas atractivas.

Para obtener los valores se deben de asumir algunos modelos que nos permitan sacar el
valor de la superficie medida. En nuestro caso vamos a asumir el modelo de Herts (Herts,
1881), ya que en este se asume una superficie lisa y continua, donde hay una pequefia
area de contacto y no hay fuerzas de friccion ni adhesidn. Este modelo permite solucionar
el problema tridimensional de la deformacion del material si estos son eldsticos e

isotropos y asumiendo que la muestra representa un espacio semi-infinito.
E=2G (1+v)

Asi pues, usando la férmula del modelo de Hertz podemos extraer el mdédulo de
elasticidad o de Young (E), asumiendo un coeficiente de Poisson (v) estandarizado para

ciertas muestra biolégicas y a partir del médulo de cizalla (G).

Reometria

La reologia es una rama de la fisica que se centra en evaluar la deformacion y el
comportamiento de flujo de los materiales seglin su velocidad de flujo (fluidos) o su
deformacién hasta cierto punto (sélidos), es decir, sus propiedades reoldgicas. El término
proviene de la palabra griega "rhei" que significa "fluir", de hecho, los materiales a medir
se pueden clasificar como liquidos (comportamiento viscoso), sélidos (comportamiento
elastico) y semiliquidos muy viscosos. Todos los materiales estdn compuestos de diversas
moléculas y particulas que cuando fluyen se ponen en movimiento y se deslizan unas
entre otras, desarrollando lo que se conoce como resistencia de flujo provocada por la
friccion. Cuando los componentes del material son mas grandes se obtienen valores de

viscosidad mayores (Mezger, 2017).

La reologia describe las propiedades viscosas, viscoelasticas y eldsticas de materiales
influenciadas por fuerzas externas (shear stress), deformacion (shear strain), velocidad de
deformacién (shear rate), temperatura y duracion de la cizalla (ademas del periodo de

descanso en comportamientos tixotrépicos). Otros factores pueden estar influenciando
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las propiedades viscoelasticas, como el campo magnético o la presién ambiental, pero

para ello se requieren de equipos especializados y otros experimentales que los cldsicos.

Los reémetros son los instrumentos que sirven para medir la viscosidad de sustancias no
newtonianas y determinar su elasticidad. Para ellos haces pruebas de cizallamiento y de
torsién, tanto en rotacidon continua como oscilatoria. Para las mediciones se utilizan
determinadas geometrias que nos aportan valores absolutos de los pardmetros
reoldgicos, y nos permite comparar los resultados entre experimentos ya que se rige por
unas normas especificas (a diferencia de los sistemas que obtienen valores relativos)

(Mezger, 2017).

1. Microscopia de fuerzas de traccion

La microscopia de fuerzas de tracciéon se basa en un principio de traccién y posterior
relajacion de un hidrogel con particulas fijas, cuya posicidn varia de forma eventual segin
las fuerzas ejercidas por la célula (Dembo y Wang, 1999). Este cambio de posicidén implica
deformaciéon del gel que las contiene, con lo que sabiendo la dureza de este gel y
conociendo el desplazamiento que ejercen las células sobre el mismo, podemos
determinar la fuerza de traccidén que ejerce esta célula sobre el hidrogel. Para obtener los
desplazamientos se deben de obtener tres imagenes: una de contraste de fase, que nos
da informacién sobre posicion y morfologia celular; una segunda de fluorescencia que
corresponde a la posicion de las particulas fluorescentes con la célula encima; y una
tercera de fluorescencia, que corresponde a la posicidon de las particulas una vez se ha
eliminado la célula y el hidrogel ha vuelto a su estado relajado. Con los desplazamientos
podemos obtener un mapa de las fuerzas de traccién ejercidas por las células en 2D. En
cambio, las medidas de las fuerzas de traccion en 3D se hacen mas complicadas por
capacidad para remodelar el espacio, modificdindolo constantemente, por lo que
implementacion a nivel computacional aun dista lejos de su aplicacion, aunque ya se
realizan algunos trabajos técnicamente complejos (Legant et al., 2010; Roca-Cusachs et

al., 2017).
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3.1.2. Mecanoreceptores

Se desconocen los mecanismos exactos por los que se produce la deteccion de la rigidez
del sustrato por parte de los receptores mecanicos, no obstante, se han propuesto tres
modelos que podrian explicar su funcionamiento (Figura 8). En el modelo Tether (Figura
8A), un mecanoreceptor (McRc) anclado a la bicapa lipidica celular se encuentra unido
mediante links al citoesqueleto por su parte intracelular y a un anclaje por su parte
extracelular. Al producirse un cambio en el anclaje, se produce una deflexién en el
sistema, que a través de los links mecanicos se modifica la estructura del canal,
abriéndolo o cerrandolo segun la deflexion producida (Gillespie & Walker, 2001). En el
modelo de tensidn en la membrana (Figura 8B), las fuerzas extracelulares modifican la
tensidon de la membrana, produciendo una dilatacién del canal, permitiendo su funcién
(Sukharev y Corey, 2004). Por ultimo, en el modelo de ascensor (Figura 8C), los anclajes y
los enlaces extracelulares son idénticos a los del modelo tether, pero con la particularidad
de que se abre el canal por esta misma deflexidn, sin que haya un link intracelular ni se
transmita directamente al citoesqueleto (Kung, 2005). Estos modelos no han podido ser

validados en eucariotas por la falta de estudios.
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Figura 8. Modelos propuestos de mecanotransduccion a partir de mecanoreceptores.
Se han propuesto tres modelos diferentes para explicar la mecanotransduccion a través

de canales incrustados en la membrana: modelo tether (A), modelo de tension en la
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membrana (B) y modelo del ascensor (C). McRc: mecanoreceptores. Adaptado de: Krey y

Gillespie, 2012.

En el modelo thether, el mecanoreceptor debe de cumplir dos caracteristicas: que se
produzcan cambios conformacionales al estirar-se en contra de la direccion del enlace, y
gue contenga actividad enzimatica ligada a dicho mecanoreceptor para transmitir y
amplificar la sefial mecanica. Dentro de estos mecanoreceptores encontramos proteinas
del citoesqueleto, ligandos extracelulares, proteinas de adhesion y canales idnicos. Las
proteinas citoesqueléticas implicadas en este modelos son talina (Horwitz et al., 1986; del
Rio et al., 2009), las cadherinas (Yao et al., 2014) y otras como filamina A, actina, etc. (Hu
et al., 2017). Ademas, a través de ligandos extracelulares como el factor de crecimiento
transformante (TFG) (Robertson et al., 2016) o el factor von Willebrand (VWF) (Lenting et
al.,, 2015), se puede activar la sefializaciéon por factores mecanicos. Como ya se ha
explicado, las proteinas de adhesidn participan en la mecanorecepcion, como el PECAM-
1, la vimentina o la miosina (Conway et al., 2013). Por ultimo, anclados en la membrana
encontramos los canales idnicos que se abren con la fuerza mecdnica como el TRPN1 en

Drosophila (Walker et al., 2000) y transmiten la sefial al citoesqueleto.

En el modelo de tensidn en la membrana, la bicapa lipidica tiene la capacidad de sensar
estos cambios en la tensidn producidos por los factores mecanicos al estirarse la
membrana y producir desajustes en estas regiones hidrofébicas. Al estirar la membrana
las partes hidrofdbicas estarian expuestas, con lo que la membrana responderia
cambiando la configuraciéon de las regiones transmembrana de las proteinas presentes, y
en consecuencia modificando su actividad, para que se aliviara esta tensién hidrofébica
(Nyholm et al., 2007; Anishkin et al., 2014). En mamiferos, el canal TREK-1 de entrada de
K* fue el primero en investigarse como mecanoreceptor (Brohawn et al., 2014; Brohawn,
2015), luego se afiadieron a la lista los receptores de la misma familia TRAAK (Maingret et
al., 1999) y TREK-2 (Lesage et al., 2000). No se podria terminar esta seccidn sin mencionar
los canales catidnicos mecanosensibles o MSCs (del inglés, cationic mechanosensitive
channels), que incluyen los receptores Piezol y Piezo2 (Coste et al., 2010); u otros como
los canales receptores de potencial transitorio o TRPs (del inglés, transient receptor
potential channels) (Inoue et al., 2009) o los canales activados por sefiales mecanicas
selectivos para K* y activados por Ca?* o SAKCa (del inglés, stretched-activated Ca*'-

activated K* selective channels) (Kawakubo et al., 1999).
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Hipotesis de la tesis
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Hipatesis de la tesis

En el presente estudio se pretende utilizar las funciones de las OECs en condiciones
fisioldgicas para, mediante un sistema de transporte, direccionalidad de la migracién y
alineacion de las células, mejorar las condiciones de las OECs como terapia en
regeneracion neural. Ademas, se pretende analizar los factores fisicos y mecdnicos
encargados de orquestar la migracion de las células de Cajal-Retzius durante el desarrollo
de la corteza cerebral en ratén; asi como analizar el patrén de rigidez de la capa | en el

desarrollo del ratén a edad prenatal E12.5.

Por tanto, nuestras hipdtesis son:

Se puede direccionar y aumentar la migracion de las TEG3 mediante el uso de nanofibras
funcionalizadas con CXCL12 en un sistema inerte y fdcil de transportar para facilitar

posibles usos terapéuticos de las OECs en regeneracion.

Las células de Cajal-Retzius migran y se posicionan a lo largo de la corteza cerebral por

factores fisicos durante el desarrollo embrionario en el raton.
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Objetivos de la tesis

Teniendo en cuenta el marco tedrico de esta tesis doctoral y su amplitud de campo
respecto al estudio de la migracidn celular, nos centramos en el estudio de la migracion
de las OECs sobre nanofibras funcionalizadas con agentes quimiotacticos. Asi pues, se
exploran dos tipos de respuestas, primero la de la migracién sobre biomateriales en
diversas formas, en este caso en diversos didmetros de nanofibras de PLA. La segunda
respuesta que se estudia es la de la quimiotaxis de las OECs por la quimiocina CXCL12. En
este segundo objetivo, se determina si la funcionalizacién de las nanofibras mejora la
migracion de las OECs por un proceso de quimiotaxis. El otro tema de esta tesis se centra
en el estudio de la migracidon de las células de Cajal-Retzius durante el desarrollo del
telencéfalo. Se exploran los factores mecdnicos que influyen en la migracién de esta
poblacidn celular, asi como el analisis de estos factores en la capa | del cerebro de ratdn

durante su desarrollo.
Por tanto, los objetivos de esta tesis se resumen en los siguientes:

1. Desarrollar un sistema de guiado y transporte especifico para las OECs.

2. Aumentar la capacidad migratoria de las OECs sobre las nanofibras.

3. Estudiar la influencia de factores fisicos en la migracién de las células de Cajal-
Retzius.

4. Estudiar los factores fisicos asociados al desarrollo de |la corteza cerebral.
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Capitulo 1. Migracion de las OECs sobre nanofibras

funcionalizadas con SDF-1a

1. Introduccion

La medicina regenerativa se centra en restaurar el estado fisiolégico que habia antes de la
lesion, o del proceso degenerativo. En este campo se aplican una gran variedad de
técnicas, como cirugias reconstructivas, trasplantes, terapia farmacolégica combinada,
entre otras muchas. No obstante, hay un campo en el que los procesos regenerativos son
muy limitados y, por tanto, hay que acentuar los esfuerzos para lograr restaurar la
funcién fisioldgica. Las lesiones neurales son las grandes desconocidas por la medicina
regenerativa, y a nivel social causan muchos problemas socioecondmicos. Las personas
qgue sufren lesiones neurales no vuelven a tener el grado de funcionalidad previo, y el
grado de comorbilidad que conlleva produce otro tipo de problemas a la larga. En
concreto, las lesiones de médula espinal reflejan este hecho, dénde con una incidencia de
54 casos por millén de personas (17,730 nuevos casos cada aifo de 328 millones de
personas en los Estados Unidos) (Jain et al., 2015), deja un rango de entre de 249,000 a
363,000 personas solo en Estados Unidos (Lasfargues et al., 1995). De estos casos de
lesion de médula espinal o SCI por sus siglas en inglés (Spinal Cord Injury), pasan un
promedio de 11 dias hospitalizados en cuidados intensivos y 31 dias en rehabilitacién. De
estos, el 30% debe de volver a ingresar en el hospital, durante 19 dias de media, debido a
complicaciones del sistema genitourinario y de enfermedades de la piel. Es comun el

reingreso por enfermedades respiratorias, digestivas, circulatorias y musculoesqueléticas.

Estas cifras revelan la gran incidencia de SCI en la poblacién, con el alto nimero de dias
hospitalizados, que conlleva sin duda un fuerte gasto econémico para los sistemas de
salud. De hecho, los gastos derivados de la atencion médica, los gastos de vida, sin contar
con los costes indirectos, se estiman entre 1.8 a 2.7 millones de ddlares a los 50 afios post
lesion dependiendo del tipo de lesidn, la educacidon y el historial de empleo. Con una edad
media de 40,7 afios entre 2005 a 2010, sélo el 17 % de las personas con SCI estan
empleadas después del primer ano, lo que agrega dificultades econdmicas a quienes
sufren esta patologia. Sélo se alcanza una mayor tasa de empleo a los 30 afios desde la
lesién, con un 32 % de personas empleadas (National Spinal Cord Injury Statistical Center,

2011).
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Pocos son los casos en los que el paciente presenta una recuperacidén neuroldgica
completa en el momento de recibir el alta hospitalaria (el 1%). Lo mas frecuente es la
tetraplejia incompleta, que se presenta en el 47.6% (en el 2015). En los casos mas graves
de deterioro neurolégico, la mortalidad es elevada dentro del primer afio. Ademas, no se
ha logrado mejorar la esperanza de vida de las personas con SCI desde la década de 1980,
por lo que se hace patente la necesidad de seguir investigando para mejorar estas
patologias, que tantos problemas ocasionan a los pacientes, y que actualmente no tienen

ningun tratamiento exitoso (Economic Impact of SCI, 2011).

1.1.El dafio neural y los procesos que derivan

Los dafios causados en nervios resultan en pérdida del control motor, de la capacidad
sensorial y de las funciones auténomas en las regiones inervadas por los mismos. Segun el
grado de dafio podemos encontrar desde una inflamacidn local con dafio derivado de ello
hasta una seccién total con pérdida de las fibras axonales. Estos dafios crean un ambiente
inhibitorio e inflamatorio en el drea de lesidn llamado cicatriz glial que impide el normal
crecimiento de los axones. Por ello, en su porcion distal se produce la degeneracién
walleriana (SNC), que mediante cambios en el metabolismo neural y en crecimiento de las
fibras promueve el recrecimiento axonal para reconectarse y recuperar las funciones
motoras, sensoriales y autdnomas anteriores a la lesién. El gran problema en la
reconexion deriva en la pérdida de direccionalidad y la conectividad desorganizada, por lo
gue se pueden reinervar fibras sensoriales con motoras o auténomas y viceversa. Aunque
la tasa de crecimiento sea elevada, esta desorganizacion en la conectividad causa que el

grado de recuperacién funcional sea bajo debido a la mala conexién de las fibras.

Hay varios factores determinantes en la direccionalidad de las fibras y su reconexion. Por
ejemplo, se conoce que las neuronas tienen cambios metabdlicos que promueven un
estado pro-regenerativo. También se conoce el papel de determinados factores solubles y
sus receptores que modulan la direccién del crecimiento axonal y su fasciculacién. Y no
debemos de dejar atras la influencia del microambiente de la lesién que genera
moléculas que dirigen los axones y los protegen de la apoptosis derivada de los factores
inhibitorios secretados en la cicatriz glial. Por ejemplo, las células de Schwann secretan

factores neurotréficos que modulan la atraccion axonal y crean vias favorables en la
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porcion distal que permiten a los axones adherirse y elongarse. Este intercambio de
sefiales de los axones dafados con el ambiente es esencial para determinar las
capacidades intrinsecas de regeneracion axonal y reinnervacién neural. Por todo ello, es
importante determinar el papel de los factores extrinsecos en la modulacién de este
crecimiento, asi como los factores y sus receptores que promueven este estado pro-
regenerativo en el axon. En este trabajo, se postula el potencial uso terapéutico de
células de la glia envolvente olfatoria (OECs; por su nombre en inglés olfactory ensheating
cells) dirigidas mediante nanofibras funcionalizadas con SDF-1a como posible terapia local

en la regeneracion neural.

1.1.1. Fisiopatologia temporal de la lesion medular

Tras una lesién medular se pueden distinguir hasta tres fases temporalmente
consecutivas: fase aguda, fase subaguda y fase crénica (Hyun and Kim, 2010; James et al.,

2011):

La fase aguda

Esta fase corresponde a los primeros instantes tras la lesién, que se denomina lesidon
primaria. En esta, segln el tipo de lesidn se produce una ruptura parcial o total de la
estructura anatémica medular, tanto en su componente neural como en la musculatura,
estructura ésea y cartilaginosa, y los vasos sanguineos. Al dafar los vasos sanguineos se
reduce drasticamente el aporte de oxigeno y nutrientes, causando isquemia, anoxia e
hipoglucemia, que a su vez conllevan muerte neuronal y degeneracion de la mielina en
los axones dafados. Estos primeros cambios ocurren entre las 8-24 horas post-lesion, y
activan una gran respuesta inflamatoria, dénde los fagocitos se encargaran de eliminar
los restos durante las siguientes 48 horas. Estas carencias de riego sanguineo causan
cambios metabdlicos en las células residentes y edema, causando todo ello un fuerte
ambiente anaerobio en las primeras 48 horas después de la lesién (Tator and Fehlings,
1991; Dusart and Schwab, 1994). Una de las consecuencias de la muerte celular es la
liberacidn de iones extracelulares que causan perturbaciones a nivel axonal al modificar la
excitabilidad y la transmisién sinaptica. Asi, en los primeros 30 minutos después de la

lesién se produce un importante aumento del Ca?* dentro de los axones que activa las
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cascadas de apoptosis, y estimula la liberacidn de glutamato y aspartato, causando mayor
dafio en las neuronas (Balentine and Spector, 1997; Young and Koreh, 1986; Lotan et al.,
1994). Todos estos cambios se alargan durante varios dias después de la lesién y
conllevan una respuesta inflamatoria elevada que aumenta el dafio en las estructuras
circundantes. Por ejemplo, aumenta el dafio endotelial, la permeabilidad vascular, la
liberacion de radicales libres, el edema, la infiltracion de células inflamatorias y ocurre
una pérdida de mielina en los axones dafiados (Caballero, 2005). Estos procesos llevan a
un estado de shock a nivel de la lesién medular, que, prolongado durante varios dias,
produce este estado de fallo fisiolégico, disminuyendo las funciones propias del tejido

medular y repercutiendo en dafos que dificilmente se van a poder regenerar.

La fase subaguda

En esta fase, denominada también lesién secundaria, los efectos de les lesién primaria
generan dafios secundarios que se prolongan durante semanas, segun el tipo de lesidn y
la zona lesionada. Se considera una fase secundaria porque se crea a consecuencia del
dafio en la primera lesién, no por la consecuencia directa del acto causante de la lesién.
En la fase subaguda se produce la reactivacion de la glia por los procesos de necrosis,
isquemia y la hemorragia. Ademds, se localiza la zona de penumbra alrededor de la
lesién, caracterizada por baja actividad eléctrica y funcional, y que conlleva muerte

neuronal secundaria asociada (Reier et al., 1983).

La fase subaguda se caracteriza por la infiltracion de células inflamatorias, como los
leucocitos polimorfonucleares que migran por quimioatraccidon a la zona de la lesidon
(Means and Anderson, 1983; Moreno-Flores et al., 1993) y los macréfagos llegan para
fagocitar el tejido necrosado (Perry et al., 1993; Ginhoux and Jung, 2014). Ademas, los
macrofagos y los oligodendrocitos fagocitan la mielina, dando inicio el proceso de
degeneracion walleriana, donde la parte distal del axdn lesionado degenera
completamente (Bruck et al., 1995). Ademas, la microglia se activa adquiriendo una forma
ameboide, y comienza su funcién fagocitica de los restos celulares desde el centro de la
lesidn hacia los bordes (Andersson et al., 1991; Dusart and Schwab, 1994). En cambio, los
astrocitos sufren cambios en respuesta al dafio que acaban hipertrofiandolos,

aumentando la expresién de vimentina y GFAP (Cregg et al., 2014). Estos astrocitos

59



hipertroéficos crean una capa gruesa y extensa que cubre la lesion, y se denomina cicatriz

glial o cicatriz meningo-glial.

La cicatriz meningo-glial

En respuesta a los procesos de la fase aguda y subaguda, y dentro de las primeras
semanas desde la lesion medular, se crea esta compleja estructura molecular que
produce gran cantidad de factores inhibitorios como efrinas, semaforinas, CSPGs y
tenascinas (Fitch and Silver, 2008). Este fuerte componente inhibitorio reprime el posible
crecimiento axonal en la lesidn, eliminando las posibilidades naturales de regeneracion de
los axones dafados. A nivel celular estd compuesta por microglia y precursores de
oligodendrocitos, como ya habiamos visto y, en algunos casos, se asocian también células
meningeas, que crean una barrera mecanica que también impide el crecimiento axonal
(Windle and Chambers, 1950; Sofroniew, 2015). Otros componentes celulares locales
forman parte de la cicatriz meningo-glial como los pericitos (Gortiz el al., 2011). La
eliminacidn de la cicatriz meningo-glial conduce a lesiones mas extensas, por lo que tiene
un papel protector al aislar la zona y evitar que el dafio se extienda (Brush et al., 1999;

Penky et al., 2014).

Fase crénica

Se sabe relativamente poco sobre la fase créonica en humanos, solo hay estudios de
pacientes que murieron por causas no relacionadas. Debido a que la médula espinal en
estos casos no estd bien conservada, los axones remielinizados pueden ser dificiles de
ver. En un estudio con un modelo de SCI por contusién en médula espinal de ratas
adultas, se describid que, un mes después el 64% de las fibras estaban desmielinizadas
[58]. Algunos axones pueden permanecer intactos anatémicamente, pero fisicamente no
son funcionales o progresan hacia los procesos de degeneracién Walleriana distal al sitio
de la lesién[59]. Cuando todos los procesos empiezan a estabilizarse, entramos en la fase
cronica, en la cual no hay grandes cambios y todo el conjunto permanece inalterado.
Dependiendo del tipo de lesion, se tarda un tiempo en llegar a esta fase, en la que se
observa una cavidad cistica carente de células, rodeada por la glia reactiva de la cicatriz

meningo-glial y todo embebido en liquido cefalorraquideo (Hill et al., 2001). Ademas, los
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cambios se extienden mas alld de la zona lesionada, ya que se han visto cambios en la
expresion neuronal de inhibidores del recrecimiento axonal, de los niveles de nucleétidos
ciclicos (cAMP) y del crecimiento axonal (Selzer, 2003; Mar et al., 2014). En esta fase
encontramos una cicatriz meningo-glial madura y con un fuerte componente inhibitorio
de la regeneracidon axonal, manteniendo pues un estado estable, sin degeneracidn ni

regeneracidn, cuyas consecuencias implican a zonas mas alla de la lesién.

1.1.2. Factores inhibitorios de la regeneracion axonal

El fuerte ambiente inhibitorio que se crea en la zona de la lesidn proviene tanto de los
restos celulares como de los subproductos secretados por las células residentes e
infiltradas: leucocitos polimorfonucleares, macréfagos, microglia, precursores de
oligodendrocitos y astrocitos reactivos. Todos ellos secretan una serie de factores
asociados a matriz extracelular (proteoglicanos, etc.), inhibidores asociados a mielina
(MAIs, por sus siglas en inglés: myelin associated inhibitors), citoquinas (como el TNFa) o
moléculas de guia axonal (semaforinas, efrinas, etc.). Los inhibidores de la regeneracidn
del SNC se pueden clasificar en tres categorias principales: (I) Proteoglicanos o factores
asociados a la matriz extracelular; (ll) Inhibidores asociados a la mielina; y (lll) moléculas

de guia axonal.

I Proteoglicanos

Los proteoglicanos son proteinas altamente glicosiladas que encontramos en la matriz
extracelular (ECM), en los granulos de secrecién a nivel intracelular, o en una posicion
intermedia, anclados en la membrana celular (Sandvig et al., 2004). Los proteoglicanos se
componen de una proteina central a la que se anclan cadenas repetidas de
glucosaminoglicanos (GAGs) (Esko et al., 2009; Mikami and Kitagawa, 2013). Las GAGs
estan constituidas por repeticiones de disacaridos formados por una glucosamina o una
galactoamina y un acido urdnico que se encargan de la unién a ligando (Linhardt and
Toida, 2004). Segun la longitud del polisacarido y del sulfatado presentara unas
caracteristicas bioldgicas diferentes (Volpi and Tarugi, 1999). Estructuralmente se
distinguen cuatro clases de GAGs: heparan sulfato (HS), condroitin sulfato (CS), dermatan

sulfato (DS) y queratan sulfato (QS) (Bandtlow and Zimmermann, 2000).
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Cuando existe un dafo a nivel neural, si activa la expresiéon de ECM y otras proteinas de
los astrocitos reactivos (Bignami and Dahl, 1976; Eng, 1988; McKeon et al., 1991; Laywell
et al.,, 1992; Eddelston and Mucke, 1993; Brodkey et al., 1995). A nivel neural, los
proteoglicanos son secretados por astrocitos, oligodendrocitos y por células de las
meninges (Shearer et al., 2003; Silver and Miller, 2004). Mayoritariamente encontramos
dos tipos de proteoglicanos en la ECM: el condroitin sulfato proteoglicano (CSPG) vy el
heparan sulfato proteoglicano (HSPG). Particularmente, el CSPG, junto con la tenascina-c,
estan positivamente regulados durante el dafio en el sistema nervioso central (SNC). La
tenascina-C es inhibitoria para muchos tipos de neuronas e inhibe el crecimiento de los
axones en la mayoria, aunque puede promover el crecimiento axonal a nivel embrionario
en algunos casos (Brenneke et al., 2004). Asociados especificamente a las lesiones de
médula espinal encontramos los QSPG o queratdn sulfato proteoglicanos (Hilton et al.,
2012). De hecho, los ratones knock-out (KO) para la enzima critica para la biosintesis de
QS, tienen una mayor plasticidad y mejoran funcionalmente mas que sus compafieros
wild-type después de una SCl. De hecho, usando una enzima para degradar
especificamente el QS permite una recuperacién motora sustancial durante las fases

agudas de la SCI (lto et al., 2010; Imagama et al., 2011).

Condroitin sulfato proteoglicano (CSPG)

Los niveles de CSPG aumentan drasticamente como consecuencia de una lesién del SNC
(Andrews EM, et al., 2011. Los principales CSPG que se encuentran en el SNC incluyen
lecticanos (neurocano, versicano, agrecano y brevicano), fosfacan y NG2 (Harris NG, et al.,
2009). La sobreexpresién de CSPG por los astrocitos reactivos, las células meningeas y los
precursores de oligodendrocitos se produce durante las primeras 24h después de la
lesion y la inhibicion del crecimiento axonal permanece activa durante meses

(Morgenstern et al., 2002; Shearer et al., 2003; Carulli et al., 2005).

El TGF-B se ha identificado como un desencadenante clave de la formacién de CSPG en la
cicatriz meningo-glial (Mittaud P, et al., 2002). De hecho, se ha demostrado que el
bloqueo de la sefializacion por TGF-B atenula la formacién de la cicatriz meningo-glial
después de una lesion de SCI (Davies J, et al., 2004). Después de la rotura vascular y la

hemorragia, se libera fibrindgeno sanguineo en el tejido del SNC y se pueden activar la
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astrogliosis reactiva y la formacion de CSPG a través de la activacién de la via TGF-

Smad2 (Schachtrup C et al., 2010).

Otro regulador de la expresion de CSPG durante la lesién de médula espinal es NF-kp,
segln estudios con ratones OMG para expresar IkBa, un inhibidor de NF-kB (promotor de
hGFAP). Los investigadores demostraron que la inactivacion de NF-kB en los astrocitos
reactivos redujo la expresion tanto de TGF-B2 y como de CSPG, dando como resultado

una mejor recuperacion funcional después de la SCI (Brambilla R et al., 2005).

1. Inhibidores asociados a la mielina

La importancia de la mielina como inhibidor del crecimiento axonal se postulé en el 1987
por Carbonetto al observar que las neuronas solo podian crecer en la materia gris del
cerebro. Esta premisa adquirid mayor consistencia en los estudios in vitro de ganglios de
la raiz dorsal (DRGs), donde el cultivo con mielina o precursores de oligodendrocitos
inhibian la extensién de sus procesos neuriticos (Schwab and Caroni, 1988). La mielina
presenta propiedades inhibitorias del SNC debido, fundamentalmente, a tres proteinas
asociadas a su composicidon: MAG, OMgp y Nogo-A y de la presencia de lipidos asociados

a la mielina (Schwab et al., 2005; Winzeler et al., 2011).

MAG: glucoproteina glial asociada a mielina

La glucoproteina glial asociada a mielina o MAG se localiza en la superficie celular de
oligodendrocitos y células de Schwann, en el SNC y SNP, respectivamente (McKerracher
et al.,, 1994; Mukhopadhyay et al., 1994) y se cree que es importante para la
estabilizacién a largo plazo de los axones mielinizados (Fruttiger et al., 1995). MAG es un
componente menor de la mielina y se localiza en la mielina compacta y madura sélo en la
membrana mas interna en contacto con el axén (Trapp, 1990). Pertenece a la
superfamilia de inmunoglobulinas, y tiene dos isoformas: S-MAG y L-MAG, que difieren en
el dominio intracelular. Esta proteina puede tener un doble efecto segun el tipo neuronal

y el estadio del desarrollo en el que se encuentren (Mukhopadhyay et al., 1994).

Durante la destruccion de los axones se dafia la mielina y sélo entonces, cuando los

axones estén intentando regenerarse, los conos de crecimiento encontrardan MAG para
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tener el efecto inhibitorio (Tang et al., 2001). En el SNP, después de una lesidn, se liberan
MAG, pero la alta concentracién de laminina es suficiente para anular la propiedad
inhibidora del crecimiento de MAG, y permitir una mejor regeneracion (David et al.,
1995). Por el contrario, el SNC contiene poca laminina u otros sustratos favorables, y la
concentracion de MAG es mayor (0.1% en SNP y 1% en SNC) (Trapp, 1990). La inhibicion
del SNC por las MAG se realiza mediante union al complejo receptor Nogol (NgR1), de
Nogo2 (NgR2), de la integrina B1 y de los ganglidsidos GT1b (Vinson et al., 2001; Vyas et
al., 2002; Venkatesh et al., 2005). De hecho, el fragmento proteolitico dMAG, consistente
en el dominio extracelular completo de MAG, inhibe la regeneracion axonal in vitro (Sato
et al., 1984; Tang et al., 1997). En animales KO para MAG se demostré que la sustancia
blanca dafiada de los ratones sdélo inhibia el crecimiento en los ratones wild-type, y la
eliminacion de MAG eliminaba la inhibicién del crecimiento axonal (Tang et al., 1997;
Tang et al., 2001). Ademas de ser uno de los principales inhibidores provenientes de la
mielina, su fraccidn soluble es capaz de difundir y afectar a neuronas mas alla de la zona
lesionada. Estos hallazgos tienen una implicacién importante para enfermedades con

alteracion de la mielina, como la esclerosis multiple (Bjartmar y Trapp, 2001).

OMgp: glicoproteina de mielina de oligodendrocitos

La OMgp se expresa en neuronas y en oligodendrocitos en el SNC (Habib et al., 1998),
dénde media las interacciones entre oligodendrocitos y entre oligodendrocitos y la
membrana axonal en los nodos de Ranvier (Mikol et al., 1990). La OMgp es otra proteina
capaz de inhibir el crecimiento de las neuritas (Kottis et al., 2002; Wang et al., 2002). La
proteina se compone de cuatro dominios: un grupo glucosilfosfatidil inositol (GPI), un
dominio rico en residuos de Leucina (LRR), un dominio N-terminal y un dominio C-
terminal rico en residuos de Serina-Treonina. Mediante el grupo GPIl se ancla a
membrana, y es a través del dominio LRR interacciona con el receptor NgR1, iniciando la

cascada de sefializacidn para inhibir el crecimiento axonal (Wang et al., 2002).

Los ratones modificados genéticamente para eliminar la expresién de OMgp tienen baja
mielinizacion de los axones (Lee X et al., 2011). Ademas, se sabe que en estos ratones los
axones fallan al conectar con las regiones especificas en las proyecciones talamocorticales

(capa IV) y se observan axones ectépicos (capa Il y lll) (Gil V et al., 2010). Por lo que se ha
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propuesto un papel de los OMgp en la regulacién de la plasticidad sinaptica a nivel

postsinaptico (Raiker SJ et al., 2010).

Nogo

El anticuerpo monoclonal IN-1 actia contra una fraccién inhibidora de mielina y es capaz
de atenuar las propiedades inhibidoras de la mielina del SNC in vitro (Caroni y Schwab,
1988a). En ratas adultas, la inyeccion este anticuerpo IN-1 directamente en la médula
espinal demostré que puede promover la regeneracion de axones en el tracto
corticoespinal, y estos axones crecen mas alla de la lesidn hacia la médula espinal distal
(Schnell y Schwab, 1990). A partir de estos resultados, y mediante experimentos de
secuenciacién peptidica, se descubrié una proteina de alto peso molecular a la que
llamaron Nogo (Chen et al.,, 2000; GrandPré et al., 2000; Prinjha et al., 2000). Esta
proteina Nogo fue una de las tres isoformas (Nogo-A, Nogo-B y Nogo-C) producidas a

partir del gen Nogo mediante splicing alternativo.

Las proteinas de tipo Nogo pertenecen a una familia de proteinas localizadas en el
reticulo endoplasmatico Ilamada Reticulén (RTN) (Oertle and Schwab, 2003). Formada
principalmente por tres proteinas, se componen de un extremo amino terminal y dos
dominios transmembrana Nogo-A es la que se expresa en el SNC, Nogo-B tanto en SNC y
SNP, y Nogo-C se expresa en cerebro, entre otros sitios (Huber et al., 2002). Se han
identificado dos dominios inhibidores de Nogo: un bucle de 66 aminoacidos (Nogo-66)
comun a las tres isoformas de Nogo y una regidn amino-terminal Unica (NiG) especifica de

Nogo-A (Prinjha et al., 2000 ; Oertle et al., 2003).

Nogo-A se expresa en oligodendrocitos, fibroblastos y neuronas (Dodd et al., 2005), en
concreto se expresa en diversos tipos neuronales en desarrollo y en el adulto, pero no en
células de Schwann (Chen et al., 2000; Tozaki et al.,2002; Mingorance et al., 2004; Gil et
al., 2006). Aunque Nogo-A se ha caracterizado como inhibidor del crecimiento axonal en
la lesién de SNC su funcién fisiolégica aun no se ha aclarado. En los ratones knock-out
para Nogo, se observan déficits en la diferenciacién de oligodendrocitos, en la formacién
de las vainas de mielina y en el crecimiento axonal en estadios postnatales (Pernet et al.,
2008). Se sabe que su expresion a nivel de los oligodendrocitos en el SNC inhibe el

crecimiento de las neuritas por el dominio Nogo-66, a nivel extracelular, y los dominios
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amino-Nogo (NiG), a nivel intracelular (Dodd et al., 2005). De hecho, el dominio Nogo-66
ejerce su efecto inhibitorio mediante la uniéon a NgR1, y el dominio NiG por su unién a

integrinas (Hu y Strittmatter, 2008).

Receptores de las proteinas inhibitorias derivadas de mielina

Casi todas las proteinas estudiadas necesitan de un receptor para efectuar su funcidn
inhibitoria sobre el sistema nervioso. MAG, Nogo y OMgp envian sefiales a través de
agrupaciones de receptores en la membrana neuronal, y segun el tipo neuronal tendrd
una composicién diferente. No obstante, estas agrupaciones de receptores inhibitorios
contienen, como minimo, el receptor de Nogo-66: NgR1 (Fournier et al., 2001,
Domeniconi et al., 2002; Wang et al., 2002; Wang et al., 2002b). NgR1 es una proteina de
la superficie celular ligada a GPI, que junto con otros co-receptores transmite esta seial
inhibitoria sobre el crecimiento axonal. Junto con NgR1l se han encontrado otros
receptores como p75"™ (Wang et al., 2002a), LINGO-1 (Mi et al., 2004), TROY (receptor
de TNFa) (Park et al., 2005; Shao et al., 2005) o PirB (Syken et al., 2006). De hecho, las
tres moléculas inhibidoras derivadas de mielina se unen a PirB con alta afinidad y se
envian sefales inhibitorias del crecimiento neuritico (Atwal et al., 2008). Cabe destacar,
gue todas estas proteinas sefializan a través de Rho, para dar lugar a la inhibicién del

crecimiento neuronal (ver Figura 1).
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Figura 1. Cascada de sefializacion de las moléculas inhibitorias del sistema nervioso derivadas de la

mielina y sus receptores asociados. Modificado de: McKerracher y Rosen, 2015.

Lipidos asociados a la mielina

La busqueda de moléculas inhibitorias de la regeneracidon siempre se ha centrado en las
proteinas, sin embargo, los lipidos constituyen el 70-75% de la mielina del SNC (Norton y
Poduslo, 1973b). En ratones shiverer (shi), la ausencia de proteina bdsica de mielina
(MBP), da como resultado una falta completa de mielina compacta que se acompafia de
un fenotipo grave que comprende temblores, convulsiones y muerte prematura
(Rosenbluth, 1980). No obstante, en estos ratones shi se observa que los axones tienen
una mayor capacidad para regenerarse a través de la cicatriz glial después de una lesién
de la médula espinal, debido a la disminucidn en los niveles de lipidos asociados a la
mielina, especificamente el colesterol y la esfingomielina (Mar FM et al., 2015). Por otra
parte, se ha encontrado que la sulfatida puede inhibir el crecimiento neuritico en DRG in
vitro, y que el inhibidor de la C3 transferasa reduce este efecto inhibitorio (Winzeler AM
et al., 2011). Actualmente existe mucha mas informacién sobre la composicién de los
lipidos de la mielina, y sus funciones dentro del SNP y SNC, pero faltan muchos estudios
para determinar sus funciones sobre la regeneracion del sistema nervioso después de una

lesion neural (Poitelon, et al., 2020).

L. Moléculas de guia axonal

Las moléculas de guia axonal han sido estudiadas ampliamente por su participacién en el
desarrollo embrionario, no obstante, también adquieren nuevas funciones en el adulto y
en su fisiopatologia. En este apartado se pretende describir sus implicaciones en la

regeneracién axonal después de una lesidn neural.

Semaforinas

Las semaforinas comprenden una familia de proteinas compuesta por ocho clases y que
se encuentran en forma soluble (la subclase de sema3), ancladas a la membrana

plasmatica (Como las clases sema4 y sema5) o unidas a otras proteinas mediante
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dominios GPI (sema7A) (Kruger et al., 2005). Tienen importantes funciones desde el
desarrollo hasta la edad adulta, dénde se han encontrado la sobreexpresion de algunas
de ellas en zonas lesionadas a nivel neural. La Sema3A puede secretarse a partir de
células no neuronales como los astrocitos o células meningeas, y la expresion de su
receptor neuropilina-1 (Nrp-1), se ve afectada en las lesiones neurales, de hecho, la
inhibicién de su actividad es beneficiosa para la regeneracién axonal. De hecho, se sabe
que el CSPG aumenta la repulsién de las semaforinas en la cicatriz meningo-glial
(Pasterkamp y Verhaagen, 2006; Sharma A et al., 2012; Yamashita N et al., 2016).
También se conoce la sobreexpresién de la sema4D en las proximidades de la lesién de
médula espinal (Moreau-Fauvarque et al., 2003). Se ha encontrado expresién de varias
semaforinas por los fibroblastos residentes en la lesién, como Sema3A, Sema3B, Sema3C,
Sema3E y Sema3F (Pasterkamp et al. 1999; De Winter y col. 2002b). Encontramos
sobrexpresién de sema5A y sema6D después del SCl y su delecién suprime la retraccion
del axdn y la muerte degenerativa de las neuronas en las lesiones corticoespinales (Ueno
M, et al., 2020). Diversos estudios sugieren que las neuronas lesionadas detectan vy
responden a estas semaforinas inhibitorias: a) Las neuronas del SNC y del SNP expresan
los receptores de semaforinas y las proteinas de sefializacidn intracelular asociadas. b)
Ademas, los axones sensoriales responden a la inhibicién por sema3s tanto in vitro como
in vivo. c) Y, por ultimo, en lesiones de nervios periféricos la expresion de sema3s inhibe
la regeneracidn de los axones a través de la cicatriz meningo-glial. (Wang & Strittmatter
1996; Tanelian y col. 1997; Pasterkamp et al. 1998b, c, 2000, 2001; Reza y col. 1999;
Gavazzi et al. 2000; Owesson y col. 2000; De Winter y col. 2002b; Lindholm y col. 2004;
Tang y col. 2004; Agudo y col. 2005).

Efrinas

La efrinas son una moléculas inhibidoras como las semaforinas, de la familia de los
receptores tirosina quinasa. Las efrinas y sus receptores se expresan en el SNC tanto en
desarrollo como en adultos (Liebl et al. 2003). Hay una fuerte expresién de EfrinaB3 en el
SNC, ademas en las lesiones neurales aumenta la expresion de Efrina B2 por los astrocitos
reactivos y en lesiones isquémicas aumenta la expresion de EfrinaB5 (Bundesen et
al.2003; Benson et al. 2005; Carmichael y col. 2005). En SCI de rata, se ha encontrado una

sobreexpresion de EphA4 en los axones dafiados probablemente respondiendo a los
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ligandos presentes en la mielina y en la cicatriz meningo-glial (Fabes et al., 2006).
Blogueando EphA4 mediante péptidos especificos no mejora la regeneraciéon de los
axones a través de la lesidn en la parte distal, aunque si mejora el estado de los axones
dafiados en la porcion rostral (Fabes et al., 2007). También se ha encontrado una
sobreexpresion de la Eph3A en astrocitos reactivos después de la SCI en rata (lrizarry-
Ramirez et al., 2005); asi como de Eph7A también en astrocitos (Figueroa et al., 2006). La
sefializacion por efrinas podria tener un importante papel en la formacién de la cicatriz

meningo-glial a través de la efrina-B2/EphB2 (Bundesen et al., 2003).

1.2. Las olfactory ensheathing cells o OECs

En el sistema nerviosos central encontramos una via que tiene la excepcional capacidad
de regenerarse continuamente. En la via olfatoria las neuronas sensoriales olfatorias de la
periferia de la mucosa olfatoria extienden sus axones e ingresan en el sistema nerviosos
central. Para ello disponen de una ayuda fundamental, las células de la glia envolvente
olfatoria o por su nombre en inglés: olfactory ensheathing cells (OECs). Las OECs se
localizan en las dos capas mds externas del bulbo olfatorio, en el sistema nervioso central,
y a lo largo de la via olfatoria, en el sistema nervioso periférico. De origen ectodérmico,
no comparten origen con otros tipos de células gliales, que si derivan de la cresta neural
(Acherson et al., 1991; Schwartz Levey et al., 1991). De hecho, derivan de las células
precursoras residentes en el epitelio olfativo (Barnett, et al., 1993). Desde el desarrollo y
durante la edad adulta las OECs migran del epitelio olfatorio y envuelven los axones
mediante prolongaciones celulares (ver Figura 2). Este proceso constante es clave para
gue las neuronas sensoriales que se producen en el bulbo olfatorio reemplacen las otras a

lo largo de la vida adulta (Graziadei et al., 1979).

En analisis histoldgicos se muestra que las OECs generan canales para el crecimiento de
fibras nerviosas en regeneracién, tanto en los nervios olfatorios como en modelos de
lesiones en médula espinal (Li et al., 2005). En estas, las OECs rodean los paquetes de
axones recién formados de las neuronas sensoriales olfatorias en la parte periférica de la
cintilla olfativa primaria y cruzan una zona de transicidon hasta llegar al bulbo olfatorio,
donde establecen sinapsis en el glomérulo olfatorio con las neuronas residentes

(Doucette et al., 1983; Devon et al., 1995; Doucette et al., 1993).
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BULBO CAPAGLOMERULAR
OLFATORIO
CAPA FIBRAS NERVIOSAS
PLACA
CRIBIFORME Fibroblastos
OECs
LAMINA Glandula de Bowman
PROPIA
Células basales horizontales
Células basales globosas
EPITELIO
OLFATORIO Neuronas receptoras olfativas
Células sustentaculares
DENDRITAS
Moléculas CAVIDAD NASAL
L. olfativas

Figura 2. Las células de la glia envolvente olfativa (OECs) forman canales juntos con los fibroblastos
a través de la lamina propia y la placa cribiforme, hasta llegar al bulbo olfatorio, donde ayudan a
conectar los axones de las neuronas olfativas con las neuronas residentes en la capa glomerular.

Esquema modificado de: Yao et al., 2018.

1.2.1. Funcion fisioldgica de las OECs

La funcién de las OECs es basicamente la de proveer un medio favorable y permisivo para
el crecimiento y desarrollo de axones sensitivos del neuroepitelio olfatorio (sobre la
[dmina cribosa del hueso etmoides) hasta sus sinapsis dentro del bulbo olfatorio del
primer par craneal. Este medio favorable lo consiguen al envolver, acompaiiar y guiar los
axones desde el epitelio olfatorio hasta el bulbo (Zurn et al., 1988) mediante
prolongaciones citoplasmaticas que evitan el contacto con factores inhibitorios propios
del sistema nervioso central que, de otra forma, restringirian el crecimiento axonal
(Doucette et al., 1990; Rieger at al., 2007). Esta especie de canales que forman se
caracterizan por una superficie externa de lamina basal recubierta por fibroblastos y una

superficie interna desnuda en contacto con las fibras nerviosas (ver Figura 2).
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Teoria de door-openers sobre las OECs

La capacidad de las OECs de interactuar con los astrocitos de la cicatriz glial permite que
sus prolongaciones cambien su configuracidon y formen un continuo, haciendo que se
produzca un tipo de puerta abierta (Olfactory ensheathing cell as ‘door-openers’) que
permitiria la formacién de puentes. En esta teoria de Raisman, este seria el evento
crucial para permitir el crecimiento de axones, tanto en el contexto de su ambiente
natural en el sistema olfatorio, como en el contexto de trasplantes en lesiones de médula
espinal (Li et al., 2005). Asi pues, segun esta teoria, las OECs abririan una entrada en el
glomérulo rodeado de astrocitos para facilitar el contacto de los axones olfativos que
estan protegiendo, y que puedan hacer contacto con las dendritas de las células mitrales

del bulbo olfatorio en el sistema nervioso central (ver Figura 3).
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las OECs (oec) y los astrocitos (ast) (A) y de su funcién de facilitaciéon (B) de la entrada de los
axones de las neuronas sensoriales (ax) (C) en el glomérulo olfatorio (glom) donde conectan con

las dendritas de las células mitrales (mcd )(D). Extraido de: Li et al., 2005.

Por otra parte, el mecanismo molecular por el que las OECs favorecen el crecimiento
axonal no se conoce por completo. Pero hay una serie de factores que podrian estar
contribuyendo directa o indirectamente al crecimiento axonal. Se sabe que expresan
moléculas de adhesiéon promotoras de crecimiento axonal, como L1, ENCAM,
fibronectina, nexina derivada glial y S100R. También, secretan neurotrofinas, como el
factor de crecimiento neural (NGF), el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), el
factor neurotrdfico derivado de células gliales (GDNF) y las neurotrofinas NT-3 y NT-4
(Farbman y Squinto, 1985; Ramdn-Cueto y Nieto-Sampedro, 1992; Pixley, 1992; Barnett
et al., 1993; Ubink et al., 1994; Doucette, 1995; Franceschini y Barnett, 1996; Vincent et
al., 2005).
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Otros factores que podrian estar implicados en su funcidn seria la provisiéon de un soporte
tréfico. Esta teoria se basa en el hecho de que las OECs secretan moléculas de matriz
extracelular, como laminina, fibronectina y colageno tipo IV, que pueden actuar como
substratos favorables para el crecimiento axonal y pueden tener un efecto quimiotrofico
en los axones (Doucette, 1993). Mediante estudios in vitro con co-cultivos de neuronas
receptoras olfatorias y OECs se demostrd que las OECs favorecen la extensidon de neuritas

en comparacién a sustratos favorables como la laminina (Kafitz y Greer,1999).

1.2.2. Papel de las OECs en la reparacion del sistema nervioso central y periférico

La capacidad inherente de las OECs para crear un entorno favorable para los axones en
condiciones fisiolégicas justifica su uso como terapia celular en las lesiones del sistema
nervioso (Deumens et al., 2006; Zheng et al., 2013; Raisman y Li, 2007; Grosu -Bularda et
al., 2015). También se ha propuesto el uso de las células de la glia envolvente olfatoria
como elementos en el tratamiento de enfermedades desmielinizantes, debido a la
remielinizacién de fibras nerviosas periféricas en presencia de OECs [49, 50]. Los trabajos
realizados muestran que el trasplante de OECs podrian estar promoviendo la
regeneracion a nivel del sistema nervioso central mediante la regeneracién axonal y los
procesos de remielinizacién de los axones. No obstante, hay una gran controversia al
respecto porque hay otros estudios que no han conseguido estos efectos, por lo que el
debate de si las OECs son eficaces en la terapia regenerativa sigue abierto.

Si nos centramos en los estudios que han obtenido resultados prometedores, vemos que
se han estudiado diferentes tipos de lesién: en dreas de desmielinizacion, en lesiones del
tracto corticoespinal, en secciones medulares completas o bien de las raices dorsales. En
todas ellas se realizaba el trasplante de OECs y se obtenia una recuperacién funcional (Li
et al., 2000; Imaizumi et al., 2000; Li et al., 2001; Lu et al., 2001; Li et al., 2003; Keyvan-
Foulardi et al., 2003; Shen et al., 2004; Cao et al., 2004) o mejoras a nivel histolégico,
como la reduccion de la cicatriz glial (Ramer et al., 2004) o la remielinizacién (Imaizumi et

al., 1998; Barnett et al., 2000; Lakatos et al., 2000; ‘Radtke et al., 2004).

En las lesiones traumdticas de médula espinal se observa un proceso de desmielinizacion
axonal que se cree debido a la pérdida de sustrato glial en la lesion por la necrosis y la
apoptosis que derivan del dafio (Blight, 1993; Li et al, 1996; Lu et al., 2000). De hecho, se

ha observado que algunos de los axones pese a permanecer intactos después de la lesion
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sufren este proceso de desmielinizacion, lo que conlleva pérdida de funcién y posibilidad
de degeneracion walleriana en la parte distal de la lesidn (Lakatos et al., 2003). En estos
casos, las OECs, pese a no producir mielina, podrian promover la mielinizacién en lesiones
de medula espinal como indican algunos estudios (Imaizumi et al., 1998; Pérez-Bouza et
al., 1999; Navarro et al., 1999; Lakatos et al., 2000; Ruitenberg et al., 2002; Santos-Benito
y Ramon-Cueto, 2003), pero esta es una hipodtesis ya que faltan técnicas adecuadas para
establecer esta premisa como cierta (Radtke et al., 2004; Ramer et al., 2004). De todas
formas, si se sabe que las OECs promueven la migracion de las células de Schwann desde
los bordes de la lesidn hacia el centro de la cicatriz glial (Ramon-Cueto et al., 2000;
Richter et al, 2005). De hecho, se cree que son estas células de Schwann reclutadas las

causantes de la remielinizacion observada en algunos estudios.

Independientemente de que estrategia sea la mas efectiva para regenerar la lesidon neural
mediante OECs, es importante que haya una recuperacion funcional a nivel axonal. Hay
algunos estudios en que se ha podido observar recuperacién funcional después de un
trasplante de OECs a diferentes niveles, desde recuperacidon del movimiento respiratorio
(Takami et al., 2002) hasta recuperacion de la locomocién (von Wild y Brunelli, 2003).
Pero esta recuperacidn observada se desconoce si es por fruto de la reconexion axonal o

de otros factores que no se han descrito.

1.3 Biomateriales en regeneracion neural

El SNP tiene cierta capacidad regenerativa intrinseca que no se encuentra en el SNC, no
obstante, tiene limitaciones importantes si la distancia a regenerar es muy grande. Los
biomateriales en forma de andamios (scaffolds) o similares, pueden aportar un sustento
para mejorar esta capacidad intrinseca y mejorar el estado regenerativo del tejido neural

después de una lesién.

Los scaffolds deben de tener una serie de caracteristicas que los hacen adecuados para la
regeneracién neural: biocompatibilidad, tasa de degradacién adecuada al tejido vy
propiedades mecdnicas especificas (Hsieh et al., 2015). Ademdas de estas tres
caracteristicas debemos de diferenciar entre polimeros naturales o sintéticos para
realizar los scaffolds o hidrogeles, como pueden ser alginato, colageno, gelatina,

quitosano, acido poli lactico (PLA), acido poli glicélico, policaprolactona (PCL), acido
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hialurdnico, fibroina de seda, polifosfoéster y poliuretano. Los materiales naturales van a
tener una serie de ventajas respecto a los sintéticos, una de esas va a ser la
biocompatibilidad. Ademds, podemos mejorar la bioactividad mediante el uso de
materiales conductores (polipirrol, etc.) que mejoren el crecimiento neuritico (Guo y Ma,
2018). Otra caracteristica importante para tener en cuenta cuando usamos biomateriales
en regeneracion es que se adapten a la dureza del tejido a regenerar, por ejemplo, se
conoce que materiales mas rigidos (7-10 KPa) promueven la diferenciacién de la glia
residente, no obstante, los materiales mas blandos (100-1000 Pa) promueven la
diferenciacidn neural (Tseng, et al., 2015). En la actualidad hay dos opciones que cumplen
estas condiciones y que se han llevado a la practica con buenos resultados, estos son los
hidrogeles y los conductos para el guiado nervioso de tipo NGC (del inglés, Nerve Guide

Conduits)

Los hidrogeles se han estudiado como terapia inyectable en SNC, que implican gelificar en
el sitio de inyeccién, adaptdndose al espacio existente, pero no pudiendo controlar la
forma en la que se va a expandir. Tiene la ventaja de no requerir invadir el tejido ni abrir
herida, ademads, se pueden incluir fdirmacos o células junto con el hidrogel. Por ejemplo,
eliminar la cicatriz glial podria inducir un dafio mayor que el causado en la lesién primaria,
en este caso los hidrogeles podrian invadir el espacio de la cicatriz glial para permitir el
crecimiento axonal a través de esta, e incluso servir como soporte para otros scaffolds. En
este aspecto, hay diferentes inconvenientes segln sus propiedades, ya que podriamos
tener desde una gelificacién excesivamente rapida que obstruya la aguja a que no sea lo
suficientemente rapida y se expanda a otras areas no deseadas. Por ello, el reciente
desarrollo de hidrogeles autoregenerantes (self-healing) esta despertando gran interés
por sus propiedades. En los hidrogeles autoregenerantes las cadenas poliméricas estables
se ensamblan mediante sus cadenas laterales de forma reversible mediante inductores
para crear una red y formar el hidrogel en el lugar que se decida (Liu y Hsu, 2018). Estos
hidrogeles se abren como una gran posibilidad en el campo de la medicina regenerativa y
en la regeneracion del SNC. De hecho, en el SNC mejora la oxigenacion del tejido e induce

la diferenciacion de las células madre neurales (NSC) (Cheng et al., 2019).
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Factores de
crecimiento

Porosos o
permeables

Con mallao
hidrogeles
Conductores Multicanal

Figura 4. Estrategias usadas para los conductos de tipo NGC. El interior del canal puede estar
rellenado con células, hidrogeles, mallas u otros canales. El propio canal puede ser conductor,
poroso o permeable, o bien liberar de forma continuada factores de crecimiento. Adaptado de: de

Ruiter et al., 2009.

Los conductos para el guiado nervioso de tipo NGC sirven para unir el tejido nervioso
cortado que se usa en la practica clinica para reemplazar trozos extraidos para los injertos
de nervios autdlogos en cirugias. Igual que el resto de scaffolds, los NGC deben de
superar las barreras de biocompatibilidad, biodegradabilidad, adhesién, propiedades
mecanicas y permeabilidad (Gu et al., 2011). Dentro de esta estructura tubular se pueden
incorporar estructuras mds complejas que permitan nuevas posibilidades en el campo del
crecimiento axonal y la revascularizacién, asi como el guiado axonal y el aporte de gases y

nutrientes al tejido regenerado (Figura 4).

Es importante tener en cuenta, que no sélo se debe de aplicar una estrategia en el dmbito
de la regeneracién neural, puesto que hay una gran complejidad biolégica dentro de la
propia lesiéon, por lo que el uso de scaffolds se debe de compatibilizar con células y
factores de crecimiento. Ademas, se debe de tener en cuenta el aporte de nutrientes y
gases por lo que la angiogénesis juega un papel fundamental en la regeneracién neural.

Para mejorar la angiogénesis en regeneracién neural, se pueden incluir diferentes
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estrategias como el cultivo de células especificas, incorporar factores de crecimiento o

fabricando canales dentro del hidrogel.

Actualmente en la clinica hay una serie de elementos basados en biomateriales vy
diferentes moléculas o factores troficos que se usan en la prdctica clinica. No obstante,
esta tesis no puede abarcar toda la existencia de estos factores, que se pueden encontrar
en multiples revisiones sobre los scaffolds en investigacién y en clinica en regeneracién

neural (ver revisiones de Liu S et al., 2019).

1.3.1 Las nanofibras en regeneracion neural

Las nanofibras son una de las formas en las que podemos tener un scaffold viable para
implantar en una lesion neural para promover su regeneracién y mejora funcional. Para
que la terapia tenga éxito se requiere que las nanofibras cumplan unos criterios marcados
de fisicoquimicos, bioquimicos, mecanicos, topograficos y eléctricos. Unos de los hitos
mas relevantes de las nanofibras es su capacidad para mimetizar la MEC del sitio de la
lesidon, haciéndola una buena candidata para la regeneracién de nervios o médula espinal
(en el cerebro se deberia valorar segun el sitio de lesion, siendo este mas complicado por
su diversidad estructural y su complejidad anatomorfolégica). De hecho, la relacién
superficie-volumen de las nanofibras es muy elevada, lo que provee de muchos sitios de
contacto para las células o los axones en migraciéon o crecimiento, actuando como guia

para la extensién axonal (Raspa et al., 2016; Sensharma et al., 2017).

Algunos estudios realizados muestran que las nanofibras, de diferentes materiales,
pueden mejorar la lesion, inducir cambios en los elementos presentes en la lesidn e
incluso inducir cierta recuperacién funcional. Por ejemplo, usando nanofibras de una
mezcla de acido poli-lactico-glicdlico y polietilenglicol (PEG) se promueve la adhesion, la
proliferaciéon y la diferenciacion de las iPSC (del inglés, induced pluripotent stem cells, o
células madre inducidas) en precursores neurales (Pang et al., 2016). Ademas, las
nanofibras de poli-B-hidroxibutirato (HHx) facilitan el crecimiento y diferenciacion de las
NSCs (del inglés, neural stem cells) (Xu et al., 2010). Otras nanofibras han mostrado
beneficios en reducir la cavidad cistica que se forma en la lesion de médula espinal. Este
es el caso de las nanofibras de policaprolactona (PCL), que combinadas con células madre

endometriales humanas (hEnSCs, del inglés human endometrial stem cells) disminuyen la
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cavidad cistica y mejoran la continuidad de médula espinal en hemiseccién (Terraf et al.,
2016). Por ultimo, y mas complicado, lograr regeneracién o mejora funcional en lesiones
neurales, se ha podido observar en nanofibras de acido polilactico (PLA) con el farmaco
paclitaxel que promueven la extension neuritica (Roman et al., 2016). Ademas, el hecho
de usar microfibras alineadas de PLA promueve la extensidén axonal en cultivo in vitro al
actuar como guia direccional (Corey et al.,, 2007; Han et al., 2009; Liu et al., 2012) y

reduciendo la cavidad cistica en modelos de SCI (Hurtado et al., 2011; Colello et al., 2013).

1.3.2 Biomateriales y OECs usados en regeneracion neural

Entre los diferentes estudios, los OEC se han utilizado en co-terapia con armazones y
materiales nerviosos y se han revelado como una terapia prometedora para la reparacion
de la curaciéon de los nervios (Tan et al., 2013; Radtke y Kocsis, 2014). Se han utilizado
varios armazones y materiales nerviosos, incluidas nanoparticulas y conducto de acido
poli lactico-glicélico, en combinacidon con OEC para la reparacién de defectos nerviosos
periféricos, y han revelado resultados prometedores para reparar defectos en los nervios

facial y ciatico (Tan et al., 2013; Radtke y Kocsis, 2014).

Casi todos los estudios que combinan materiales y OEC implican el uso de material de
baja tasa de degradacidn o diferentes propiedades mecdnicas, no obstante, hay pocos o
estudios sobre el uso de biomateriales y OECs en terapia combinada para regeneracion
neural. En este trabajo, utilizamos nanofibras electrohiladas en un dispositivo facilmente
transportable para guiar quimicamente la migracién de OEC para su uso en la reparacion
de daflos nerviosos. Nuestro sistema ofrece un modo factible para localizar
especificamente los OEC en la lesion de forma guiada con un material altamente

biocompatible como modelo para la regeneracion nerviosa.
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2. Materiales y métodos

Cultivo de TEG3

Las células TEG3 son una linea celular inmortalizada a partir de células de la glia
envolvente olfativa (OECs) de rata. Han sido cedidas por el Dr. Moreno-Flores, quien
describid y cred esta linea celular en el 2003. Para ello a partir de un cultivo primario de
OECs de rata transfectados con el antigeno largo T del virus simio 40 (SV40) cominmente
utilizado para la inmortalizacidn de cultivos celulares y creacién de lineas inmortalizadas
(Moreno-Flores et al., 2003). En esta tesis se utilizan tanto las TEG3 originales como las
modificadas en trabajos anteriores para expresar un fluorocromo (TEG3-eGFP) (Reginensi

et al., 2015).

Ambas lineas celulares se mantienen en medio ME-10, compuesto por Dulbecco's
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12, 11320033; InvitrogenTM,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) suplementado con 10% de suero de ternera
bobino (BCS; 12133C; Sigma-Aldrich, Merck Life Science), 20 ug/ml de extracto de
pituitaria (13028014; InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 2uM
de forskolina (F6886; Sigma-Aldrich, Merck Life Science), 1% de penicilina/estreptomicina
(15140122; InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), y 1 % del
antifungico fungizona (15290026; InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Las células se deben de mantener en cultivo a 372C y 5% CO,, y los pases no deben

de extenderse mds alla de 10 para los experimentos.

Tratamiento de los cubreobjetos

Para los experimentos con TEG3 es importante que los sustratos estén en buenas
condiciones, y para ello es necesario tratar los cubreobjetos con anterioridad. Para ello,
cubreobjetos de vidrio circulares (12-15 mm @) se eliminan las impurezas por sonicacién y
lavados con H,0-mq, etanol 70%, acetona y metanol. Una vez secos se esterilizan en el
autoclave, y ya se pueden utilizar en condiciones estériles. Un pretratamiento con
tampon borato prepara la superficie para el cultivo celular, para ello se incuban los

cubreobjetos toda la noche a 42C con una solucion de tampdn borato 0,1M. El tampdn
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borato se prepara con acido bdrico (3,1 gr/L; B1934; Sigma-Aldrich, Merck Life Science) y
tetraborato sddico tetrahidratado (4,75 gr/L; 31457; Sigma-Aldrich, Merck Life Science)
en H,0-mq. Después de lavar con abundante H,O-mq se incuban 1 hora a 372C con poli-L-
lisina (P4707; Sigma-Aldrich, Merck Life Science) a 10 pg/ml disuelta en PBS 0,1M. Por
ultimo, se lavan con PBS 0,1M y se procede a realizar los coating correspondientes, segun
el experimento, con 12 pg/ml de condroitin sulfato proteoglicano (CSPG; CC117;
Millipore, Merck Life Science), 2 mg/ml (en 0,1M PBS) de laminina (L2020; Sigma-Aldrich,
Merck Life Science) o 50 pug/ml (en 0.1% BSA-PBS 0,1M) de CXCL12/SDF-1a (250-20A;
Peprotech) durante 1h a 372C. Posteriormente se realizan lavados con PBS 0,1M antes de

realizar el experimento.

Caracterizacion de la morfologia de las TEG3

El comportamiento celular se altera segln el sustrato sobre el que se adhiere la célula,
desde modificacion de su morfologia, hasta expresidn de ciertos factores en presencia de
determinados sustratos. En esta tesis se quiere determinar el comportamiento
morfoldgico de las TEG3 en presencia de los diferentes sustratos: laminina, CSPG vy
CXCL12/SDF-1a. Para ellos se preparan cubreobjetos como se ha explicado anteriormente
con los tres sustratos elegidos. En medio ME-10 se siembran las TEG3 a una densidad de
100.000 células en una placa de 9,5 cm?, y se dejan a 372C y 5% CO, durante 20 horas. Se
comprueba por campo claro que las células se han adherido y se fijan mediante PFA 4%
por 10 minutos. Posteriormente se realizan una serie de tinciones para determinar el
estado de la F-actina (Phalloidin-TRITC), la secrecion de CXCL12/SDF-1a y la presencia del
receptor CXCR4.

Determinacion del alineamiento celular

Para evaluar el efecto global que tienen las nanofibras sobre las células se analiza el grado
de alineamiento celular que se obtienen en relaciéon con el didmetro de las nanofibras,
ademas de comprobar el alineamiento celular de las TEG3 en funcidn de la presencia de
nanofibras en el cultivo. Para ellos se toman una 7 fotografias en campo claro de cada
condicidn: 300-350 nm; 450-530 nm; 700-750 nm; 900-1000 nm y 1350-1400 nm. En la

imagen de 8 bits se aplica un filtro de media con radio de 15.0 y un filtro del tipo FFT (Fast
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Fourier Transform), mas concretamente el filtro bandpass. A continuacion, se aplica el
Sauvola’s local tresholding antes de usar el plugin de Imagel Directionality (Imagel;
license GPLv3). Este plugin aporta informacion sobre la proporcién de particulas en una
imagen orientadas en cierto grado sobre una media determinada por el dngulo de todas
las particulas. En el espectro de 1802, los angulo de 0 a 902 corresponden a una
orientacién y los angulos mayores de 0 hasta 902 corresponden a la otra direccidon. De
estos valores se crea un histograma de frecuencias segun el angulo que nos permite saber

el grado de alineamiento de las células TEG3 en cultivo.

Ensayo de bandas o stripes assay

El ensayo de bandas, o stripes assay en inglés, permite crear patrones alternos de
diferentes sustratos mediante el uso de un dispositivo chip (Vielmetter J et al., 2001).
Para este ensayo usamos cubreobjetos pretratados con poli-L-lisina (descrito
anteriormente) al que, una vez secos y en condiciones estériles, se le agrega por presién
un dispositivo de silicona con varios canales paralelos. Dentro del canal principal se
realiza un primer coateado introduciendo la solucién con ayuda de una aguja. Esta
primera solucién debe de contener la proteina de interés y un marcador fluorescente que
permita visualizar su disposicién, en este caso se ha usado el marcador fluorescente
Alexa-594 conjugado a BSA al 0.1% (A13101, Invitrogen). Sin desplazar el dispositivo, esta
solucidn se incuba durante 1h a 379C, y se lava con PBS 0,1M con la ayuda de otra aguja y
aspirando el otro extremo. Una vez lavado, se levanta el chip y se incuba todo el
cubreobjeto con la solucién del segundo sustrato sin marcado fluorescente durante 1
hora a 372C. Por ultimo, se lava dos veces el cubreobjetos en PBS 0,1M y se siembran las
células TEG3-eGFP a alta densidad (150.000 células en 9,5 cm?). A las 24 horas se fijan las
células, se tifie su nucleo con Hoescht, y se montan en un medio acuosos (Mowiol). Se
fotografian 10 campos al azar de cada condicién en el microscopio bx61 (Olympus) y una
camara DC50 de Olympus. Las imagenes se procesan con el software Imagel y se cuentan
el nimero de células en cada condicidn (sustrato 1y 2). Se expresan los resultados como
el porcentaje de células en cada sustrato respecto al total de células en los campos

analizados.
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Inmunocitoquimica de TEG3

Las células TEG3 en cultivo in vitro, sobre nanofibras o sobre otros sustratos, se fijan
durante 10 minutos con PFA 4%, se lavan con PBS 0,1M y se procede a bloquear la
muestra antes de incubar los anticuerpos. La solucién de bloqueo se compone de suero
(FBS) al 10% y PBS 0.1M con Tritén X-100 al 0.05%. Después de lavar con PBS 0.1M con
Triton X-100 al 0.05% se incuba con el anticuerpo primario durante 2h a temperatura
ambiente en una solucién compuesta por el anticuerpo primario, 7% FBS y PBS-gelatina
0.2% y Tritdn X-100 al 0.05%. Por ultimo, se vuelve a lavar con PBS 0.1M con Tritén X-100
al 0.05%, y se revela con el secundario marcado mediante los fluorocromos especificos
(Alexa 488 y 568, Life Technologies) con 7% suero (FBS) y PBS 0.1M-gelatina 0.2% y Triton
X-100 al 0.05% durante 1 hora a temperatura ambiente. Si procede, se realiza una tincién
de nucleo mediante Hoescht 1 pg/ml durante 10 minutos (Sigma). En algunas muestras,
para visualizar la F-actina, se realiza una tincién especifica a base de Phalloidin-TRITC
(1:400; P5282; Sigma-Aldrich, Merck Life Science) durante 1 hora a 30 2C en la misma
solucion de incubacidn que el anticuerpo primario. La células en cubreobjetos se montan
en un medio acuoso (Mowiol) sobre un portaobjeto, y se visualizan en el microscopio de
fluorescencia bx61 (Olympus) equipado con una cdmara DC50 de Olympus. Las imagenes
se procesan con el software Imagel. Los anticuerpos usados son CXCR4 (1:1000; Antibody

BCN; TP503; lot N2 010618) y CXCL12/SDF-1a (1:1000; Abcam; AB25117).

Creacion de nanofibras y funcionalizacién

El proceso de electrospinning y funcionalizacién de las nanofibras ha sido desarrollado y
llevado a cabo en colaboracién con el Dr Oscar Castafio, bajo la supervisiéon de la Dr
Elisabeth Engel en el Institute for Bioengineering of Catalonia (IBEC), dentro del grupo de
Biomaterials for Regenerative Therapies. Para este trabajo se ha colaborado
estrechamente con el grupo para la obtencidn de las nanofibras en sus diferentes formas.
Las nanofibras se componen de acido polilactico (PLA, PURASORB® PLDL 8038 Corbion,
Amsterdam, The Netherlands, inherent viscosity midpoint 3.8 dl/g,), y se producen
mediante el método de electrospinning. En el proceso de electrospinning se usan
diferentes concentraciones (3,4,6,8 and 10% w/w) de PLA en 2,2,2-trifluoroethanol)

(99.8%; Panreac, Barcelona, Spain), con la intencion de variar el didametro de las fibras, y
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encontrar el didametro adecuado para las TEG3. Para visualizar las nanofibras en imagenes

de fluorescencia, se puede anadir Rodamina B al 0,01% en la solucién del PLA.

Tipo de colector Organizacion
A de las

nanofibras

Nanofibras
— alineadas

Rotatoriocilindrico

Malla de
nanofibras

Figura 5. El proceso de electrospinning o electrohilado de nanofibras puede producir diferentes
tipos de organizacion segun el tipo de colector que se use. Para obtener mallas de nanofibras se
usa un colector plano (B). En cambio, para conseguir nanofibras alineadas entre ellas se preciso de

un colector cilindrico rotatorio (A).

El proceso de electrospinning tarda alrededor de 30 segundos a 14KV, 1200 rpms,
humedad relativa del 30 % y 16 2C. Manteniendo una distancia de 20 cm desde punta
hasta el colector, las nanofibras se depositan en dos tipos de sustratos adheridos al
colector rotatorio (Figura 5). En primer lugar, las nanofibras se pueden depositar sobre los
cubreobjetos tratados con los diferentes sustratos como se ha explicado con anterioridad.
En segundo lugar, se pueden depositar en un marco de Parafilm™ (Bemis Company, Inc,
Neenah, WI, US), dénde las nanofibras se apoyan en los extremos y el centro queda
suspendido. En esta preparacidon se recortan marcos de Parafilm, que es maleable y

estable, con un tamafio exterior de 15x 15 mmy 12 x 12 mm en su interior.

En este proceso permite obtener nanofibras, alineadas perpendicularmente entre ellas,
tanto sobre sustratos de diferentes tipos, como en suspension, para su aplicacion en
terapias regenerativas. En ambos casos se puede realizar una funcionalizacién de las

nanofibras, al disponer de un sustrato sobre el que trabajar. Las nanofibras de 950 nm de
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didmetro se funcionalizan con el CXCL12/SDF-1a mediante la inmersion en una serie de
soluciones. En primer lugar, se debe de activar la superficie hidrolizdndola con una
solucion 0,01M de hidréxido de sodio (NaOH) durante 10 minutos. Después de varios
lavados con agua purificada, se sumergen en una solucién MES a pH=5.5 de 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS) 1/1.2 durante 10
min. El EDC activa los grupos carboxilo, al que se une el NHS, para poder formar enlaces
amino a pH fisioldgico, y lograr una union covalente con el péptido CXCL12/SDF-1a. El
ultimo paso, después de lavar las nanofibras con agua purificada, es sumergir la
preparacion en una solucién 50 ng/ml de CXL12/SDF-la a una velocidad de 10
mm/minuto. Con este método se consigue una funcionalizacién en gradiente, no
obstante, se puede realizar una funcionalizacién a maxima concentracidn de una parte de
las nanofibras dejando sumergida la preparacion, como se utiliza en algunos

experimentos.

Caracterizacion de nanofibras y de su funcionalizacion

En estudios previos en el grupo de investigacidon se caracterizd la morfologia de las
nanofibras de PLA mediante Field Emission Scanning Electron Microscopy (FESEM, Nova™-
Nano SEM-230; FEI Co., Hillsboro, OR, USA). El didametro medio de las nanofibras varia
segln la concentraciéon de PLA usada en el experimento (Schneider et al., 2012). Sus
diametros varian desde 200 nm a 1300 nm, y se pueden funcionalizar mediante el
método descrito con anterioridad. La funcionalizacién la detectamos mediante un
inmunoensayo contra el quimiocina CXCL12/SDF-la. Para ello, se usan nanofibras
funcionalizadas sin células, que se incuban durante 30 minutos con solucién de bloqueo
(PBS 0,1M-gelatina 0.2%, 10% FBS) sin Triton-X100. Después de lavar con PBS 0,1M se
incuban con el anticuerpo primario CXCL12/SDF-1a (1:500; Abcam; AB25117), en PBS
0,1M-gelatina 0,2% y 5% FBS durante 1h a temperatura ambiente. Por ultimo, después de
lavarlas con PBS 0,1M, se incuba el anticuerpo secundario Alexa 488 durante 1h a
temperatura ambiente en PBS 0,1M-gelatina 0,2% y 5% FBS. Se realizan fotografias en
campo claro y fluorescencia con el microscopio bx61 (Olympus) y se procesan las

imagenes con el software ImageJ.

Las nanofibras se caracterizaron mecanicamente por el Dr Oscar Castafio mediante el

ensayo de traccidon con Zwicki Z0.5 TN (Zwick-Roell, UIm Germany) en paralelo a la
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direccién de las nanofibras. Para caracterizar la muestra es necesario tener un cilindro de
nanofibras paralelas, para ello se crea una malla de grosor 20-30um, que se enrolla para
poder encajarla en la maquina de ensayos mecdnicos. Siguiendo el mismo procedimiento
descrito para el electrospinning, se amplia el tiempo a 3h, y el resultado se corta
uniformemente con ayuda de un bisturi. Al enrollar esta capa, el cilindro resultante se
engancha en las pinzas de la maquina de ensayos y se aplica una carga de 5N como
maximo de forma creciente (10 mm/minuto) hasta que se rompe el cilindro. Por ultimo, a

partir de la regresion lineal se obtiene el médulo elastico de Young.

Cultivo de TEG3 sobre nanofibras

En estudios previos en el grupo de investigacidon se caracterizd la morfologia de las
nanofibras de PLA mediante Field Emission Scanning Electron Microscopy (FESEM,
Nova™-Nano SEM-230; FEI Co., Hillsboro, OR, USA). Mediante FESEM se determind el
diametro medio de las nanofibras segun la concentracidon de PLA usada en el experimento
(Schneider et al.,, 2012). Una vez determinado el didmetro de las fibras, se hace
electrospinning sobre cubreobjetos con diferentes didmetros de nanofibras (300-
1200nm) y laminina. Se siembran las TEG3 (30.000 células) sobre los cubreobjetos en
medio ME-10 y se fija en PFA 4% 10 minutos a las 20 horas. Se toman fotos de campo
claro de cada condicién con el microscopio invertido IX71 (Olympus) equipado con una
camara DC50 (Olympus), y se calcula el grado de adhesidon de las células TEG3 a las
nanofibras de los diferentes didmetros. Se expresa el porcentaje de TEG3 sobre las

nanofibras respecto al total.

Time-lapse de TEG3 sobre nanofibras funcionalizadas

Los experimentos de time-lapse se realizan con placas con el fondo de video, que
permiten visualizar las células y las nanofibras a gran aumento sin distorsiones. Para ello
se usan las placas de cultivo Fluorodish (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA)
tratadas con poli-L-lisina, y laminina o CSPG, como se ha indicado en apartados anteriores
(ver apartado Tratamiento de los cubreobjetos). A continuacién, se depositan los marcos
de Parafilm con las nanofibras funcionalizadas en la mitad de su longitud. Para evitar la

flotacién de los marcos de nanofibras se adhieren a la placa mediante cinta adhesiva, que
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ha resultado ser biocompatible. Una vez estos estan esterilizados mediante la exposicion
a UV durante 15 minutos de coloca una pieza rectangular de polimetilsiloxano (PDMS)
con una abertura de aproximadamente 500 um de ancho sobre las nanofibras y se
siembran aproximadamente 2x10* TEG3. Después de 12h, y una vez se comprueba que
las TEG3 se han adherido a la placa y las nanofibras, se retira el PDMS con cuidado y se
anade medio de cultivo completo a toda la placa. En este punto se cuento como tiempo 0
y se inicia el time-lapse. En algunos casos se fijan a 4 o a 6 dias de cultivo in vitro y se

procesan mediante inmunocitoquimica.

Para la toma de las secuencias las muestras se pasan al incubador Live Cell Instruments
(LCI Instruments, Seoul, Korea) donde se graban durante 25 h. El tracking se realiza con el
microscopio invertido 1X71 (objetivo de 20x) y las imagenes (5 megapixeles cada una) se
toman con una cdmara ORCA Flash 4 o una cdmara Olympus CX50 (toma de foto cada 8
minutos) (Nocentini et al., 2012; Reginensi et al., 2015). Por ultimo, los ficheros
resultantes se exportan como formato no-comprimido AVI (del inglés, Audio Video
Interleave) para analizar la migracién con el plugin de Imagel™ MTrack (Castafio et al.,

2021).

85



3. Resultados

1) Caracterizacion de la linea celular TEG3

Las TEG3 son una linea inmortalizada de células de la glia envolvente olfatoria (OECs) de
rata creadas en el 2003 por el equipo del Dr Moreno-Flores, y que han servido para varios
estudios sobre las propiedades de las OECs. Su caracterizacién a nivel de expresion
molecular ha sido publicada y estudiada con anterioridad en dicho grupo, no obstante,
aqui se presenta una caracterizacion en base a su morfologia y el sustrato sobre el que se

adhieren.

Las TEG3 tienen la capacidad de adherirse al sustrato mediante adhesiones focales
maduras mediante el reconocimiento de los motivos RGD de la matriz extracelular por las
integrinas (Van Agthoven et al., 2014). Las células expresan integrinas (Fig. 6A), como la
integrina a5B3, que participan en el reconocimiento de la MEC (fibronectina, vitronectina,
etc.) y se encargan de unir la célula a la MEC. Acto seguido, a través de la creacién de mas
adhesiones, se compone la adhesién focal, que conecta el punto de adhesién a la MEC
con el citoesqueleto de actina celular. Las TEG3 expresan vinculina (Fig. 7B) en las
regiones donde se forman las adhesiones focales y conectan con el citoesqueleto de
actina. Todo ello indica que, en sustratos permisivos, las TEG3 son capaces de adherirse a
la MEC y conectar las adhesiones focales al citoesqueleto de actina para ejercer su

desplazamiento sobre el sustrato.

Laminina CSPG

86



Figura 6. Caracterizacion de la morfologia de las TEG3 en diferentes sustratos. Las TEG3
expresan la maquinaria necesaria para adherirse al sustrato (A) y migrar (B). Sobre un
sustrato permisivo como la laminina (C) van a adquirir diferentes morfologias (E) (SEM).
En sustratos inhibitorios como el CSPG, las TEG3 pierden esta morfologia (D). Al cultivar
las TEG3 sobre nanofibras estas adaptan su morfologia a la nanofibras (F), siendo esta
preferencial para las TEG3 y adoptando todas ellas morfologia fusiforme en presencia de
nanofibras (G). Asteriscos: rosa (morfologia celular pseudo-estrellada), amarillo (células
fusiformes), rojo (agrupaciones celulares desorganizadas). Barras de escala: A-20 um, B, C
y D-10 pm, E-50 um, F-7.5 um y G-100 um. Adaptado de Castafio et al., 2021.

Estas interacciones de la célula con la MEC van a determinar cual es su morfologia, seguin
el estado de la migracidén en el que se encuentre o su capacidad para adherirse a los
diferentes sustratos. Si nos fijamos en la morfologia celular de las TEG3 en los diferentes
sustratos sobre el que se adhieren in vitro, podemos apreciar diferencias en su morfologia
(Fig. 6E). Las TEG3 presentan dos tipos de morfologia, que varian con el tiempo segln su
movimiento y el sustrato sobre el que estan adheridas. En sustratos permisivos como la
laminina (Fig. 6C) podemos apreciar claramente estas dos morfologias, en cambio, en
sustrato inhibitorios, como el CSPG, pierden toda su morfologia, presentando una

superficie de adhesién minima (Fig. 6D).

La morfologia de las TEG3 varia segun el estado migratorio de la célula y del tipo de
sustrato, de hecho, al analizar sustratos multidimensionales, como el caso de las
nanofibras, las TEG3 adoptan una morfologia fusiforme (Fig. 6F). Las TEG3 son capaces de
adherirse a las nanofibras desde un sustrato permisivo bidimensional, crear adhesiones a
las nanofibras e incluso migrar todo su cuerpo celular encima de estas tal y como
podemos observar en las imagenes de SEM. De hecho, la morfologia celular va a pasar de
ser de caracter mixto a morfologia fusiforme, que resigue toda la nanofibra a lo largo (Fig.
6G). De hecho, las TEG3 prefieren usar las nanofibras como sustrato (asterisco amarillo en
Figura 1G), que no un sustrato bidimensional con un recubrimiento permisivo
(cubreobjetos con laminina) (asterisco rojo en Figura 6G). No se conoce con exactitud
porque ocurre esto, podria ser por una diferencia en la morfologia (prefieren su estado
fusiforme), por la menor densidad de adhesiones que deben de formar, por la geometria

de las nanofibras, por diferencia de rigidez, etc.
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2) Caracterizacion de las nanofibras de PLA (80/20)

La forma en la que el material se deposita sobre el colector después de la extrusién, la
proporcién de solvente y las caracteristicas del proceso de electrospinning determinan las
propiedades de las nanofibras. Para caracterizar la morfologia de las nanofibras de PLA se
ha usado el Field Emission Scanning Electron Microscopy (FESEM). Mediante esta técnica
se determina el didametro medio de las nanofibras, variando desde 200 nm a 1300 nm, y
observamos que las nanofibras estan alineadas, que no presentan grandes roturas en su
estructura y podemos determinar su homogeneidad (Fig. 7A). La presencia de fisuras en
las nanofibras podria variar el grado de adhesién de las células, por lo que tener una
estructura estable y homogénea garantiza que no habra variaciones en cuando a la
adhesion celular (Fig. 7B). Ademas, las nanofibras se pueden detectar facilmente en
inmunoensayos si se afiade 0.01% de Rodamina B, la cual ha resultado no ser tdxica para

las TEG3 (Fig. 7C).

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las nanofibras nos aporta informacién
sobre su resistencia mecanica y quimica, y sobre su degradacion. Estos ensayos llevados a
cabo por el Dr. Oscar Castafio, determinaron el grado de cristalinidad de las nanofibras
mediante mediciones DSC (%xc =10.2%; Differential Scanning Calorimetry) a Tg de 59.1°C.
Una baja cristalinidad en el PLA implica baja resistencia a temperaturas altas, menor
resistencia a la degradacién por hidrdlisis y menor rigidez del material. Por tanto,
tendremos un material biocompatible, cuya baja dureza hace éptimo su uso con células
TEG3 y cuya degradacion sera relativamente rdpida, lo que elimina la necesidad de una
segunda operacion para eliminar el biomaterial del cuerpo. La caracterizacién mecanica
de las nanofibras mediante el ensayo de traccién con Zwicki Z0.5 TN determina el mdédulo
de traccidon de las nanofibras, que en este caso es de 97.4 + 34.3 MPa, y el mddulo
elastico de Young, de 2.2 + 1.0 GPa. Estos valores podrian explicar porque las TEG3

prefieren estar sobre las nanofibras que sobre el sustrato bidimensional.
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Figura 7. Caracterizacion de las nanofibras de PLA (80/20). Las nanofibras de PLA se
someten a FESEM para evaluar su morfologia, analizar su didmetro y la integridad de su
estructura microscépica u homogeneidad (A). Al contacto con las células, estas pueden
adherirse a su superficie (B). Y si se usa rodamina al 0.01% en la solucion de
electrospinning, podemos identificar las nanofibras fluorescentes y no presentan
toxicidad en el cultivo celular (C). Barras de escala: A-1 um, B-7.5 um y C-10 pm.
Adaptado de Castafio et al., 2021.

3) Adhesion y morfologia de las TEG3 a las nanofibras

Una vez caracterizadas las células TEG3 y las nanofibras, y obtenidos los diferentes
diametros de nanofibras, se dividen en varios rangos (de 300 a 1450 nm), y se testan la
capacidad de las TEG3 para adherirse a cada rango de didmetro de nanofibra desde el
sustrato bidimensional (Fig. 8A-B). Analizando el porcentaje de TEG3 que se unen a las
nanofibras respecto a las que se mantienen sobre el sustrato bidimensional, vemos que
las TEG3 prefieren estar sobre las nanofibras de 950nm en el 65,18% * 9,922 (N de 8; p-
valor < 0.01) (Fig. 8C).

Estos resultados indican que la morfologia es importante en la adhesion de las TEG3, no
sélo por las propiedades fisicoquimicas de las nanofibras. Para determinar si es realmente
la morfologia o el resto de las propiedades las que hacen que las TEG3 prefieran adherirse
a las nanofibras de 950nm respecto al resto de didmetros se deberian de hacer mas
experimentos, no obstante, los resultados son satisfactorios para nuestro objetivo, por lo

gue usamos las nanofibras de 950nm en los siguientes experimentos.
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Figura 8. La adhesiéon y alineamiento de las TEG3 sobre las nanofibras segin su
diametro. Las TEG3 se adhieren a las nanofibras de diferentes diametros (A, B), siendo
mayor el grado de adhesién celular el que encontramos en las fibras de didmetro medio
de 950nm (C). El andlisis de su alineamiento revela las discordancias de la direcciéon que
siguen en nanofibras de didmetro reducido (D), no obstante, conseguimos un alto grado
de alineamiento celular en las nanofibras de 950 nm (E, F). Test estadistico: one-way
ANOVA (**** p-valor < 0.00001). Barra de escala: (A-E)-50 um. Adaptado de Castafio et
al., 2021.

Ademas, sobre las nanofibras de 950nm conseguimos un alineamiento celular en una
direccion para todas las células presentes respecto (Fig. 8E-F) al poco alineamiento que
presentan en las nanofibras de 350nm (Fig. 8D), por lo que podemos afirmar que las
nanofibras de 950 nm son un sustrato preferencial para alinear las TEG3 en una direccién
determinada. De hecho, si consideramos la morfologia de las TEG3, observamos que este
alineamiento por adhesion preferencial a la nanofibra modifica la morfologia celular,
convirtiendo la gran mayoria en células fusiformes. Las TEG3 sobre las nanofibras de 950
nm no solo son fusiformes, sino que presentan un citoesqueleto de actina alargado vy

alineado, que resigue toda la longitud de la nanofibra, por lo que el movimiento a seguir
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por la célula sera a lo largo del eje longitudinal de la nanofibra, actuando esta como

“portadora” celular en una misma direccién para todas (Fig. 9A-C).

F- actlna/DAPI

Figura 9. Las nanofibras mantiene la f-actina alineada a lo largo de la célula. Las TEG3 en
cultivo in vitro crecen en clUsteres celulares desorganizados. En estos clUsteres la f-actina
no sigue un patréon comun, cada célula tiene orientado su citoesqueleto en una o varias
direcciones (flechas azules; A, B, C). Cuando las TEG3 se adhieren a la nanofibra, su f-
actina se orienta toda en una misma direccién (flechas amarillas; A, B, C). Barra de escala:
A-B 300 um. Adaptado de Castaio et al., 2021.

4) Funcionalizacion de las nanofibras con las quimiocina CXCL12

En ensayos previos se han usado nanofibras sobre cubreobjetos, donde el cubreobjetos
se debe de desplazar junto con las nanofibras para conservar su integridad y disposicién
alineada. Estos sistemas para el estudio de la migracidon y morfologia celular son eficaces
por ser resistentes y faciles de cultivar in vitro. No obstante, este sistema no nos permite
transportar las células adheridas sobre las nanofibras en caso de trasladarlas a un sistema
de organotipicos o in vivo. Para poder tener un sistema facil de transportar y
biocompatible, se usa una ventana de parafilm de 15x15mm exterior y 12x12 mm en su
interior, sobre la que se hace el electrospinning y se funcionalizan mediante dip-coating
(Fig. 10A). La funcionalizacion de las nanofibras se realiza mediante la inmersién de toda
la ventana con las nanofibras alineadas a diferentes tiempos en una solucién con
CXCL12/SDF-1a a 50 ng/ml, de forma que la concentracion a cada parte de las nanofibras

es tiempo-dependiente. Mediante esta técnica, nos aseguramos un maximo de
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concentracién en la regidon con el maximo de tiempo sumergida en la solucidon. Mediante
técnicas inmunofluorescentes, podemos detectar el CXCL12 en las nanofibras
funcionalizadas (Fig. 10B-C), estableciendo asi un sistema que permite la unidn covalente
de la quimiocina sobre la nanofibra de PLA (80/20). Con este sistema podemos generar un
grupo de nanofibras alineadas, que en una parte van a estar funcionalizadas por dip-

coating, y en la otra no van a tener ningun tratamiento.
0 ;,

\ SDF-1la )

Figura 10. Técnica del dip-coating para la funcionalizacion de las nanofibras. La
inmersién por tiempos de la ventana de nanofibras nos permite generar diferentes
regiones con una cantidad determinada de CXCL12/SDF-1a segun el tiempo de inmersion
(A). Al realizar la inmunohistoquimica de esta ventana, se aprecia claramente la
funcionalizaciéon de las nanofibras (B,C). Barra de escala: (B-C)- 100 um. Adaptado de
Castano et al., 2021.

5) Determinacion del grado de permisividad de la quimiocina CXCL12 para la

adhesion de TEG3

Mediante los analisis de morfologia in vitro sobre diferentes sustratos ya caracterizamos
que las TEG3 prefieren sustratos permisivos a los inhibitorios. En el método o test de
ensayo de bandas (stripes assay), donde cada banda contiene un sustrato diferente
marcado mediante fluorescencia podemos determinar el grado de adhesion de las TEG3
sobre cada sustrato. En estos experimentos se prueban diferentes patrones de bandas,
alternando los diferentes sustratos, para determinar el grado de adhesion o preferencia
de las TEG3 sobre cada sustrato y en comparacion entre ellos. En los experimentos dénde
teniamos un sustrato permisivo conocido (laminina), y el sustrato de estudio

(CXCL12/SDF-1a) las células adheridas al sustrato laminina (45,19 %) eran menores que al
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CXCL12/SDF-1a (54,81 %) (N de 12) (Fig. 11A-B). Cuando comparamos el sustrato
permisivo CXCL12/SDF-1a con el inhibitorio CSPG se observa claramente que las TEG3
prefieren adherirse al CXCL12/SDF-1a en el 80,74 % respecto al CSPG, con un 17,31 % de
células adheridas (N de 14) (Fig. 11C-D).
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Figura 11. Adhesion de las TEG3 a los diferentes sustratos en el ensayo de bandas o
stripes assay. El ensayo nos permite determinar la preferencia de las TEG3 y compararlos
entre ellos sélo tener dos opciones dénde depositarse. Se puede usar para comparar
sustratos permisivos (A-B), o para evaluar el efecto respecto a sustratos no permisivos (C-
D). T-test; * 0,0114; **** < 0,0001. Barras de escala: 100 um (A y C). En Ay C: DAPl y
eGFP-TEG3 sobre sustratos. Adaptado de Castafio et al., 2021.

6) Ensayo de migracion in vitro de TEG3 sobre nanofibras funcionalizadas con

CXCL12

El hecho de generar un gradiente de CXCL12/SDF-1a es significativo para la adhesién de
las TEG3, de forma que estas van a migrar hacia las zonas con mayor concentracion y
vamos a tener mas células en estas areas. En esta imagen reconstruida a partir de varias
imagenes, vemos como a lo largo de toda la funcionalizacion en gradiente, las TEG3
tienen mayor presencia de grupos celulares en la zona con mayor concentracién de

CXCL12/SDF-1q.
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Figura 12. Ensayo de migracion de las TEG3 sobre nanofibras funcionalizadas con
CXCL12/SDF-1a o sin funcionalizar. El esquema nos muestra el siguiente paso después de
funcionalizar las nanofibras mediante dip-coating. En este caso vamos a tener una parte
funcionalizada y otra sin funcionalizar que nos permite evaluar el efecto motogénico de la
guimiocina en un mismo experimento (A). Se colocan las células dentro del PDMS vy a las
12h se dejan migrar durante 6 dias sobre las nanofibras funcionalizadas (B) o sin
funcionalizar (C). A los 6 dias se observa una diferencia significativa en la migraciéon de las
TEG3 sobre las nanofibras funcionalizadas con CXCL12/SDF-1a (D). Test de Kruskal-Wallis;
p-valor < 0.001; N de 28. Barra de escala: (B-C)- 150 um. Adaptado de Castafio et al.,
2021.
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El dip-coating es una técnica eficaz pero limitada, ya que la calidad de gradientes depende
del tamafio de la ventana de parafilm y de la viscosidad de la solucién, ya que tendremos
el efecto de la capilaridad. No obstante, somos capaces de crear una parte funcionalizada
y otra sin funcionalizar en las ventanas de nanofibras, con lo que aprovechamos el efecto
motogénico que tiene esta quimiocina. Para evaluar su funcionalidad, colocamos en el
limite entre las nanofibras funcionalizadas y las que no lo estdn un PDMS de 0.5x2 mm
sobre las nanofibras donde sembramos las células. Una vez adheridas retiramos el
dispositivo y dejamos migrar las TEG3 durante 4 y 6 dias in vitro (Fig. 12A). La migracion
de las TEG3 entre nanofibras funcionalizadas con CXCL12/SDF-1A o no funcionalizadas a
los 4 dias no es significativa (Fig. 12D). En cambio, a los 6 dias ya se observan diferencias
significativas entre nanofibras no funcionalizadas (625,6 mm + 175,5 mm; N de 28) (Fig.
12C y D) y funcionalizadas con CXCL12/SDF-1A (Fig. 12B y D) (903,4 mm % 230,1 mm; p-
valor de 0,0026; N de 28). Estos resultados demuestran la efectividad de la
funcionalizacion en la migracidén de las TEG3 sobre nanofibras alineadas en suspension.
Con estos resultados podriamos iniciar los experimentos sobre organotipicos para evaluar
la supervivencia celular y la estabilidad de las nanofibras al hacer el trasplante. Y mas

adelante, evaluar su funcionalidad en modelos in vivo.
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Factores que regulan la migracion de las
células de Cajal-Retzius en la corteza
cerebral durante el desarrollo embrionario

del raton
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Capitulo 2. Factores que regulan la migracion de las células
de Cajal-Retzius en la corteza cerebral durante el desarrollo

embrionario del raton

1. Introduccion

1.1.El desarrollo neural

El desarrollo neural es el proceso biolégico mediante el cual se producen las neuronas
durante el desarrollo. Los procesos que contribuyen al desarrollo neural incluyen la
proliferacién, la diferenciacién, la migracion, el guiado axonal y la formacién de las
sinapsis y conexiones neurales adecuadas. Hay multitud de vias de sefalizacidon que
regulan estos procesos, determinadas ademas por una serie de secuencias temporales
gue van a determinar el destino final y la identidad celular de cada célula generada

durante el desarrollo hasta la edad adulta.

A partir de las tres capas embrionarias (endodermo, ectodermo y mesodermo) se forman
todos los componentes del ser vivo. En el caso del sistema nervioso, las células que lo van
a componer proceden del ectodermo, mientras que el sistema vascular (paralelo desde
un punto de vista anatémico) se genera a partir del mesodermo. En el caso del sistema
nervioso central, su desarrollo empieza con la placa neural o neuroectodermo, una
[dmina plana de células ectodérmicas situada en la superficie dorsal del embridn. Esta
placa se pliega dando lugar a una estructura tubular denominada tubo neural en cuyo
extremo cefdlico se ensancha para formar los ventriculos. El sistema nervioso periférico
deriva en gran parte de las células de la cresta neural y de fibras nerviosas motoras que
salen de la parte inferior del cerebro a nivel de cada segmento de la futura médula

espinal. Cowan, WM (1987).

1.1.1. Desarrollo del telencéfalo

El pliegue de la placa neural da lugar al tubo neural, que se ensancha en algunos puntos
formando una serie de regiones vesiculares denominadas prosencéfalo, mesencéfalo y
rombencéfalo. Del prosencéfalo derivan el telencéfalo (hemisferios cerebrales y

ventriculos laterales) y el diencéfalo (tdlamo, hipotdlamo y tercer ventriculo); del
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mesencéfalo deriva el acueducto de Silvio; y del rombencéfalo derivan el metencéfaloy el
miencéfalo (cerebelo, médula oblongata y el cuarto ventriculo) y el cordén espinal (vease

la Figura 1 para mas detalle).

A. VISTA LATERAL EMBRION

’ Paso de tres a cinco vesiculas ) )

durante el desarrollo neural

B. DESARROLLO VESICULAS NEURALES EN EMBRION
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Figura 1. Desarrollo del sistema nervioso en el embrion. Diversos estrechamientos del tubo
neural del embridon van a dar lugar a tres vesiculas. Estas vesiculas van a dar lugar a otras
estructuras vesiculares, como en el embridn de cinco vesiculas, que van a dar lugar a su vez a las
futuras regiones diferenciadas en el adulto (A y B). Estas vesiculas van a formar parte del futuro
sistema nerviosos del embridn y van a ir adquiriendo la morfologia final en las tres dimensiones

(A). Fuente: Brain Vesicle. By Phil Schatz, License: CC BY 4.0

El telencéfalo comprende ambos hemisferios cerebrales, que se componen de multitud
de estructuras complejas que se interconectan entre si para ejercer funciones complejas
en los seres vivos. Esta complejidad estructural y funcional se expresa en una gran
complejidad a nivel celular y, que a su vez deriva de lo complejo que es el proceso del
desarrollo del telencéfalo. Esta complejidad en el desarrollo se debe a las migraciones
celulares: la migracion radial establece la organizaciéon citoarquitecténica general
mientras que la migracidon tangencial permite la dispersidon generalizada de los tipos
neuronales generados en ciertos puntos. La migracidn tangencial es fundamental para

comprender la complejidad celular del telencéfalo. (Marin O, 2015).
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1.1.1.1. Corteza cerebral

La corteza cerebral es responsable del raciocinio y del procesamiento de la informacién
sensorial y motora en humanos. En ratén, se distinguen cuatro areas primarias segun el
tipo de informacidon que reciben: informacién sensorial (corteza somatosensorial),
informacidn relativa al sonido (corteza auditiva), informacion visual (corteza visual) y la

responsable del control motor fino (corteza motora) (Lodato y Arlotta, 2015).

Durante el desarrollo, el prosencéfalo dara lugar al telencéfalo, que a su vez se divide en
dos grandes regiones: una dorsal o pallium, que formara la corteza cerebral, y una ventral
o subpallium que formard los ganglios basales. La corteza cerebral se va a dividir a su vez
en dos componentes principales, la neocorteza y la alocorteza, esta ultima se compone a
su vez de tres capas y se subdivide en hipocampo y corteza olfativa (Valverde, 2002). La
neocorteza esta formada por seis capas caracterizadas por diferentes densidades
neuronales y tipos celulares que contienen, asi como varianzas en la cantidad de matriz
extracelular que la forman (Jones, 1984). Las diferentes capas de la neocorteza se forman
en un patrén inside-out, donde las primeras capas son las que se forman mas tardias en el
desarrollo y las ultimas las primeras en formarse durante el desarrollo embrionario.
Durante el desarrollo se van generando neuronas en la parte ventricular o mas interna y
migran sobre la glia radial hacia la parte mas externa por diferentes oleadas hasta formar
las seis capas de la neocorteza. Por tanto, las capas se numeran del | al VI, dénde la capa |

es la mas externa y la capa VI la mds interna.

Las diferentes capas de la corteza cerebral estan compuestas por diferentes tipos
neuronales en diferente proporcidn. Las neuronas se clasifican en dos tipos: neuronas
glutamatérgicas y neuronas GABAérgicas. Aproximadamente el 70-80% de las neuronas
son glutamatérgicas, e utilizan el glutamato como neurotransmisor excitatorio. Se
originan en la pared del ventriculo lateral del pallium entre los dias E11 a E17 en el
embrion del ratdn (Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). El resto lo componen las
interneuronas GABAérgicas, que utilizan el neurotransmisor inhibitorio GABA para regular
la actividad de los circuitos corticales y se generan en el subpallium (Molyneaux y col.,

2007; Sultany col., 2013).

La neurogénesis empieza alrededor del estadio embrionario E10.5 en ratones a partir de
células madre neurales (NSC; del inglés neural stem cell) en la zona ventricular. Las

neuronas generadas en estadios mas tardios del desarrollo migran a la preplaca,
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dividiéndola en zona marginal y subplaca. A lo largo de las diferentes olas de generacién
de neuronas glutamatérgicas, estas migran a través de la zona subventricular, dénde
encontramos progenitores intermedios, y la subplaca, para formar la placa cortical,
situdndose antes de la zona marginal (Cai y col., 2002; Noctor y col., 2004). La zona
marginal constituirad la futura capa | del neocdrtex. Asi pues, acaba constituyéndose las
diferentes capas de la corteza cerebral a E17.5 en ratdn: superficie pial, zona marginal,
placa cortical, subplaca, zona intermedia, zona subventricular y zona ventricular (Marin-

Padilla, 1978).
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Figura 2. Esquema de la composicion de capas de la neocorteza a E17.5 en el desarrollo del
raton. Una vez finaliza la principal migracidon neuronal el esquema de la neocorteza resta con seis
capas principales y sus diferentes neuronas formando cada una de ellas. MZ: zona marginal; PC:
placa cortical; SP: subplaca; ZI: zona intermedia; ZSV: Zona subventricular; ZV: zona ventricular.

Adaptado de: Mukhtar y Taylor, 2018.

1.1.1.1.1. Desarrollo temporal de la corteza cerebral

A lo largo del desarrollo de neocorteza se van generando nuevas neuronas que van a ir
formando las diferentes capas (ver Figura 3 para mas detalle). A partir del dia E10.5-E11.5
en el desarrollo del embrion de ratén, las células madre neurales (NSC) se dividen de
forma simétrica para expandir el “pool” de células disponibles. Esta fase se la conoce
como fase de expansion neural. Estas divisiones van a generar células madre simétricas e

idénticas con el mismo potencial. A continuacién, estas NSC van a empezar a
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experimentar divisiones asimétricas que van a generar la nuevas NSC para mantener el

I”

“pool” y nuevas neuronas que migraran a las capas correspondientes. De hecho, fallos
tanto en una como en la otra divisiones van a generar fallos en la laminacién cortical y la
composicion neuronal de las mismas (Tan y Shi, 2013). Asi pues, a partir del dia E10.5 el
“pool” de NSC se va reduciendo progresivamente mientras se van generando nuevas
neuronas, pasando de una division simétrica a una asimétrica. Durante esta fase

podemos ver claramente una Unica capa de NSC que va a formar la futura zona

ventricular.
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Figura 3. Esquema de la composicion de capas de la neocorteza a lo largo del desarrollo del
raton. Encontramos hasta tres fases antes del nacimiento, una fase de expansién, donde
predomina la divisién de las NSCs; una fase neurogénica, donde se empiezan a producir neuronas y
se lamina la corteza pasando por sus diferentes capas; y una fase gliogénica donde se generan
oligodendrocitos y astrocitos. La Ultima etapa corresponderia a la postnatal, donde se aprecian las
diferentes capas, y el laminado de la placa cortical (I-VlI). ZI: zona intermedia; ZSV: Zona

subventricular; ZV: zona ventricular. Adaptado de: Mukhtar y Taylor, 2018.
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Después de la fase de expansidon neural llegamos a la fase de neurogénesis, dénde las
divisiones asimétricas aseguran un flujo de progenitores neurales basales que van a
migrar a sus posiciones correspondientes en la zona subventricular. Esta fase se
concentra entre los dias E12.5 a E16.5 aproximadamente. Existe otro tipo celular
diferenciado de los progenitores neurales basales y de las NSC, llamados en inglés como
“short neural progenitors” o progenitores neurales cortos, y tienen el potencial de
generar nuevas neuronas sin ser progenitores neurales basales (Gal et al., 2006). Asi pues,
se concentran en esta etapa dos fuentes neurogénicas que van a formar la primera
estructura bdsica de la neocorteza. Para la generacién de los diferentes tipos neurales
qgue van a formar las capas se han desarrollado dos tipos de modelos: el modelo de
progenitor comun y el modelo del progenitor multiple (Leone et al., 2008). En el modelo
de progenitor comun las neuronas que se generan provienen de un Unico tipo de
progenitor y su destino se determina segun el tiempo en el que se forman. En el modelo

del progenitor multiple las neuronas provienen de diferentes progenitores coexistentes

| o |”

en el “pool” y estan predeterminadas por estos. (Custo Greig et al., 2013; Franco y Muller,

2013; Guo et al., 2013).

Durante el proceso de neurogénesis, las NSC juegan otro papel fundamental en la
generacion de las capas, ya que las neuronas excitatorias generadas en la zona ventricular
migran hacia la parte apical, siguiendo los procesos radiales de las NSC. Estas neuronas
inmaduras van a migrar hasta la placa cortical, donde se desprenden de los procesos
gliales y maduran para establecer una nueva capa en un patréon “inside-out”, como se ha

comentado anteriormente (Hu JS et al., 2017; Wamsley B et al., 2017).

Es entre medio de estos dos estadios (E10.5-E13.5), que las células de Cajal-Retzius se van
a generar y van a migrar a la capa | de la neocorteza, donde van a determinar la
estructura cortical mediante la secrecion de proteinas como la reelina. De hecho, en
modelos animales de ausencia de la proteina (ratdn reeler), la estructura cortical aparece
invertida, anulando el patrén “indide-out” caracteristico del desarrollo cortical, entre
otros defectos del desarrollo (Caviness y Sidman 1973; Caviness 1982). Por tanto, el
correcto posicionamiento de las células de Cajal-Retzius a lo largo de la capa | es clave
para la laminacién cortical (D’Arcangelo et al., 1995; Frotscher, 1998), pero no
imprescindible (Yoshida et al., 2006). Sobre estas células y los factores que regulan su

migracién ampliaremos la informacion y su estudio en los siguientes apartados y en el
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capitulo que aqui se desarrolla. Ademas de las células de Cajal-Retzius, las neuronas de la
subplaca también participan activamente en la laminacién cortical al establecer
conexiones transientes con las neuronas inmaduras que migran a la placa cortical desde

la zona ventricular (Luhmann et al., 2009).

Por ultimo, y antes de la etapa postnatal, el desarrollo de la corteza pasa por la fase
gliogénica en la que se generan, a partir de las NSC, otros tipos celulares del cerebro
como los astrocitos, los oligodendrocitos y las células ependimarias (Malatesta P et al.,
2000; Kriegstein AR et al., 2003). Esto parece estar regulado por una bajada de la
actividad del aparato de Golgi en la zona apical que estimularia la pérdida de uniones
estrechas y mantenimiento de las uniones adherentes (Gotz M y Huttner WB, 2005;

Franco SJy Muller U, 2013).

Por tanto, en el estadio postnatal, las capas se forman de la siguiente forma desde la zona
apical hasta la zona basal o ventricular: capa |, capa Il/Ill, capa IV, capa V, capa VI, zona
intermedia, zona subventricular y zona ventricular. En el siguiente esquema se

representan sus principales caracteristicas:

- Capal o molecular. Residen células de Cajal-Retzius e interneuronas GABAérgicas. Lo
cubre la piamadre y constituye la capa mas superficial en la parte apical. Casi todas
las células de Cajal-Retzius van a desaparecer progresivamente después del
nacimiento, quedando constituida por interneuronas en mds del 90%. Se caracteriza
por expresar el factor Tbrl (Hevner et al., 2001; Englund C et al., 2005).

- Capa Il o granular externa. Residen neuronas granulares pequefias y neuronas
piramidales pequefias. Las dendritas de estas neuronas terminan en la capa
molecular y sus axones se dirigen a capas profundas. Expresan los marcadores Satb2
en su mayoria, y GAD67 (Zgraggen E et al., 2012; Britanova O et al., 2005).

- Capa lll o piramidal externa. Residen neuronas piramidales. Muy parecida a la capa ll,
sus dendritas se integran en la capa molecular, mientras que los axones proyectan a
areas profundas. Expresan el marcador Satb2 (Alcamo et al., 2008; Britanova et al.,
2008; Leone et al., 2015).

- Capa IV o granular interna. Residen neuronas granulares. Recibe proyecciones del
talamo en forma de estrias (estrias talamocorticales) (Lopez-Bendito y Molnar, 2003;

Petersen, 2007).
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- Capa V o piramidal interna. Residen neuronas gigantes de Betz. En esta capa existe
una banda de fibras conocida como banda interna de Baillarger. En la regién de Ila
corteza motora primaria las neuronas de Betz dan origen al haz corticoespinal
(Schieber, 2007).

- Capa VI o fusiforme o multiforme. Residen neuronas fusiformes, piramidales y
neuronas de martinotti. Se trata de un estrato de asociacién entre hemisferio, y sus
proyecciones forman parte del cuerpo calloso. Expresa el marcador Tbrl (Hevner et
al., 2001).

- Zona intermedia. Residen la glia radial y las nuevas neuronas que migran
rostralmente hasta el bulbo olfatorio.

- Zona subventricular. Residen progenitores basales que van a formar nuevas neuronas
incluso durante la etapa postnatal. Expresan los marcadores Tbr2 y Btg2 (Englund C et
al., 2005).

- Zona ventricular. Residen las NSC. Se producen divisiones asimétricas cada vez en
menor proporcidon después del nacimiento. Expresan los marcadores Sox2 y Pax6

(Englund C et al., 2005).

1.1.1.1.2. Capal: las células de Cajal Retzius y las interneuronas GABAérgicas.

Hace mds de cien afios, ya fue descrita por Santiago Ramdn y Cajal (Ramon y Cajal S,
1980), y con el tiempo, el conocimiento que tenemos de la capa | y su funcién en
desarrollo y en adulto ha cambiado drasticamente (Marin Padilla M, 1998). En la primera
capa de la corteza cerebral convergen y se integran una parte de la informacién que
proviene del exterior en su formato mas complejo, ademds de participar en la laminacion
cortical del neocdrtex y en la creacidn de los circuitos tempranos durante el desarrollo. La
capa | estd formada solamente por neuronas GABAérgicas (la mayoria expresan reelina) y
fibras axonales y dendritas de otras regiones cerebrales (Latsari M, et al., 2002; Janiesch
PC, et al., 2011; Hand RA, et al., 2015; Chen J, et al., 2015; Clasca F, et al., 2016; Fenlon LR,
et al., 2017; Vitalis T, et al., 2017; D’Souza RD, et al., 2017; Schuman XB, et al., 2019).
Ademas, en esta capa convergen los axones de las células de Martinotti de la capa VI
expresando somatostatina (Hand RA, et al., 2015); y algunas dendritas de interneuronas
inhibitorias de la capa Il/1ll asi como interneuronas inhibitorias multipolares y bipolares

gue expresan el péptido vasoactivo intestinal (PVI+) (Prénneke A, et al., 2015; He M, et
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al., 2016; Miyamae T, et al.,, 2017). De hecho, se encuentran cuatro tipos de
interneuronas inhibitorias con diferencias en sus marcadores: NDNF+/NPY+ o
neuroglioformes; NDNF+/NPY- o células de canopy; a7AChRs+/NDNF-; PVI+ multipolares
(Schuman XB, et al., 2019; Ibrahim LA, et al., 2020). Para llegar a esta estructura tan
determinada en adulto, encontramos una serie de pasos durante el desarrollo que
implican la presencia de poblaciones glutamatérgicas transitorias en la capa | del
embrion. Tal y como se ha detallado en apartados anteriores, en las primeras etapas de la
corticogénesis, existen dos capas, la zona neurogénica denominada zona ventricular, y la
preplaca. Esta capa esta formada por neurona diferenciadas glutamatérgicas de la

subplaca y células de Cajal-Retzius (CRcs) (Cadwell CR, et al., 2019).

1.1.2. Células de Cajal-Retzius: desde su inicio hasta la etapa adulta.

Las células de Cajal-Retzius (CRcs) tienen su origen a dia embrionario E9.5-E11.5 durante
el desarrollo embrionario del ratén, y van a migrar tangencialmente para ocupar toda la
superficie apical de la [dmina cortical en la capa mas superficial o capa | (D’Arcangelo G et
al., 1995; Ogawa M et al., 1995; Ishii K, et al., 2016). Van a migrar desde varios focos,
entre los que encontramos el cortical hem (CH) (Takiguchi-Hayashi et al., 2004; Yoshida et
al., 2006; Tissir F et al., 2009; Gu et al., 2011), el septum del palio (Bielle et al., 2005;
Zimmer et al., 2010) o el pallium subpallium boundary (PSB) (Bielle F et al., 2005) (Figura
4). Ademas, otras regiones se han determinado, como el plexo coroideo (Imayoshi et al.,
2008), la pared medial rostral del telencéfalo o RMTW (del inglés, rostral medial
telencephalic wall) y la eminencia taldmica (Eth) (Barber and Pierani, 2015).
Recientemente se han encontrado una serie de marcadores moleculares que determinan
hasta tres grados de maduracidn de las CRcs, independientes de su foco de origen, que
separan a E15.5 la poblacién de CRcs de la de la subplaca (Li J, et al., 2021). Ademas,
segln este estudio, las CRcs pueden iniciar una segunda ola de migracion a partir de las
CRcs establecidas y diferenciadas en la zona olfativa. Estas segundas migraciones, sumado
al hecho de las oleadas progresivas de CRcs nuevas desde los otros focos, permitiria que
la densidad celular fuese aumentando progresivamente entre E14.5 y E15.5, a la vez que
la neocorteza se expande (de Frutos CA, et al., 2016). Sin duda, queda mucho camino por

seguir investigando sobre los procesos que llevan a estas células a migrar desde su origen,
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e incluso los procesos que las llevarian a iniciar una segunda migracién una vez

=Ry

establecidas en la zona olfativa.

A i B

PSB

Figura 4. Migracion tangencial de las células de Cajal-Retzius. A partir de tres origenes,
principalmente (CH, PSB y S), las CRcs migran desde sus respectivos puntos hasta cubrir toda la
superficie cortical a E 17.5 en un patrén dependiente de origen. Adaptado de Barber y Pierani,

2015.

La presencia de las CRcs en la capa | contribuye al desarrollo temprano del cerebro desde
varios puntos de vista: laminacién cortical (Ogawa et al., 1995; Aguilo et al., 1999;
D’Arcangelo, 2006), maduracién de las neuronas capas altas de la placa cortical
(Kupferman et al., 2014), en la regionalizacién de la corteza (Griveau et al., 2010; Barber
and Pierani, 2015), la correcta invasidn de interneuronas GABAérgicas en la zona marginal
(Shinozoki K et al., 2002; Alcantara S et al., 2006; Zarbalis K et al., 2012) y conexidn neural
local en corteza e hipocampo (Del Rio et al., 1997; Super et al., 1998; Borrell et al., 1999).
Cuando aumentamos la densidad de CRcs se estimula el desarrollo neuritico, en cambio,
al disminuir su densidad se produce una invasion parcial de las capas Il/1ll, ademas de

haber menos crecimiento neuritico (de Frutos CA, et al., 2016).

La importancia de la reelina

Una de las hipodtesis del rol de las CRcs en la laminacién cortical postula que la liberacién
de reelina por las CRcs en grandes cantidades en la zona marginal promoveria la
adecuada estratificacion cortical (D’Arcangelo G et al., 1995; Ogawa M et al., 1995; Ishii K,
et al.,, 2016). De hecho, al sobre expresar reelina ectopicamente se produce un

incremento en las estructuras radiales sobre las que migran las nuevas neuronas y cambia
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la morfologia que estas adquieren (Nomura et al., 2008). La reelina tiene otras funciones,
como la laminacién axonal del ganglio de la retina en zebrafish por la reelina expresada
en gradiente dorsoventral por las interneuronas GABAérgicas del tectum o&ptico (Di
Donato V et al.,, 2018). Por otra parte, la reelina es expresada por interneuronas
GABAérgicas en mamiferos en capa | en postnatales, dénde se cree que podria participar
en plasticidad sinaptica en adulto (Herz J and Chen Y, 2006). Por tanto, la reelina tiene un
papel importante en el desarrollo y maduracion del cerebro desde estadios tempranos a

adulto.

Las células de Cajal-Retzius y las interneuronas GABAérgicas

Por otra parte, alrededor de E12.5 se produce una corriente migratoria tangencial des del
subpallium (eminencias ganglionares y area predptica) (Bandler RC, et al., 2017; Niquille
M, et al., 2018) a través de la zona subventricular y a lo largo de la zona marginal. Sobre
E18.5, estas interneuronas inhibitorias abandonan la corriente migratoria e invaden la
placa cortical hasta la capa diana. Estas dos corrientes migratorias tienen perfiles
transcripcionales diferentes, dénde el aproximadamente el 25% migran por la zona
marginal y el resto por la zona subventricular (Antypa M et al., 2011, Lim L et al., 2018).
De hecho, una pérdida de la distribucion de las CRcs produce afectaciones en la corriente
migratoria de la zona marginal de las interneuronas inhibitorias (Shinozoki K et al., 2002;

Alcantara S et al., 2006; Zarbalis K et al., 2012).

El establecimiento de la red neural en capa | durante el desarrollo

La zona marginal contiene, ademds, dendritas y axones que provienen de otras regiones
externas. Se cree que las CRcs tienen un papel en el establecimiento de sinapsis
transitorias con estas dendritas para marcar las futuras conexiones con la placa cortical
una vez estas maduren (Finney EM et al., 1998; Kanold PO et al., 2003; Luhmann HJ et al.,
2014). Durante el proceso migratorio, las nuevas neuronas extienden el proceso principal
apical en direccion a la zona medial, una vez dentro se ramifican. Es en este punto que
entra en contacto con la zona marginal que el soma deja de migrar y se detiene en esta
posicién concreta (O’Dell RS et al., 2015; Cocas LA et al., 2016). También se conoce que a

la zona marginal llegan proyecciones subcorticales, como las fibras serotoninérgicas
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dorsales y mediales de los nucleos del rafe en E16.5 (Vitalis T and Verney C, 2017). Esta
conexién parece importante en el establecimiento de la capa I, ya que al eliminar el
receptor serotoninérgico 5-HT3A, las interneuronas GABAérgicas positivas para reelina
fallan en su posicionamiento (Murthy S et al., 2014). Este receptor, también esta
involucrado en el desarrollo de la zona medial al inducir la liberacién de reelina de las
CRcs, modificando asi la ramificacion dendritica de las conexiones intracorticales (Vitalis T
and Verney C, 2017). Ademds de las fibras serotoninérgicas, proyecciones talamicas
contactan con las neuronas de la capa |, que mediante sefalizacidén especifica sobre las
células reelina+, ayudan a desarrollar la morfologia y la conectividad en la capa | (De
Marco Garcia et al., 2011; De Marco Garcia et al., 2015). A nivel postnatal, tanto el locus
coeruleus y el prosencéfalo basal proyectan axones noradrenérgicos y colinérgicos que se
expanden sus dendritas en la capa | (Latsari M et al., 2002; Janiesch PC et al., 2011). Por
ultimo, y también en la etapa postnatal, llegan proyecciones GABAérgicas a la capa |
desde la zona incierta para regular las sinapsis tempranas en capa V (Chen J and

Kriegstein AR, 2015).

El establecimiento de la red neural en capa | durante el estadio postnatal

En la primera semana postnatal, las interneuronas inhibitorias residentes en la capa |
ramifican sus axones mayoritariamente en la capa | con algunas ramificaciones en capas
infragranulares y sus dendritas reciben inputs colinérgicos de las capas II/1ll (Obermayer J
et al., 2019). Estas interneuronas hacen sinapsis con las CRcs derivadas del cortical hem
durante las dos primeras semanas postnatales, entre otros inputs GABAérgicos que
tienen antes de su desaparicion (Kirmse K et al., 2007), participando asi en la creacién de

los circuitos tempranos durante el desarrollo.

La apoptosis de las células de Cajal-Retzius: el giro inhibitorio de la neocorteza en

postnatal

Durante la etapa postnatal el cerebro se sigue desarrollando, formando conexiones que
van a madurar y establecer funciones basicas en el cerebro. Un cambio muy importante

gue acontece de forma fisioldgica es la apoptosis de las CRcs, produciéndose un cambio
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en la senalizacion global de la corteza, pasando de glutamatérgica o excitatoria a

GABAérgica o inhibitoria.

Es durante las dos primeras semanas posnatales que las CRcs desaparecen extensamente
a lo largo del neocértex. Las neuronas provenientes del PSB desaparecen antes que el
resto, entre pl y p4 (Del Rio, et al., 1995). En cambio, el resto de CRcs empiezan a
desaparecer alrededor de pl0 por vias diferentes, algunas conocidas, como la
dependiente del factor BAX (Ledonne F et al., 2016). A partir de este estadio postnatal, y
entrando en la tercera semana, quedan pocas CRcs derivadas del cortical hem en la capa
I, guedando las CRcs hipocampales (Anstotz M and Maccaferri G, 2020) y las de la corteza

motora anterolateral y la corteza visual en adulto (Tasic B et al., 2018).

Las CRcs mantienen estables los niveles del transportador KCC2 y de NKCC1, los cuales
ayudan a mantener altos niveles de Cl- intracelular, lo que ayuda al efecto despolarizante
de GABA. Por ello, se ha propuesto que el efecto de la actividad GABAérgica sobre las
CRcs es el causante de su desaparicién temprana por un efecto citotéxico (Blanquie O et
al., 2017 ; Blanquie O et al., 2017). Se han realizado diversidad de experimentos que
conducen a evitar esta apoptosis 0 a hacerlas resistentes a la excitotoxicidad por GABA.
Estos experimentos demostraron que la morfologia no varia respecto a las postnatales
supervivientes, que sus propiedades electrofisiolégicas son similares a las neuronas
inmaduras, que siguen teniendo conexiones con inputs GABAérgicos y que se desarrollan
dendritas muy ramificadas en la capa Il/Ill (Ledonne F et al., 2016; Riva M et al., 2019).
También se conoce que en cultivos organotipicos, las CRcs tienen diferentes tasas de

supervivencia segun su subtipo (Del Rio et al., 1996).

Este efecto parece pues regular la apoptosis postnatal de las CRcs y que esta apoptosis es
fundamental para el correcto desarrollo del neocdrtex. Esta desaparicion progresiva de
las CRcs produce un efecto masivo a nivel del neocértex, donde durante el desarrollo
tiene una sefalizaciéon principalmente excitatoria, y pasa a ser mayoritariamente
inhibitoria por las interneuronas GABAérgicas residentes. Es este hecho, a nivel postnatal,
el que va a determinar su funcionalidad correcta en el adulto, quedando aun muchos
cabos del desarrollo por atar, asi como los motivos que hacen que estos movimientos y

migraciones, acontezcan a su debido tiempo para formar el cerebro adulto.
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1.1.2.1. Regulacion de la migracion de las células de Cajal-Retzius

Tanto las CRcs como las interneuronas inhibitorias migran a través de la zona marginal,
futura capa I, y por ello, comparten algunas sefiales de guiado molecular que determinan
su posiciéon final. Algunas de ellas provienen de las meninges, como en el caso de las
guimiocina CXCL12, que actua a través del receptor CXCR4 o del receptor CXCR7 (Paredes
MF et al., 2006; Borrel V and Marin O, 2006; Trousse et al., 2015), atrayendo las CRcs
hacia la superficie pial. En las interneuronas inhibitorias previene que se invada
prematuramente la placa cortical a través de CXCR4 (Lopez-Bendito G, et al., 2008; Li G et
al., 2008), de forma que cuando disminuye el CXCL12 aumenta la ramificacion del arbol
dendritico con lo que se baja la velocidad migratoria, y aumenta la posibilidad de una
salida prematura de la corriente migratoria de la zona marginal hacia la placa cortical
(Lysko DE et al., 2014). La migracion tangencial en las CRcs es un proceso aun en estudio,
puesto que los factores que las inducen a migrar y posicionarse no estan del todo
establecidos: factores externos, cascadas de sefializacion, gradientes moleculares, etc. En
general, estos factores se pueden dividir como reguladores de su potencial migratorio o
posicionamiento subpial, o en procesos reguladores de su migracién tangencial a lo largo

del neocortex (Figura 5).

|elpes uoelSIA
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Migracion tangencial

Figura 5. La migracion en la corteza en desarrollo en E11.5. Encontramos dos tipos de migracién
en este estadio del desarrollo: migracién tangencial y migracion radial. La migracién tangencial
produce una expansion perpendicular a las fibras de la glia radial (GR) a nivel subpial, en la
preplaca (PP), siendo mayoritariamente células de Cajal-Retzius (CRcs) o interneuronas las células
gue migran en este sentido. La migracién radial permite que las nuevas neuronas (NN) migren
desde la zona neurogénica en la zona ventricular (ZV) para ir formando la placa cortical en estadios

posteriores (ver texto para mas informacion).
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1.1.2.1.1. Regulacion del posicionamiento subpial de las CRcs en capal|

El SNC esta protegido por diferentes sistemas, uno de ellos es la meninges, un conjunto
de tres capas (duramadre, aracnoides y piamadre) (Crossman y Neary, 2019) por donde
circula el liquido cefaloraquideo (LCR) y protege el tejido nervioso subyacente de los
impactos. La piamadre es la capa que se encuentra con estrecho contacto con el tejido
nervioso, emitiendo capilares que penetran en el cerebro para irrigar el tejido (Corbett y
Haines, 2018). Este contacto tan estrecho ayuda a coordinar el desarrollo del la corteza

cerebral, y mas especificamente la migracién de las CRcs.

Entre los factores que ayudan a regular el desarrollo de la corteza cerebral encontramos:
semaforina 3A y semaforina 3C (Marin et al., 2001; Niclou et al., 2003; Shearer et al.,
2003; Tamamaki et al., 2003), el acido retinoico (Smith et al., 2001; Siegenthaler et al.,
2009), la quimiocina CXCL12 (del inglés, C-X-C motif chemokine 12) (Borrell and Marin,
2006), BMPs 5y 7 (Segklia et al., 2012; Kusakawa et al., 2015), TGFB (Choe et al., 2014), el
BDNF (del inglés, Brain Derived Neurotrophic Factor) (Fukumitsu et al., 1998; Ringstedt et
al., 1998; Alcantara et al., 2006) y la neurotrofina-3 y 4 (NT3 y NT4) (Brunstrom et al.,
1997; Maisonpierre et al., 1990). Estos factores inducen a que las CRcs se mantengan
cerca de la pia, manteniéndose en la zona marginal y sin invadir la placa cortical. Otro
elemento que favorece su posicionamiento es la glia radial. Cuando los procesos basales
de la glia radial no estan bien posicionados, o estan retraidos, las CRcs se descarrilan e
invaden la placa cortical. Por tanto, los procesos basales de la glia radial son

fundamentales para el posicionamiento subpial de las CRcs (Kwon et al., 2011).

Sin embargo, el factor que mejor se conoce como regulador de la posicién subpial de las
CRcs es el CXCL12. Los receptores de la quimiocina, CXCR4 y CXCR7, se expresan en las
poblaciones provenientes de PSB y CH (CR-PSB y CR-CH). De hecho, hay un patrén
temporal de expresion del receptor CXCR4 y CXCR7, en el que se mantiene la expresion
de CXCR4, pero el CXCR7 disminuye con el desarrollo de la corteza cerebral (Berger et al.,
2007; Borrell y Marin, 2006; Paredes et al., 2006; Tiveron et al., 2010; Trousse et al.,
2015). Este dinamismo de expresion de los receptores podria estar regulando las
diferencias de respuesta de las CRcs al CXCL12. En experimentos in vitro e in vivo, se
descubrid que el eje CXCL12/CXCR4/CXCR7 no es necesario para la migracion tangencial,
pero si para su posicionamiento subpial al quimioatraer las células de CR a las meninges

(Borrell y Marin, 2006; Paredes et al., 2006; Trousse et al., 2015).
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1.1.2.1.2. Regulacidn de la migracion tangencial de las CRcs

La migracién tangencial de las CRcs (Figura) es la que determina que se expandan por
toda la zona marginal, cubriéndola en su totalidad de una forma dependiente de su
origen (para revision ver Barber y Pierani, 2015). Segun algunos autores, los subtipos de
CRcs invaden la corteza de forma region-dependiente debido a la existencia de contactos
repulsivos mediados por efrinas (Eph/ephrin) (Borrell y Marin, 2006; Villar-Cervino et al.,
2013). Al cambiar de direccidn una vez entran en contacto con otras células, se produciria

la dispersion, evitando asi la acumulacidn en zonas especificas de CRcs.

No obstante, se han propuesto otras moléculas que influyen negativamente en la
migracién tangencial de estas células. Las semaforinas tienen tanto funciones inhibitorias
de la migracion como atrayentes. En el caso de las CRcs la semaforina 3E (sema3E), junto
con su receptor plexina D1 (PIxnD1), tiene un papel inhibitorio de su migracién. La
sema3E se expresa en gradiente caudo-medial a lateral entre E12.5 y E13.5 durante el
desarrollo embrionario de ratén. Por otra parte, las CRcs de CH (CH-CR) expresan el
receptor PIxnD1 y son capaces de responder a la inhibicién mediada por la sema3E.
También se ha demostrado que esta inhibicion es capaz de regular las funciones del eje

CXCL12/CXCR4/CXCR7 (Bribian et al., 2014).

También se ha demostrado que al alterar funcién de la proteina de trafico vesicular
VAMP3, expresada por las CRcs de septum (S-CR) y de cortical hem (CH-CR), aumenta su
velocidad de migracién din que se altere su direccionalidad (Barber et al., 2015). Por
tanto, tenemos una serie de candidatos que determinan la migracién de las CRcs, pero
sigue sin explicarse porque estas células permanecen en ciertas posiciones segln su

origen migratorio.

1.2. Factores fisicos y sistema nervioso: papel en el desarrollo cerebral

Las primeras incursiones en el campo de la mecanobiologia se dieron en el afio 1926 por
Fred Vles, cuando se intentd establecer la tension de una célula de huevo de erizo de mar
(Arbacia; por su gran tamafo). Para establecer su tensién midié la distorsiéon del huevo
sobre una gota de liquido, con lo que consiguié medir su tension (Vles, 1926). En otros
laboratorios, usando otra especie de erizo de mar, se vio que estos huevos no se

aplanaban, con lo que utilizé una centrifuga para calcular la fuerza necesaria para
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distorsionar el huevo y calcular la tensién (Harvey, 1931). Ya en el 1932, Kenneth Cole
inventd un método para medir la tensidn de estas células muy parecido al actual
microscopio de fuerza atémica (AFM, por sus siglas en inglés, atomic force microscopy).
Con este método consiguidé detectar fuerzas de alrededor de 0.7 pN (Cole, 1932a; Cole,
1932b). De esta forma, Cole fue el primer capaz de medir la fuerza necesaria para

comprimir una célula.

Mucho mas adelante, en el 1950, Francis Crick y A Hughes publicaron un estudio sobre las
propiedades mecdnicas del citoplasma en cultivos de fibroblastos de pollo. Para ello,
utilizaban particulas magnéticas microscépicas que eran fagocitadas por las células, y se
les hacia un seguimiento de sus movimientos para calcular la dureza del citoplasma (Crick
and Hughes, 1950). No fue hasta los trabajos de Akinlaja y Sachs que se determiné que las
propiedades mecanicas de las células vienen determinadas por el citoesqueleto y no sdlo

por la membrana celular (Akinlaja and Sachs, 1998).

Aungue los inicios de la mecanobiologia pueden parecer lejanos, es la aplicacién de los
conocimientos en otras dreas y su cardcter multidisciplinar el que nos aporta la
informacién que tenemos actualmente. Desde la generacion de fuerzas por las células, la
dureza de los tejidos y sus implicaciones en fisiologia y patologia, hasta todos los procesos
de sefalizacién que se encargan de organizar una respuesta a los factores mecdnicos, son
y serdn objeto de estudio durante aifos debido a su gran area de aplicacion y relevancia

en biologia.

Se ha demostrado su importancia en el desarrollo, donde orquestra las grandes
migraciones y las conexiones del cerebro en algunas areas. No obstante, quedan muchos
fendmenos que escapan al estudio de los factores fisicos en el desarrollo del cerebro de
raton. Se conoce que los procesos de la migracidon neuronal, la navegacién de los axones y
la morfogénesis neural se rigen por factores mecanicos (rigidez del sustrato, topografia,
etc.), asi como por sefiales quimicas (Franze, 2013; Gangatharan et al., 2018; Oliveri et al.,
2021; Javier-Torrent et al., 2021). Es decir, los procesos de mecanotransduccion en el
sistema nervioso son una realidad e influyen en la maduracidn y diferenciacion neural (De
Vincentiis et al., 2020; Javier-Torrent et al., 2021). Se ha encontrado también una via de
activacién por mecanotransduccion (via Hippo/YAP) en el sistema nervioso (Nguyen-

Lefebvre et al., 2021; Wu et al., 2021; Sahu et al., 2021).

113



Estudios recientes de AFM sobre diferentes preparaciones de cerebro embrionario de
ratén han demostrado que existen diferencias entre regiones del cerebro embrionario.
Para ello han medido el médulo eldstico de Young mediante AFM secciones coronales del
cerebro embrionario entre E12.5 a E18.5 en diferentes regiones (placa cortical, zona
intermedia, zona ventricular y zona subventricular) (lwasita et al., 2014). Lo mas llamativo
fue el aumento de la rigidez desde E12.5 hasta E16.5. En la placa cortical se obtuvieron
valores de aproximadamente 30 Pa en E12.5 hasta 100 Pa en E16.5. Este pico culmina con
un descenso generalizado en la rigidez general del parénquima cerebral. En otro estudio
pionero, se determind la rigidez de la eminencia taldmica por su parte ventricular y de la
zona ventricular en E12.5 mediante AFM. Los valores obtenidos para la zona ventricular
fueron muy semejantes a los obtenidos por los autores anteriores. (Nagasaka et al., 2016)
Lo que ningun estudio ha conseguido determinar es el analisis de la superficie cerebral de
la capa |. Ademas, los estudios realizados implican cortes en el tejido, lo que modifica su
estructura, y puede dar lugar a mediciones errdneas, pues ya se conoce que la
preparacion de la muestra es lo mas fundamental y complicado en las medidas de AFM

(Wagner, 1998).
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2. Materiales y métodos

Animales

Las ratonas gestantes CD1 fueron adquiridas a Charles River en el dia embrionario
correspondiente. Las ratas gestantes Sprague Dawley también fueron adquiridas a
Charles River en el dia embrionario E14.5. Ambos son genotipos wild-type y siempre se
han usado los mimos genotipos de la misma fuente en todos los experimentos de este
trabajo. Los animales mTmG (ROSA™"™S; Stock No. 007576; The Jackson Laboratories; Bar
Harbor, ME, USA) han sido cedidos por la Dr Ofelia Martinez y mantenidos en
homocigosis. Se ha comprobado su genotipo a partir del fenotipo, es decir, se ha
identificado la expresidn el gen tdTomato (mT) mediante observacién de un fragmento de

cola bajo microscopio de fluorescencia.

El acoplamiento de los animales se realiza durante una noche, considerando la mafiana
siguiente del acoplamiento el dia embrionario E0.5. Los animales se mantuvieron en el
estabulario de la facultad de farmacia de la Universidad de Barcelona bajo condiciones
ambientales controladas y con comida y bebida ad libitum. Los animales procedentes de
Charles River que no se usan el mismo dia de llegada se estabulan en las mismas
condiciones. En el caso de los experimentos de AFM las ratonas gestantes se envian al
estabulario de la facultad de medicina de la Universidad de Barcelona. Todos los
experimentos se han llevado a cabo bajo la supervisién, la direccion y los protocolos del
Comité de Etica para la Experimentacién Animal (CEEA) de la Universidad de Barcelona. El
codigo del procedimiento CEEA para la obtencidn de tejido de es OB47/19; el cédigo CEEA
para el mantenimiento de las colonias de animales en el estabulario de farmacia es C-007,;
y, por ultimo, los cédigos CEEA para la obtencion de ratonas gestantes son 276/16 y

47/20.

Inmunocitoquimica

El procesamiento de cada tipo experimental viene determinado segin su estado de
cultivo in vitro. Aunque el procedimiento general es el mismo, cambian los tiempos de

incubacién y el método de montado para su visualizacion. En el procedimiento general
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después de fijar la muestra con PFA 4% se lava con PBS 0.1M vy se bloquea la solucién de
bloqueo compuesta por suero (FBS) al 10% y PBS 0.1M con Triton X-100 (varia su
concentracién segun la muestra). Después de lavar con PBS 0.1M con Triton X-100 se
incuba con el anticuerpo primario con 7% suero y PBS-gelatina 0.2% y Triton X-100. Por
ultimo, se vuelve a lavar con PBS 0.1M con Tritédn X-100 y se revela con el secundario
marcado mediante fluorocromos (Alexa 488 y 568, Life Technologies) con 7% suero (FBS)
y PBS 0.1M-gelatina 0.2% y Tritén X-100, y si procede se realiza una tincidn de nucleo
mediante Hoescht 1 pg/ml (Sigma). Para cada muestra se remarca sus tiempos de
incubacién y reactivos en cada apartado. Los anticuerpos usados son calretinina (CALR;

1:1000; Swant; 7697) y anti-Tubulin B3 (TUJ1; 1:2000; BioLegend; 801202).

De explantes en Matrigel™

Las técnicas inmunocitoquimicas en hidrogeles de Matrigel™ se caracterizan por su baja
penetrancia y su alta adhesividad, resultando en fondos muy marcados. Por ello se usa
Tritéon X-100 al 0.5% en todos los pasos y largos tiempos de incubacién. Se empieza
fijando el hidrogel durante 1h a 42C con PFA 4%. La solucién de bloqueo se complementa
con Tritén X-100 0.5 % y se debe de mantener a temperatura ambiente un minimo de 4h.
Posteriormente se incuban los anticuerpos primarios durante 2 noches a 42C en agitacion
suave y los anticuerpos secundarios durante 1 noche a 42C en agitacién suave. Por ultimo,
el Hoescht se incuba durante 20 minutos cdmo maximo antes de realizar los lavados con
PBS 0.1M y montar con un medio acuoso (Mowiol). Para montar los hidrogeles, se usan
cubreobjetos que tienen unos puntos de relieve en los extremos que aportan un espacio

para evitar que la muestra quede aplastada y se pueda romper o alterar su visualizacion.

De explantes en metilcelulosa

Asi como los hidrogeles de Matrigel™ requerian de unos tiempos de incubacién elevados,
los explantes en metilcelulosa no tienen tanto requerimiento, no obstante, son mas
delicados y requieren atencidn para evitar el desplazamiento de la muestra. Se empieza
fijando el hidrogel durante 10 minutos en PFA 2% y 20 minutos a 42C con PFA 4%, es
importante retirar la mitad del medio en la primera fijacién, puesto que la metilcelulosa

resulta muy viscosa en frio y nos puede interferir en el proceso posterior. La solucion de
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bloqueo se complementa con Tritdon X-100 0.2 % y se debe de mantener a temperatura
ambiente durante 2h. Posteriormente se incuban los anticuerpos primarios durante 1
noche a 49C en agitacion suave y los anticuerpos secundarios durante 1 noche a 42C en
agitacién suave. Alternativamente, se pueden incubar los anticuerpos secundarios
durante 6h a temperatura ambiente, aunque es recomendable seguir el protocolo original
para lograr una penetrancia completa en el explante. Por este mismo motivo, si se
requiere solo visualizar las células que migran desde el explante, obviando este ultimo, se
pueden acortar los tiempos de incubacion. Por ultimo, el Hoescht se incuba durante 10
minutos cdmo mdaximo antes de realizar los lavados con PBS 0.1M y montar con un medio
acuoso (Mowiol). Para montar los hidrogeles, se usa el mismo cubreobjetos sobre el que
estan los explantes, en caso de no cultivar los explantes sobre cubreobjetos, no se puede

sacar de la placa y se debe de mantener en Mowiol a 49C o en crioprotector.

De cultivos primarios

Los cultivos primarios de células de cortical hem o de pallium subpallium boundary se han
realizado sobre geles de acrilamida, para los experimentos de microscopia de fuerzas de
traccion. Por tanto, se trabaja sobre placas con el fondo de vidrio que las hacen aptas
para la visualizaciéon a gran aumento y no necesitan ser montados. Los cultivos sobre
geles de acrilamida son sensibles a los lavados y se desenganchan con facilidad, asi pues,
requieren de cuidado en su manipulaciéon. Para la fijacion sélo requerimos un primer paso
de 5 minutos con PFA 2% (retirando la mitad del medio), y un segundo paso de 10
minutos en PFA 4% a 42C. La solucion de bloqueo se complementa con Tritén X-100 0.05
% y se debe de mantener a temperatura ambiente durante 1lh. Posteriormente se
incuban los anticuerpos primarios durante 2h a temperatura ambiente en agitacién suave
y los anticuerpos secundarios durante 1h a temperatura ambiente en agitacién suave. Por
ultimo, el Hoescht se incuba durante 10 minutos como maximo antes de realizar los
lavados con PBS 0.1M. Estas preparaciones no se suelen montar, se realizan las
fotografias necesarias y se desechan. No obstante, se pueden guardar con crioprotector a

-20 2C en caso de necesitar conservarlas mas tiempo.
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De cortes de tejido (experimentos de quimera)

Los experimentos de quimera se montan sobre un transwell que puede dificultar la
penetrancia de los anticuerpos en ciertas regiones. Por ello, una vez fijado, y con ayuda
de un pincel suave, en flotacién se despega la preparacién del transwell y se realiza todo
el procedimiento en flotacion y agitacion muy suave. Todas las manipulaciones deben de
ser muy cuidadosas para no perder los explantes de mTmG (ver apartado de los
experimentos de quimera). La fijacidn se realiza de debajo hacia arriba aprovechando las
propiedades de este tipo de cultivo. Para ello se elimina el medio de debajo del transwell
y se anade PFA 4%, al ser este permeable, traspasa el transwell y realiza una primera
fijacién de la muestra sin alterarla ya que el fijador sube por capilaridad. Pasados 10
minutos en frio, se afiade en la parte superior del transwell, donde esta la muestra, mas
PFA 4% y se incuba durante 1h. A partir de este paso ya se puede desenganchar el tejido
del soporte, y hacer el proceso en flotacidn. La solucidn de bloqueo se complementa con
Tritén X-100 0.5 % y se debe de mantener a temperatura ambiente como minimo 4h.
Posteriormente se incuban los anticuerpos primarios durante 2 noches a 42C en agitacion
suave y los anticuerpos secundarios durante 1 noche a 42C en agitacién suave. Por ultimo,
el Hoescht se incuba durante 20 minutos cémo maximo antes de realizar los lavados con
PBS 0.1M y montar con un medio acuoso (Mowiol). Para montar los cortes de cerebro, se

usan cubreobjetos con puntos de relieve en los extremos, como en los hidrogeles.

Cultivo explantes CH y PSB en matrigel o metilcelulosa

La obtencidn de explantes de CH o de PSB debe de ser lo mas cuidadosa posible por ello
se siguen una serie de pasos que ayudan a acotar la diseccion al maximo. A partir de
hembras de raton wild-type embarazadas (Charles River) obtenemos los cerebros de los
embriones a E12.5. A parte, se prepara medio L15 (Invitrogen) con 4% de agarosa low
meelting point (Lonza) y se mantiene a 452C en un bafo seco. Una vez obtenidos los
cerebros y conservando las meninges, se incluyen en agarosa a 452C dentro de un molde
apropiado y se dejan solidificar a 42C unos minutos. Como resultamos obtenemos un
bloque que engancharemos a la base del vibratomo, y cortaremos en orientacién coronal
con el vibratomo a 300 um de grosor (velocidad * 5, vibracién + 7,5). Los cortes de
recogen en PBS 0.1M con 0.6% glucosa y se seleccionan bajo una lupa de diseccion en

campana de flujo horizontal, y de los cortes apropiados se sacan los explantes de cortical
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hem o de pallium subpallium boundary (ver esquema en Figura 6). Antes de sembrar los
explantes, se dejan en incubador a 372C y 5% CO, mientras se preparan las bases de

colageno o los medios con metilcelulosa 1%.

E12.5 brain

Figura 6. Esquema obtencion explantes. Para la obtencién de los explantes podemos usar cortes
del cerebro de embridn de ratén en E12.5 a diferentes niveles (A y B). Los explantes de cortical
hem (CH) se obtienen de la regién medial, entre el plexo coroideo y el primordio hipocampal (1y
3). En el caso de los explantes de pallium subpallium boundary (PSB) se obtienen de la regién

apical (o ventricular) en el limite entre el palio y el subpalio (2).

Cultivo de explantes de CH o PSB en hidrogeles

En el caso de los explantes embebidos en Matrigel™ se debe de preparar una base de
coldgeno de cola de rata (Gil V and Del Rio JAF, 2012?) y dejar solidificar a 372C antes de
sembrar el explante con la correspondiente densidad de matrigel. El matrigel a diferente
densidad se prepara usando neurobasal (Invitrogen) sin suplementos enfriado y en él se
diluye el Matrigel™ stock (Corning Matrigel™ Basement Membrane Matrix; Cultek;
354434). Previamente se enfrian todos los componentes de esta mezcla para evitar que
algunas partes solidifiquen antes de hacer el hidrogel y poder obtener asi un gel de
densidad homogénea. Sobre una base de colageno homogénea de 10 pl se deposita un
explante y se afiade otra capa de Matrigel™. Antes de que el matrigel gelifique, y bajo la
lupa de diseccidn, se comprueba que el explantes estd embebido en el hidrogel y se

posiciona en el centro. Una vez sembrado el explante se debe de dejar gelificar a 37 2C
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5% CO; totalmente antes de anadir el medio suplementado. En el caso de densidades de
3.8 mg/ml, para un volumen de 10 pl dejaremos el conjunto en el incubador 2 horas
antes de suplementar. A los 2 DIV los explantes se fotografian y se fijan por 1 hora con
PFA 4% en hielo antes de lavar con PBS 0,1 M y guardarlos a 42C o procesarlos mediante

inmunocitoquimica.

Cultivo de explantes de CH o PSB en metilcelulosa

Para sembrar explantes en medio con metilcelulosa se debe de hacer un coating de
matrigel diluido 1:40 durante toda la noche a 372C y sobre un cubre de vidrio. Al dia
siguiente, se lavan con neurobasal, y se afiade el medio neurobasal suplementado con
metilcelulosa 1% antes de sembrar el explante. Bajo la lupa de diseccion se debe de
colocar el explante en el fondo de la placa, sobre el cubreobjetos, y evitando que flote
eliminando las posibles burbujas que pueda haber. Una vez sembrado el explante se deja
2 DIV a 372C y 5% CO, antes de fijar durante 30 minutos con PFA 4% en hielo, lavar con

PBS 0,1M y guardarlos a 4°C.

Para preparar la metilcelulosa afiadimos 2 gr de metilcelulosa (Sigma) cada 100 ml de
medio neurobasal sin suplementar, y con ayuda de una mosca magnética estéril, se deja
en agitacidn durante 2 dias a 49C. Transcurrido este tiempo se saca la mosca de agitacion
en un entorno estéril y se centrifuga a 20000 rpm a 42C durante 2 horas. Una vez
terminada, y en un entorno estéril, se recoge el sobrenadante y se conserva en frio como
stock metilcelulosa 2%. La metilcelulosa es muy viscosa por lo que hacer stocks de mayor
concentracién no es recomendable. Es importante que se realice bien el centrifugado, y
que evitemos el pellet altamente viscoso por su alta viscosidad y la presencia de
metilcelulosa no disuelta. Por ultimo, se debe de recoger con cuidado de no realizar

burbujas, ya que eso afectaria a la calidad del experimento.

Analisis de calcio en células CR cultivadas con Fluo4-AM

Para desarrollar el andlisis de los cambios de los niveles de Ca2 + en las células CR, se
cultivaron explantes derivados de CH en metilcelulosa como se indicé anteriormente.

Después de 48 horas, antes de la obtencion de imagenes, los cultivos de explantes se
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incubaron durante 30 min en un medio (OptiMEM) que contenia Fluo4-AM. El cultivo se
lavd con medio fresco después de la incubacion y se dejé 15 minutos en incubador 5%
CO; y 15 minutos a temperatura ambiente, y finalmente se registraron las imagenes en el
microscopio IX71 (Olympus) equipado con una cdmara CMOS Hamamatsu Orca Flash 4.0
(Hamamatsu Photonics, Japdn). Se registraron los cultivos y se capturaron imagenes
(1024 x 1024 pixeles) utilizando un objetivo de 20x y una longitud de onda de 470 nm
(CoolLED's pE-300white, Delta Optics, Madrid, Espafia) cada 50 ms durante 1 min
utilizando el software CellSensTM (Olympus). Las grabaciones se analizaron utilizando el
programa de MATLAB™: NETCAL (www.itsnetcal.com) (Orlandi et al., 2014). Las células
CR identificadas se asociaron a una uUnica regién de interés (ROI). Luego se extrajo la
fluorescencia promedio Fi (t) en cada ROl (célula CR) y se corrigié a partir de las
desviaciones y artefactos globales. Finalmente se normalizé como (Fi (t) - F (0,y) / F (0, = fi
(t), donde Fo, es la fluorescencia de fondo de cada ROI. La secuencia de imagenes de f; (t)
se analizé con NETCAL para determinar las entradas de calcio. Los videos obtenidos se

editaron en Fiji™y se aplicé la tabla de lookup "fisica".

Experimento de quimera

Analizar la migracidn de las células de CR in vivo es complicado, por lo que recurrimos a
los experimentos in vitro para estudiar el efecto de diversos factores sobre su migracion.
No obstante, los experimentos in vitro pueden no mimetizar lo que ocurre en la superficie
cortical, por ello se usan los experimentos de quimera. La corteza cerebral, en cultivo
sobre las membranas semipermeables de los transwells, mantienen la citoarquitectura y
caracteristicas fisicas y moleculares del cerebro embrionario, lo que hace este
experimento una buena opcién para descubrir que papel tienen estos factores sobre las
diferentes poblaciones de células CR. Para ello se cortan en vibratomo cerebros
embebidos en agarosa de bajo punto de fusién al 4% de E13.5 wild-type de embriones.
Estos cortes se depositan en transwells semipermeables de Millicell inserts (PICMORG50,
Millipore) con un recubrimiento de coldgeno. Para recubrir los transwells se diluye
coldgeno de cola de rata tipo | (Gil V and Del Rio JAF, 2012') 1:4 en etanol 70%, y se
recubre el transwell con la dilucion. Se deja secar toda la noche en condiciones estériles
hasta la completa evaporacién del etanol. Al dia siguiente se lava el transwell con el

medio de cultivo neurobasal y se deja hidratar durante 1 hora antes de sembrar el corte
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de cerebro. Por otra parte, se incluyen cerebros de embrién E12.5 provenientes de
hembras mTmG y se cortan para diseccionar explantes de CH y PSB: CH-mTmG y PSB-

mTmG.

Al colocar el corte wild-type sobre el transwell se debe de eliminar primero la porcién del
cortical hem de este, para que no haya interferencias con las células CR wild-type. Con
ayuda de dos espatulas (una plana y otra cdncava) se coloca el corte con medio de
diseccién en el transwell con medio neurobasal, y se recoloca el tejido mientras se aspira
completamente el medio con cuidado, para que el tejido quede bien colocado.
Seguidamente se debe de colocar el explante con ayuda de una micropipeta, y se
recoloca con cuidado de no romperlo con dos filamentos de tungsteno. Se colocan tanto
en la porcidn medial, que se habia cortado, como en el lateral, en el limite entre el palioy
el subpalio, y siempre en la porcién exterior o superficial del corte. Por ultimo, a las 2
horas de cultivo a 372C y 5% CO,, se elimina todo el medio de la base del transwell, y se
pone el volumen indicado por el proveedor (neurobasal completo con 1:50 de b27 y 5%
NHS). Se deja en el incubador durante 48 DIV a 3792Cy 5% CO,, después se fija con PFA 4%

como se ha explicado.

Medicidn de las propiedades viscoelasticas de geles de matrigel mediante reometria

Para evaluar cdmo la densidad del matrigel influye en sus propiedades mecdnicas,
medimos mediante reometria las propiedades viscoelasticas de diferentes geles de
matrigel. Para ello debemos de conseguir un hidrogel estable (no fracturado) de una
densidad concreta y que sea homogéneo. Las diferentes densidades las vamos a
conseguir partiendo de un matrigel (Corning Matrigel Basement Membrane Matrix;
Cultek; 354434) stock de densidad conocida que diluiremos en medio frio, sin suero ni
factores, hasta conseguir la densidad deseada. En este proyecto se hacen las diluciones a
partir de un matrigel stock a 12.72 mg/ml (Lot N2: 9294006) o de matrigel stock a 9.8
mg/ml (Lot N2: 9148009) en medio neurobasal (Invitrogen). Con ello conseguimos tres
densidades diferentes: 3.8 mg/ml, 7.8 mg/ml y 12.6 mg/ml. Para obtener los geles
necesitamos minimo 100 pl de mezcla en una placa de plastico, se depositan con cuidado
formado una semiesfera y se dejan gelificar 2-4 horas a 372C. Una vez ha gelificado, se
afiade medio neurobasal hasta cubrir, y se deja en incubador a 372C y 5% de CO, durante

2 DIV.
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A los 2 DIV se levantan con cuidado usando un pincel y una espatula y sin romperlos se
depositan en la placa del redmetro previamente calentada a 372C y calibrada. Para medir
estos hidrogeles se usa un peltier de 8mm (8mm parallel plate, Peltier plate Steel -
108990) después se miden con el redmetro Discovery Hybrid Rheometer HR-2 (Discovery
HR-2; 5332-0316; TA instruments). Al depositar el hidrogel sobre la placa se debe de
eliminar todos los restos de medio que contenga, y comprobar que no haya grietas que
interfieran en las medidas. A continuacién, bajamos hasta el loading gap seleccionado y
eliminamos los posibles restos de hidrogel antes de afadir una capa de aceite de colza,
que evita la evaporacién del hidrogel (solvent-trap) y no interfiere en las medidas. Por
ultimo, se lleva la geometria al gap to geometry y empieza la mediciéon escogida. Al
utilizar aceite de colza, es importante eliminar todos los restos con alcohol 962C antes de

empezar el proceso de nuevo.

Dentro del programa TRIOS (5.0.0.44608) se selecciona la prueba de Frequency sweep con
un gap de 0.5 mm (determinado previamente). Para determinar el modulo elastico a
partir de los datos, seleccionamos la frecuencia préxima a 1Hz, y mediante el storage

modulus y el loss modulus calculamos el elastic modulus siguiendo las férmulas:

G =G+ (G")?

Donde G’ corresponde al storage modulus y G al loss modulus. Una vez obtenida G se

puede obtener el médulo eldstico mediante la siguiente férmula:
E=2G6(1+v)

Donde se asume u como 0.5 por ser hidrogeles de baja dureza.

Microscopia de fuerza atémica (AFM).

En el principio de este proyecto no habia en la bibliografia mediciones sobre el cerebro de
embrion de raton a E12.5. A lo largo de esta tesis se han probado diversos métodos
explicados en los resultados, que no han sido del todo satisfactorios por problemas
técnicos. En cambio, el método que se presenta es el adecuado para este tipo de
muestra, sin prejuicios hacia los otros métodos con otro tipo de muestras. A los cerebros
de embriones de ratdn de E12.5 se les saca la piel y el craneo para obtener el cerebro

entero sin dafiar la superficie cortical. Antes, se prepara agarosa al 4% (SeaPlaque™
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GTG™ Agarose, 50111; Lonza) en PBS 0,1M y se deja a 452C en bafio seco o estufa hasta
qgue baje la temperatura de la mezcla. A continuacidn, se prepara una placa grande con
un portaobjetos para calibrar la muestra y una base de agarosa. Una vez sélida se incluye
parcialmente el cerebro orientado segln convenga para las medidas con el AFM. Una vez
solidificado, se aflade medio neurobasal completo (1% Penicilina/Estreptomicina; 1%
Glutamina; 0,58% NaHCOs; 1.22% Glucosa) y se lleva a la cdmara de incubacién del
microscopio a 372C. Para las medidas, se calibra el AFM antes de cada muestra, usando el

portaobjetos semi-incluido en agarosa junto con el cerebro.

Las medidas se llevan a cabo en un microscopio de fuerza atémica hecho a medida
montado sobre un microscopio invertido (TE2000; Nikon, Tokyo, Japan) equipado con un
cantilever de nitruro de silicio en forma de V (0.03 N/m nominal spring constant)
terminado en una punta esférica de boro de radio 12 um (Novascan Technologies, Ames,
IA) del grupo del profesor Daniel Navajas del Instituto de Bioingenieria de Catalufia (IBEC).
Para cada medida se toman 4 puntos separados a 40 um y se miden sus propiedades
viscoeldsticas o micromecdnicas. De estas 4 medidas separadas se hace la media, y
obtenemos un valor que representa 1 medida en 1 cerebro. Para cada medida se usa 1
cerebro en la posicion indicada: dorsal/medial o ventral/lateral. EIl médulo elastico se
calcula a partir de las curvas de fuerza-desplazamiento ajustando el modelo de Hertz y

teniendo en cuenta el valor de K como 0.01, tal y como se describe en Alcaraz et al.

Cultivo primario enriquecido en células de Cajal-Retzius

Para tener una cantidad considerable de células de Cajal-Retzius hay dos aspectos clave
para tener en cuenta. El primero es una buena diseccién, donde cortar lo mas limitrofe
posible asegura que la proporcion de células CR sea mayor. El segundo aspecto para tener
en cuenta es que el nimero va a variar segln especies por una cuestion de tamafio, por
tanto, usar embriones de rata es una opcidn para tener un buen cultivo primario. En este
proyecto se han realizado disecciones tanto de cortical hem como de pallium subpallium
boundary (PSB) como fuentes de células de CR. En el caso del cortical hem, se debe de
tener en cuenta que hay que quitar el plexo coroideo, y en el caso del PSB debemos de
guedarnos con la parte ventricular y eliminar el resto. El cerebro se corta a lo largo de su
eje medial (A), de rostral a caudal, hasta obtener un solo hemisferio (B). Se realizan 4

incisiones en el hemisferio tomado el PC como referencia, de forma que nos permite
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abrirlo en una estructura plana (C) y quedan expuestas las eminencias ganglionares
medial y lateral (EGM y EGL). Desde su porciéon ventricular, eliminamos el plexo coroideo
(PC), y nos quedamos con la porcidon inmediatamente posterior a este, mas translicida,
que corresponde al cortical hem. Por otro lado, tomando como referencia los laterales de
las eminencias ganglionares se corta la porcién ventricular del limite entre el palio y el
subpalio, a la altura del surco creado por la eminencia ganglionar lateral (EGL). Ver el

esquema de la diseccidon en Figura 7 para mas detalle.

Figura 7. Esquema de la diseccidn para cultivo primario. Del cerebro entero se separan ambos
hemisferios (A). En cada uno de ellos se realizan 4 incisiones que permiten separar el tejido a lo
largo de su eje anteroposterior, tomando como referencia el PC (B). Una vez el hemisferio queda
abierto y plano por su parte ventricular, se procede a realizar la diseccidon del CH y del PSB,
tomando el PC y la EGM como referencia (C). PC: plexo coroideo. EGL: eminencia ganglionar
lateral. R: rostral. C: caudal. L: lateral. M: medial. CH: cortical hem. PSB: pallium subpallium

boundary.

Para sembrar una placa de CH debemos de poner 1,5 CH por placa; en el caso del PSB
debemos de poner 1 PSB por placa o menos, debido a la baja cantidad de células que se
obtienen se siembra en esta proporcidn, teniendo en cuenta que la densidad celular final
en ambos casos corresponde a 100.000 células en una placa de 9,5 cm? También se
puede realizar la diseccién a partir de explantes, pero la cantidad de células que se
obtiene son menores y tienen baja viabilidad debido al elevado tiempo de diseccidon. Se
recogen los fragmentos necesarios de tejido en un tubo apto para centrifuga con medio
de diseccidon (PBS 0,1M y 0,66% glucosa) en hielo. El tejido se centrifuga 5 minutos a 800
rom y se elimina el medio sobrante para evitar ninguna pérdida. En 3 ml de medio de
diseccién se afiade tripsina 10x y se deja a 372C durante 15 minutos. Transcurrida la

digestion se inactiva la tripsina con NHS en proporcidn 1:3, se afiade DNasa 10x, y se
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incuba otros 15 minutos a 372C. Pasado este tiempo se afiaden 10 ml de medio de
diseccidn y se centrifuga 5 minutos a 800 rpm. Una vez eliminado el sobrenadante, se
resuspende en medio neurobasal completo y se siembra en la placa en la proporcién
comentada. Para los geles de acrilamida, se hace un coating de matrigel (diluido en medio
1:40) el dia anterior, y se incuba a 372C toda una noche. Al dia siguiente se debe de lavar
con medio neurobasal para equilibrar el pH y eliminar los restos de matrigel no adheridos
antes de sembrar. Para el ensayo de TFM es importante respetar la cantidad de células
sembradas, pues se necesita suficiente separacién para evitar interferencia de fuerzas de
traccién entre células. De la misma forma, la diseccién debe de ser lo mas fina posible,
para evitar contaminacién de otros tipos celulares que puedan interferir en la

visualizacidn de las fuerzas de traccién de las células CR.

Microscopia de Fuerzas de Traccion (TFM)

Las células son capaces de realizar fuerzas para moverse sobre el sustrato al que estan
adheridas y se las denomina fuerzas de traccidn. Para analizar las fuerzas de traccién
ejercidas se precisa de un sustrato deformable de dureza conocida con un marcador que
permita analizar el desplazamiento del sustrato por la célula en un momento concreto.
Segun bibliografia hay varias opciones para realizar este experimento, ya sea mediante
geles en dos dimensiones (Oliver et al. 1995 and Dembo et al. 1995), nanopilares (Tan J
et al., 2003), hidrogeles en 3D (Franck C et al., 2011), entre otros. El mas usado, por su
simplicidad y amplio rango de uso, son los geles de poliacrilamida. Segun la proporcién de
acrilamida 40% (1610140; BioRad) y Bis-acrylamide Solution (2% w/v; 10193523;
ThermoFisher), y su nivel de crosslinkado (fotoactivables, quimicos, etc) se obtiene un gel
que varia de dureza entre 200 Pa hasta valores supra fisioldgicos (Tse JR, et al., 2010). No
obstante, los geles de 200 Pa no son utiles ya que los beads (FluoSpheres®) no
permanecen en la superficie, por lo que no se puede analizar el desplazamiento en este
caso. Ademas, gracias al uso de crosslinker fotoactivables como el Irgacure (410896;
Sigma) se pueden realizar geles en gradiente de dureza (Sunyer et al., 2012). Para
detectar el desplazamiento del gel marcamos estos con un sustrato fluorescente como
son los FluoSpheres® Carboxylate-Modified Microspheres 0.2 um ((625/645) F8806;

LifeTechnologies). Segun la dureza del gel vamos a usar las siguientes mezclas (Tabla 1).
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‘ Dureza 200Pa  480Pa 600 Pa 1500 Pa 12 KPa
Volumen iml iml iml Iml iml
Bis 2% 15 pl 30 32.5ul 35 ul 70 ul
Acrilamida 40% 75 ul 75 187.05 ul 137.5 ul 187.5 ul
H20 mq 796.5ul | 784 766.5 pl 714 pl 629 pl
DPBS 10x 100 pl 100 ul | 100 pl 100 pl 100 pl
FluoSpheres 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul sul
APS 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
TEMED 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul 0.5ul

Tabla 1. Composicion mezcla geles de poliacrilamida seguin la dureza a conseguir
mediante crosslinking quimico (APS/TEMED). Extraido de bibliografia. (Tse JR, et al.,
2010)

El primer paso consiste en preparar las bases de una placa con fondo de vidrio para
enganchar el gel, con una solucidon compuesta por el producto Bind Silane (Sigma; M6514)
diluido en 7 ml de etanol 70% y 140 ul de acido acético. Después de 10 minutos se elimina
el exceso y se secan con cuidado de no dejar restos en la base. Se reservan, y se prepara
la mezcla de acrilamida y bis con DPBS 10x (14200-067; Life Technologies), y usamos
APS/TEMED (09913-100G; Sigma) / (T22500; Sigma) para hacer el crosslinking. Sobre la
placa se ponen 20 ul de la mezcla y un cubreobjetos tratado con RepelSilane (17-1332-
01), o un trozo de GelBond (10575785; Fisher Scientific) por su parte hidrofébica, y se
dejan polimerizar en posicién invertida. Transcurridos minimo 40 minutos, o hasta que la
mezcla sobrante este gelificada, se afiade el PBS 0,1M y se eliminan el cubreobjetos o el
GelBond. Los geles se esterilizan mediante UV 1h y se dejan a 42C en PBS 0,1M hasta su

uso.

Otro factor delicado es hacer un buen coating para que las células se adhieran, por ello
hay varios métodos, aunque en este proyecto se usa el SulfoSANPAH (803332; Sigma).
Para ello, se elimina el PBS 0,1M y se afiade una mezcla de sulfoSANPAH (480 pl H,0-
miliQ y 20 pl de reactivo) y se deja en UV durante 15 minutos maximo. Se realizan dos
lavados con PBS 0,1M y se afiade el coating deseado durante toda la noche a 372C. Al dia
siguiente se lavan con el medio de cultivo, y se dejan estabilizar unos minutos en el

mismo antes de realizar la siembra de las células.

127



Una vez adheridas, de seleccionan a bajo aumento (40x, microscopio invertido IX71)
aquellas células aisladas y sobre el gel de poliacrilamida (ver los beads fluorescentes). Se
realiza una primera foto en campo claro para conocer la morfologia celular, una segunda
con los beads fluorescentes para conocer el estado de la capa de beads, y una ultima foto
de los beads después de eliminar las células sobre el gel mediante ldser, enzimas
(tripsina) u otros tratamientos. Para las células de CR en geles de 480 Pa se usa tripsina 1x
(Life Technologies) a 379C durante toda la noche. Un tiempo menor no desengancha las
células adecuadamente y conduce a errores en las medidas. Para su procesado se usa el
script de Matlab del grupo de Xavier Trepat, y se representan los desplazamientos sobre

la imagen de campo claro de la célula.

Andlisis estadistico

Los datos se expresan como la media = s.e.m. (Error estandar de la media) de al menos
cuatro experimentos independientes. Las medias se compararon mediante la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. Los asteriscos *, ** y *** indican P <0.05, P <0.01y P
<0.001, respectivamente. Para el analisis TFM, se realizd una prueba de permutacion
(one-tail test) (consultar https://thenode.biologists.com/user-friendly-p-values/research/

para obtener mas detalles) y se considerd estadisticamente significativa una P <0,05.
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3. Resultados

Existen diferencias de rigidez entre la parte dorsal y lateral (E) en la zona marginal

durante el desarrollo de la corteza cerebral

Como primer conjunto de experimentos, desarrollamos mediciones de BIO-AFM en las
partes dorsal (Figura 8 C y D) y lateral de la superficie cortical de ratones embrionarios
(E12.5). Se han probado varias técnicas que han resultado erréneas para las mediciones
con AFM por varios motivos. Entre ellas, algunas que ya se conocian con anterioridad en
otros tejidos (Wagner, 1998), y otras que hemos intentado implantar para tejidos muy
fragiles. En esta etapa embrionaria, tiene lugar un crecimiento lateral del palio (Jacobson
et al., 2006) y las células CR migran tangencialmente a través de la capa | y cubren toda la
superficie palial (véase introduccion para referencias). En nuestros experimentos nos
enfocamos en las porciones dorsal y lateral de la superficie cortical (Figura 8 A y B).
Nuestros resultados de BIO-AFM indican diferencias significativas en la rigidez entre la
porcidn dorsal y lateral de la superficie neocortical (dorsal: 128,1 + 12,08 Pa vs lateral:

52,46 + 12,08 Pa, media £ s.e.m., *** P =0,0002) (Figura 8E).

Migracion diferencial de células CR derivadas de CH y PSB en diferentes concentraciones

de Matrigel™.

A continuacién, nuestro objetivo fue explorar si estas diferencias de rigidez podrian
afectar la migracién de las células CR. Los estudios clasicos que analizan la migracidn de
células CR utilizaron hidrogeles de Matrigel™ como entorno tridimensional de migracién
(Borrell y Marin, 2006; Bribian et al., 2014; entre otros). En un primer paso analizamos la
rigidez de diferentes concentraciones de Matrigel™ mediante anélisis reométrico, para
evaluar como la densidad del hidrogel afecta a sus propiedades mecanicas.
Seleccionamos algunas concentraciones de Matrigel™ teniendo en cuenta la proteina
total contenida en los diferentes lotes obtenidos por el proveedor, y siempre cuidando
gue obtenemos un hidrogel homogéneo (ver ejemplos en Gil y del Rio, 2019). Los datos
reafirman la hipdtesis que esperabamos, y el Matrigel™ en altas concentraciones muestra
valores mas grandes en el andlisis reométrico. Por lo tanto, los valores reométricos

disminuyeron del 12,6 mg/ml al 3,8 mg/ml con las diluciones de Matrigel™. La £ medida a
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1 Hz para el 12,6 mg/ml fue 268 + 10,11 Pa; para el 7,8 mg/ml fue 45,39 + 8,93 Pa y para
el 3,8 mg/ml fue 13,34 + 3,02 Pa, los datos se muestran como media + s.e.m (Figura 8 F).
A continuacién, también medimos cambios cuando las células CR estdn incrustadas en los
hidrogeles. Los resultados no sefalan diferencias cuando el hidrogel contiene o no células
CR disociadas (p. Ej., Valor medido a 0,4 Hz (para evitar dafio celular) para 12,6 mg/ml:
con células 67,12 + 2,6 Pa, sin células 59,68 + 2,6 Pa, media + sem, no se muestra).
Cuando se comparan los valores reométricos de los hidrogeles con los obtenidos
previamente, los valores reométricos obtenidos con el 12,6 mg/ml de Matrigel™ son
aproximadamente 2 veces mas altos en comparacién con los datos de BIO-AFM in vivo,
pero los datos obtenidos con el 7,8 mg/ml son bastante similares a los observados en las
regiones laterales de la superficie cortical y los valores usando 3.8 mg/ml fueron 4 veces

mas bajos que la porcidn telencefalica lateral de la zona marginal.

Como se indica en varios estudios, las células CR derivadas de CH y PSB mostraron una
distribucién homogénea y no superpuesta en la zona marginal en desarrollo de la capa |
(por ejemplo, Barber and Pierani, 2016). Teniendo esto en cuenta, cultivamos explantes
de CH y PSB en hidrogeles de Matrigel™ con diferentes concentraciones (Figura 8 H, 1 y J).
Con hidrogeles de Matrigel™ bajos (3,8 mg/ml) y superiores (12,6 mg/ml) no pudimos
observar diferencias en la distancia migrada entre las células CR derivadas de CH y PSB.
Sin embargo, las células CR de CH pudieron migrar distancias mas largas en diluciones de
Matrigel™ a 5,8 mg/ml, 7,8 mg/mly 9,8 mg/ml (valores para el 9,8%: CH = 113,4 + 1,7 um
vs PSB = 72,86 + 1,3 um. Valores para el 7,8 mg/ml : CH=131.7 + 2.1 um vs PSB = 88.52
1.4 um. Valores para 5.8 mg/ml: CH = 137.1 £ 2.2 um vs PSB = 92.35 + 2.2 um; todos
significan + sem) (Figura 8 G). Estos datos sugieren que las células CR derivadas del
cortical hem tienen una capacidad motogénica mas fuerte que las derivadas de PSB para
migrar en hidrogeles que muestran valores de E mas cercanos a los observados en la
porcién dorsal del palio, y no se pueden observar diferencias cuando se cultivan en

cultivos no fisioldgicos de mayor rigidez (por ejemplo, 12,6 mg/ml).
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Figura 8. Mediciones de BIO-AFM en el cerebro de embrion de ratén en estadio E12.5 del
desarrollo. Se miden la porciones dorsal y lateral (A), mediante una semi-inclusion en agarosa de
bajo punto de fusidon que preserva las caracteristicas del tejido sin necesidad de hacer cortes ni
modificar la arquitectura cerebral (B). Vision especifica de la medicién dorsal (C) y el cantiléver del
BIO-AFM donde se acopla la punta (D). Significancia de los datos medidos por BIO-AFM entre las
dos regiones (E). Valores de reometria de diferentes densidades de matrigel (F), y su efecto sobre
la migracion de las poblaciones de CR-CH y CR-PSB (G). Por ultimo, marcaje especifico de las
células de CR-CH y CR-PSB con CALR en diferentes densidades de matrigel (H, I, J). Test no
paramétrico Mann-Whitney en E, F y G. Barra de escala: 200 um (C, D), 150 um (H, 1, J).
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Las células CR derivadas del CH mostraron mayores fuerzas mecanicas que las células CR

derivadas de PSB en geles de PAA.

En un siguiente conjunto de experimentos, nuestro objetivo fue determinar si estas
diferencias migratorias pueden atribuirse a diferencias intrinsecas de diferentes tipos de
células CR para generar fuerzas mecdnicas cuando se cultivan en sustratos de PAA.
Primero, generamos geles de PAA con muy baja E utilizando el protocolo de curado UV
desarrollado en (Sunyer et al., 2012; Sunyer et al., 2016). Utilizando este protocolo,
obtuvimos geles blandos de PAA con valores de E alrededor de ~ 480 Pa. Al no poder usar
unos valores tan elevados, decidimos buscar un protocolo para obtener geles de PAA
usando como sistema de polimerizacion el APS/TEMED (ver materiales y métodos). Al
medir estos geles en AFM, obtuvimos unos valores de aproximadamente 40 Pa (no se
muestra). Esta E es la menor rigidez que nos permite obtener una buena distribucion de
las nanoparticulas utilizadas en el calculo de TFM. Teniendo en cuenta que los geles a
estas E son muy blandos, y hay mucho ruido de fondo debido a que algunas
nanoparticulas se desplazan, nuestro objetivo fue analizar el comportamiento de las
células CR derivadas de CH y PSB cuando se cultivan en estos geles de PAA de baja Pa. Las
células CR se unen al gel de PAA donde no migran, sino que generan fuerzas en el
sustrato. En algunos casos, debido a la ausencia de un entorno de hidrogel 3D, pueden
modificar su morfologia de la forma unipolar tipica a una bipolar, como también se
observo en otros estudios en cultivos 2D (Villar-Cervino et al., 2013). Determinamos estas
morfologias y seleccionamos las células CR para analizarlas por contraste de fase que, en
experimentos anteriores, también se clasificaron las células como células CR utilizando el
marcador CALR. Desarrollamos esto previamente al andlisis TFM ya que la ultima parte
del TFM implica el uso de tripsina que conduce al desprendimiento de las células del gel
de PAA. Por lo tanto, desarrollamos las medidas TFM en estas células CR aisladas con
estas morfologias y no analizamos TFM en células con morfologia multipolar o agrupadas,
para comparar poblaciones similares. En la Figura 9 mostramos ejemplos de células CR
positivas para CALR disociadas de CH y PSB cultivadas en geles de PAA. Los resultados de
TFM demostraron, como se esperaba, que las células CR, independientemente del origen,
no generan grandes fuerzas para el sustrato PAA de 40 Pa en comparacidn con otros tipos
de células. Sin embargo, el andlisis informé que las células CR derivadas de CH pueden
desarrollar fuerzas mayores en el sustrato en comparacién con las derivadas de PSB (P =

0.0346, prueba de permutacion de one-tail test) (Figura9 D, E, G).
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Figura 9. Cultivo primario enriquecido en células CR de CH o PSB. Se muestra el marcador
especifico de células CR, CALR (A y B), incluso sobre geles de PAA. Evaluacién de las fuerzas
realizadas por ambas poblaciones: las células de CR-CH generan fuerzas de traccion de hasta 90 Pa
sobre los geles de PAA (C, D); en cambio las células de CR-PSB generan fuerzas de traccion de hasta
60 Pa sobre los mismos geles de PAA (E, F). La diferencia de fuerza entre ambas es
estadisticamente significativa (G). Test estadistico: prueba de permutacidon de one-tail test. P-

valor=0,0346. Barras de escala: 50 um (A, B, C, D, E, F).

Estos datos también sugieren diferentes propiedades mecanicas de las células CR que
permitiran que estas células detecten las propiedades mecdnicas del medio ambiente.
Para evaluar esto, desarrollamos un experimento de pérdida de funcién utilizando el
inhibidor de canales mecanosensoriales GsMTx4 (Gnanasambandam et al., 2017). Este
compuesto es un veneno de araifa que inhibe los canales mecanosensibles catidnicos
(MSCs). De hecho, aunque los mecanismos concretos del farmaco no estan

completamente determinados, cuando se aplica GsMTx4 a varios tipos de células con
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canales mecanosensibles (por ejemplo, canales piezoeléctricos), permanecen abiertos y

pueden aumentar el nivel de Ca®* intracelular) (Parpaite y Coste, 2017).
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Figura 10. Cultivos de células de CR-CH en metilcelulosa a diferentes porcentajes. Los explantes
de CH tienen mayor porcentaje de adhesién al sustrato en porcentaje 1% (A), ademas, obtiene
muy buenos valores de distancia media migrada (B), lo que lo hace ideal para futuros trabajos. Con
este método se conserva bastante bien la morfologia de las células CR, tal y como lo demuestra el
marcaje con CALR (Cy D). Test no paramétrico Mann-Whitney en B. ** P-valor de 0,0064; P-valore
de 0,0004. Barra de escala: 100 um.

Teniendo esto en cuenta, cultivamos explantes derivados de cortical hem en medio con
metilcelulosa (Figura 10). Después de 48 horas de migracion, para obtener células CR
aisladas, los cultivos se incubaron con Fluo4-AM durante 30 minutos. Después de la
incubacion, los cambios en los transientes de Ca®* en las células CR se analizaron
utilizando NetCal™ Sotfware (Orlandi et al., 2013). Primero, debido a que los
experimentos se desarrollaron por primera vez en estas células, verificamos si podiamos
despolarizar las células CR mediante el uso de KCI (Figura 11 A, B, C). Después del

tratamiento con KCl, se observé un aumento en los valores de AF/FO en todas las células
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CR analizadas. A continuacién, desarrollamos un experimento similar inoculando primero
las células CR con GsMTx4 y luego con KCI. El resultado demuestra que el tratamiento con
GsMTx4 aumenta transitoriamente los niveles de calcio intracelular en las células CR,
reduciendo su migracion (CH Veh = 130,8 + 2,5; GsMTx4 = 124,4 + 3,5, media + s.e.m., **
P = 0,0015) (Figura 11 D, E, F). Para PSB, la migracién de las células CR fue menor después
de la incubacion con el inhibidor, pero no llega a ser estadisticamente significativa (P =
0,063) (Figura 11 F). Ademas, analizamos la inhibicién del citoesqueleto y de la miosina I,
con lo que vemos que estos factores también perjudican su migracién (Figura 11 G). Estos
experimentos mostraron, como se esperaba, que el bloqueo de la tubulina y la miosina Il
casi bloqued la migracién de las células CR en los geles Matrigel™. Tomando en conjunto
los datos actuales, se demuestra que las células CR pueden generar fuerzas mecanicas en

el sustrato, y que cuando se bloquean perjudican su migracion.
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Figura 11. El explante y las células de CR-CH se marcan con FluordAM (A), lo que nos permite

establecer las ROIs (B), y registrar los transientes de calcio intracelular en condiciones normales (C)
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o en presencia del inhibidor de MSCs (D y E). Los datos de migracion en presencia de este inhibidor
de MSCs en ambas poblaciones (F) indican que su actividad migratoria se ve influenciada por
factores fisicos. Ademas, al inhibir ciertos componentes del citoesqueleto se desestabiliza su
migracion (G). CH: cortical hem. CytoD: cytocalasinaD; Noco: nocodazol; Bleb: blebistatina. Test
estadistico en F t- test y en G test no paramétrico Mann-Whitney. Barra de escala: 150 um (A, B);

50 um (D).

El trasplante ectdpico o quimérico de células CR derivadas de CH y PSB demuestra sus

propiedades mecanicas intrinsecas in vitro.

Debido a los datos obtenidos anteriormente, nuestro objetivo era realizar con éxito
experimentos de trasplante ectdpico o quimérico in vitro de cortes telencefdlicos
(consultar materiales y métodos para mas detalles). Por lo que, se cultivaron cortes
coronales embrionarios del embrion (E12.5) de ratones de tipo salvaje (wild-type) en
transwells, basicamente como se publicé (del Rio et al., 1996), y se eliminaron los CH o
PSB enddégenos wild-type (Figura 1 A, B y C) y se trasplantaron los CH o PSB de ratones
mTmG (Figura 12 D). Las células CR migradas generadas después del trasplante de
explantes pueden identificarse facilmente por su fluorescencia de rojo emitida por las
células migradas del explante de ratones mTmG (Figura 12 H), pero también mediante el
uso de doble marcaje con anticuerpos CALR (Figura 12 G, |). El resultado demuestra que
las células CR derivadas de CH trasplantadas en su posicion original son capaces de migrar
distancias tangencialmente grandes en la zona marginal dorsal y medial de los cortes (CH-
mTmG en la ubicacién de CH = 565,7 + 101,3 um) (Figura 13 A y B). Sin embargo, las
células CR derivadas de PSB no pudieron migrar distancias mas grandes en las porciones
dorsales del palio (PSB-mTmG en la ubicaciéon de CH = 200,7 + 72,7 um; todas medias +

s.e.m.) (Figura 12 J).
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Figura 12. Los explantes de CH se pueden obtener de diversas fuentes, como el CH (A), pero
también del PSB. Para ellos cortamos la region medial para el CH y la region ventricular en el borde
del palio y del subpalio para el PSB (B) de un corte coronario de embridn de ratén E12.5 mTmG (C).
Estos explantes se trasplantan en diferentes posiciones (E y F) en cortes coronarios de embrién de

ratén E12.5 wild-type (D) en transwell y se dejan migrar 48h antes de analizar los resultados. Las

137



células migradas del explante son positivas para CALR (G), para mTmG (H), y ambos marcajes
colocalizan (l). Los datos cuando se trasplantan los explantes mTmG en posicién normal (J)
muestran que las CR-CH-mTmG migran mds que las CR-PSB-mTmG. En cambio, al invertir la
posicion, las CR-CH-mTmG alcanzan mayores distancias en la regién ventral que en la dorsal (K).
Ncx: neocortex, CH: cortical hem; PSB: pallium subpallium boundary: Cp: plexo coroideo; Hp:
hipocampo; Str: estriado; LGE: eminencia ganglionar lateral; MGE: eminencia ganglionar medial;

SE: regidn septal. Estadistica: t-test. Barra de escala: 500 um (A 'y C); 150 um (E y F); 50 um (G, H, I).

Por el contrario, cuando los explantes de CH-mTmG se trasplantan en la ubicacién de PSB,
una gran cantidad de células CR doblemente marcadas con fluorescencia roja y CALR
pueden migrar dorsalmente y hacia las porciones ventrales del telencéfalo (CH-mTmG en
la ubicacién de PSB, migracidn latero-dorsal = 603.1 + 55.0 um, migracion latero-ventral =
706.7 £ 79.5 um; medias * sem) (Figura 5 E y F). En paralelo, cuando PSB-mTmG fue
trasplantado en el lugar de PSB mostré un aumento de la migracion (PSB-mTmG en el
lugar de PSB, migracién dorsal = 310,5 + 44,25 um; migracién ventral = 232,9 + 30,94 um,

todas medias + s.e.m.) (Figura 5 K).

A partir de estos experimentos, podemos deducir que la migracion dorsal de CR-PSB es
~1,55 veces mayor cuando se trasplanta en la regidon de PSB que en la de CH. Por el
contrario, las CR-CH mostraron ~1,25 veces mas migracién cuando se trasplantaron en el
PSB que el CH. Estos datos se correlacionaron con resultados previos que indicaban que
las células CR generadas en el CH son capaces de generar fuerzas mecanicas superiores al
sustrato y migran en hidrogeles con un rango de 5,8 mg/ml a 9,8 mg/ml que las células CR
derivadas de PSB. Por lo tanto, cuando se trasplantan en la regién de PSB, pueden migrar
tanto por la menor rigidez de la regidon en comparacién con las regiones dorsales como
por sus propiedades mecanicas intrinsecas. Por el contrario, las células CR derivadas de
PSB son capaces de migrar menos hacia o en las regiones palidas dorsales con mayor
rigidez. Tomando en conjunto los datos actuales, se sugiere que tanto la diferente rigidez
(dorsal vs lateral) de la zona marginal en la capa | en desarrollo, y las diferencias
intrinsecas en las propiedades motogénicas in vivo de las células CR dependiendo de su

origen, participan en su distribucién en la zona marginal en el desarrollo.
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Figura 13. Las células CR derivadas de cortical hem migran de dorsal a ventral, llegando a recorrer
grandes distancias (A) en experimento de quimera. Cuando analizamos en profundidad la distancia
de las células CR-mTmG que migran sobre el corte telencefalico coronal de embrién E12.5 wild-
type observamos claramente una célula CR-mTmG (flechas) en la zona medial del corte (B). CH:

cortical hem; NCx: neocdrtex; ZM: zona medial; CP: placa cortical. Barra de escala: 500 um.
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Discusion general de la tesis

La migracion celular ha sido ampliamente estudiada por su importancia en fisiologia y
patologia en todas las etapas de los seres vivos. En esta tesis exploramos la migracién

celularen 1D, en 2Dy en 3D, y su variabilidad segun factores fisicos y moleculares.

La migracidn de las células de la glia envolvente olfatoria, al igual que las de las células de
Cajal-Retzius, es caracteristica segun el sustrato y los factores que las afectan. Para las
células de la glia envolvente olfatoria hemos demostrado que prefieren los sustratos
permisivos como la laminina, aunque tienen preferencia por algunas quimiocinas. En este
sentido, las células de Cajal-Retzius también presentan respuesta a ciertos factores
moleculares, modulando su actividad y permitiendo que se dispersen a lo largo de la capa

| del neocortex.

A nivel migratorio, los factores que inducen a unas y otras son parecidos, aunque a nivel
fisico parece haber evidencias claras. Mientras que las células de la glia envolvente
olfatoria prefieren sustratos poco rigidos (como las nanofibras, con 2.2 + 1.0 GPa), las
células de Cajal-Retzius precisan de sustratos muy blandos para su migracién (alrededor
de 40 Pa), lo cual esta relacionado con la poca fuerza que realizan. Ademas, se conoce
que las células de la glia envolvente olfatoria hacen mas fuerza (Nocentini et al., 2012), lo
gue nos puede ayudar a entender porque tienen la capacidad de estar en sustratos mas

rigidos que las células de Cajal-Retzius.

No es de extraifar que presenten estar caracteristicas diferenciales, ya que el entorno
fisiolégico es muy diferente en ambos casos. En el caso de las células de Cajal-Retzius,
hemos obtenido valores de mddulos de Young en capa | del cerebro del embridn de ratén
de estadio E12.5 del orden de centenas. En cambio, las células de la glia envolvente
olfativa deben de migrar a través de la lamina propia y la placa cribiforme, hasta llegar al
bulbo olfatorio en adulto, lo que nos hace suponer un entorno de migracién mas rigido, o

si bien no, con mas variedad de rigidez.

El hecho de los cambios morfoldgicos de las células de la glia envolvente olfativa implica
gue responden activamente no solo a sustrato quimico, sino a topografia y rigidez. En el
caso de las células de Cajal-Retzius, la densidad del hidrogel no parece modificar su
morfologia, tampoco lo hacen las diferentes sefales quimicas, no obstante, es imposible

cultivar estas células sobre sustratos muy rigidos (No se muestra en los datos). Este dato
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podria reafirmar el hecho de que los factores fisicos en las células de Cajal-Retzius son

importantes en su migracion.
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Discusion del capitulo 1.

Las propiedades regenerativas de las OEC se relacionan con sus capacidades migratorias
(Wang y Huang, 2012; Roloff et al., 2013), por lo que aumentar su dindmica migratoria y
su supervivencia son claves para el éxito en terapia regenerativa. Varios estudios han
relatado el fracaso en migracion y supervivencia de las OECs después de su trasplante en
lesion medular (Smale et al., 1996; Gudifio-Cabrera y Nieto-Sampedro, 2000; Collazos-
Castro et al., 2005; Deng et al., 2006). Con una gran comorbilidad, los dafios en el tejido
nervioso representan uno de los mayores obstdculos en la medicina, viendo frustrados los
intentos por mejorar su funcionalidad en pacientes con dafios graves. Por lo tanto,
mejorar sus propiedades migratorias y su supervivencia puede ayudarnos a recuperar
funciones perdidas como consecuencia del dafio en estos pacientes, y mejorar su calidad

de vida.

En este capitulo de tesis se propone el uso de nanofibras electrohiladas de PLA alineadas
gue tienen una baja cristalinidad, lo que resulta en una mejora en su flexibilidad y
biodegradabilidad. Nuestras nanofibras se componen de una mezcla de PLA 80/20, que
les confiere una flexibilidad adicional al ser un material mds amorfo que las nanofibras
convencionales (Sachot et al., 2014). Las imagenes de FESEM muestran como las células
TEG3 tienen una gran afinidad por la topografia de la nanofibra sin necesidad de
funcionalizaciéon, adquiriendo una morfologia fusiforme en presencia de las nanofibras.
De hecho, hemos observado que las nanofibras sobre un sustrato permisivo induce a las
células de la glia envolvente olfativa a migrar hacia estas, prefiriendo el sustrato de la
nanofibra al permisivo. Esto se debe tanto a la topologia de la nanofibra como a sus

caracteristicas mecanicas, que simulan un entorno fisioldgico.

Con estos resultados, se ha estudiado el efecto del diametro de las nanofibras en la
adhesiéon y alineamiento de las TEG3, asi como su funcionalizacidon covalente con la
quimiocina CXCL12/SDF-1a y su efecto sobre el potencial migratorio de las células TEG3.
Se ha observado que tanto la topografia como la sefializacién por la quimiocina mejoran
la migracidn de las células TEG3 in vitro. Las células de la glia envolvente olfatoria tienen
preferencia por sustratos permisivos, y preferentemente sobre el CXCL12/SDF-l1a.
Ademas, segun el diametro de las nanofibras, las células de la glia envolvente olfativa van

a presentar mayor adhesion, siendo las nanofibras de aproximadamente 950 nm las
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ideales. De hecho, en este didmetro, presentan un grado de alineamiento mayor que en

didmetros mas reducidos.

En esta tesis, sugerimos una nueva estrategia para la implantacion de esas células en SCI
junto con un biomaterial topograficamente atractivo y con una diferencia de
concentracién quimiotdactica para direccionar y mejorar la supervivencia de las OECs. Se
han propuesto muchos tipos de scaffolds de biomateriales en la literatura, no obstante,
aunque hasta la fecha nadie ha intentado mejorar la migracién glial a través de una seial
guimiotdactica integrada para esquivar la sefial inhibitoria de la cicatriz meningo-glial.
Teniendo en cuenta que las células TEG3 expresan el receptor CXCR4, su ligando SDF-
10/CXCL12 es una excelente opcién para mejorar no solo la migracion, sino también la

adhesion celular y su supervivencia.

En estudios anteriores, se demuestra que la glia puede ser sensible al lactato proveniente
de las degradacion de las nanofibras de PLA 70/30 y metabolizarse como fuente de
energia en un ambiente pobre en glucosa (Alvarez et al., 2014). Sin embargo, esta mezcla
de PLA no era éptima ya que necesitdbamos una fuente de PLA menos degradable y mas
rigida que pudiera soportar un tratamiento agresivo como el proceso de funcionalizacidon
mediante EDC/NHS (Sachot et al., 2015). Por ello se cambid la mezcla a PLA 80/20, que
cumple con los requisitos y funciona como plataforma de guiado para la migracién.
Ademads de su didmetro éptimo, la disposicion de las nanofibras alineadas entre si,
permite que todas las células migrando tengan una misma direccion. Y gracias a la
diferencia de gradiente, adquieren un sentido migratorio, dirigiéndose todas ellas hacia la
guimiocina por quimiotaxis. En las primeras etapas de la investigacion la deposicién de las
fibras y su funcionalizacidn se realizaba sobre cubreobjetos. Sin embargo, eso no es
practico para realizar el trasplante al tejido dafiado. La idea de usar marcos de parafina es
una opcidén atractiva para una facil integracidon 3D de fibras similares a la MEC. Ademas,
este proceso permite generar varias capas de nanofibras, apilarlas entre ellas, e

integrarlas en cualquier tejido al ser un proceso eficiente y reproducible.

Por otra parte, el sistema debe de ser capaz de superar la cicatriz meningo-glial que se
forma en el dafio axonal. La fase clave para la regeneracién del axdn es el recrecimiento
en la porciéon proximal dafiada, que debe de atravesar esta cicatriz fuertemente
inhibitoria. Ya que los propios axones tienen la capacidad de regenerase, aunque el fuerte

componente inhibitorio elimina todas posibilidad de éxito (Silver y Miller, 2004). Los
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factores que controlan la formaciéon de la punta de crecimiento y la recuperacién del
crecimiento axonal incluyen la capacidad regenerativa inherente de las células
neuronales, asi como el microambiente bioquimico inhibitorio multifacético desarrollado
previamente que previene el crecimiento del axdn dafiado. De hecho, forman paredes
fisicas y moleculares para la recuperacion anatémica y funcional. CSPG es un buen

ejemplo de molécula inhibidora.

La plataforma que proponemos nos permite analizar y caracterizar las propiedades
migratorias de las células TEG3 mediante microscopia en tiempo real, ademas ofrece
soporte quimioatractivo y trofico para las células. El enfoque presentado aqui debe
probarse en un entorno inhibitorio real, sin eliminar las posibilidades de mejora del
sistema. Por ejemplo, implantando gradientes de concentracion de SDF-1a/CXCL12 en las

nanofibras y usando células modificadas para expresar antagonistas de los MAIs (TEG3-

ectoNgR1). El ultimo paso seria el cocultivo de este sistema con neuronas para evaluar el
sistema in vitro antes de pasar a situaciones con una cicatriz meningo-glial formada. Asi
mismo, necesitariamos evaluar el efecto especifico del la quimiocina sobre las TEG3,
inhibiendo el receptor CXCR4. Por ultimo, se deberia de explicar los factores a nivel

molecular que aumentan la dindmica migratoria y de supervivencia celular.
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Discusion del capitulo 2.

Varios estudios han demostrado los diferentes origenes migratorios de las células de
Cajal-Retzius (ver introduccidn para mas detalle). Las células CR que derivan del cortical
hem migran en la zona marginal expandiéndose a la parte dorsal y medial del neocértex,
las regiones mas rostrales son principalmente pobladas por las células CR generadas por
el tabique palial o septum. Por el contrario, las células CR derivadas de PSB detienen su
migracion en las regiones laterales de la zona marginal del palio. Varios son los estudios
centrados en analizar el comportamiento migratorio de las células de CR, pero todos se
han centrado en la existencia de factores quimicos que median su migracién y

posicionamiento subpial en la zona marginal.

Empezando por la molécula principal en la laminacion cortical, la reelina, que es
secretada por las CRcs. Otras moléculas se postulan como claves durante el desarrollo,
esta vez como reguladoras de la migracién tangencial de las CRcs. Demostrado esta el
efecto repulsivo de las semaforina 3E a través de su receptor Plexina D1 en la migracién
de las CRcs. En contraposicidn, el efecto atractivo del CXCL12 sobre la posicidn subpial en
capa | de las CRcs también ha sido ampliamente estudiado. Ambos factores son claves en
los procesos de guiado celular, asi como en el desarrollo de estructuras circundantes,
como las meninges. De hecho, en estudios realizados en el laboratorio, hemos
descubierto que hay una relacidn atractiva clara entre los vasos y las CRcs, aportando mas
datos sobre les efectos de los factores vasculares sobre la migracion de las CRcs. Para ello
se ha enfrontado un explante de vaso sanguineo con explantes de cortical hem, y lo que
se ha visto es que las células de CR que migran desde el explante tienen tendencia a
migrar hacia el vaso sanguineo (regién proximal). Al sembrar los explantes de CH y PSB, y
tratarlos con varios factores vasculares, obtuvimos valores de migracion muy superiores
con el tratamiento con estos factores. De hecho, en el caso de la CH-CR, la semaforina3E
tiene un efecto inhibitorio sobre su migracién (como ya se conocia), pero el CXCL12/SDF-
1a, las angiopoyetinas y el VEGF tienen un efecto motogénico in vitro. En el caso de la
PSB-CR todos los factores vasculares estudiados tienen un efecto motogénico in vitro,
respecto al control. Cabe destacar el efecto de la semaforina3E, ya que en cada poblaciéon
tiene un efecto diferente. Este hecho se deberia de seguir estudiando en futuros
proyectos debido a su posible implicacién en la salida de las PSB-CR de la zona ventricular

hacia la superficie cortical y de su atraccion hacia las zonas mediales.
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Respecto a las propiedades intrinsecas de las células de CR, se ha encontrado que las
células de CR-CH tiene mayor velocidad de migracién que las células CR-PSB in vitro. Esta
diferencia (~20-25%) esta asociada a diferencias en la expresion de VAMP3, que participa
en la endocitosis, proceso clave durante la migracién celular. De hecho, la expresién de
VAMP3 es mayor en las células CR derivadas de CH con respecto a las derivadas de PSB
(Barber et al., 2015). Teniendo en cuenta estudios previos sobre inhibicién de contacto
mediada por efrinas (Villar-Cervino et al., 2013), se hipotetizé que son las encargadas de
la regionalizacion de las células CR segun su origen, aunque contradice los datos
obtenidos en hidrogeles (Bribian et al., 2014). No obstante, en el estudio de Barber et al.,
se postula que hay otros factores que intervienen en esta regionalizacidn especificas.
Nuestros resultados actuales estdn en linea con este ultimo estudio, ya que
hipotetizamos que los factores mecanicos podrian participar en la distribucién de las

células CR en el eje dorsolateral en la zona marginal en desarrollo.

Los factores mecdnicos juegan papeles relevantes en el guiado de axones, la migracidn
neuronal, el crecimiento de neuritas y el desarrollo del cerebro (Franze et al., 2013;
Gangatharan et al., 2018; Oliveri et al., 2021). Mas concretamente, el desarrollo de la
zona palial se ha estudiado mediante mediciones de AFM (Nagasaka et al., 2021), entre la
zona ventricular palial y la eminencia ganglionar. En el estudio se obtuvieron valores de E
mayores en la zona ventricular del palio que en la eminencia ganglionar (o subpalio
ventricular), estableciendo asi una relacién con el plegamiento del palio. Nuestros
resultados refuerzan, pero también amplian esta vision, demostrando una diferencia
significativa entre los valores de E entre la parte dorsal de la zona marginal del palio en

comparacion con las regiones laterales.

Durante las primeras semanas del desarrollo cortical embrionario el palio se expande
mediante la adicion de nuevas neuronas para generar la placa cortical en un gradiente
latero-medial y lateral (Bayer y Altman, 1991). Segin un estudio reciente, la corriente
migratoria dorsolateral de células de preplaca generadas dorsalmente (E10.5) participan
en la expansion lateral (Saito et al., 2019), probablemente actuando sobre la orientacién
de las células de la glia radial y generando tensién axdnica en el subpalio a E14,5 (Misson
et al., 1988). Segun estos resultados, la parte lateral del palio permitiria la migracion

tangencial de estas células de la preplaca (Saito et al., 2019).
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Nuestros resultados apuntan a que las células CR derivadas del CH pueden migrar a una
gran distancia en la zona marginal tanto en la parte lateral como en la dorsal del palio.
Curiosamente, pueden migrar mas en regiones laterales que dorsales en nuestro
experimentos de trasplante quimera. Por el contrario, las células CR derivadas del PSB
mostraron una migracién reducida cuando se trasplantaron en las regiones dorsales del
neocortex. Esta observaciéon probablemente esté relacionada con sus propiedades
migratorias y con la diferente rigidez de las partes dorsal y lateral de la zona marginal, asi
como los experimentos in vitro con Matrigel™. Teniendo en cuenta nuestras
observaciones y los resultados anteriores, podemos sugerir que la migracion de las
células CR sigue los cambios en la rigidez cortical generados entre E10 y E12.5. Esto es de
relevancia ya que en ausencia de estas acciones coordinadas: las propiedades mecanicas
de las células CR, las diferencias dorsolaterales de E en la zona ventricular y marginal, y la
nueva corriente dorsolateral descrita de células derivadas de la preplaca podrian
desencadenar un desarrollo neocortical alterado. De hecho, es bien sabido que Ia
correcta distribucidn de las células CR en la capa de la zona marginal | juega un papel
crucial en el mantenimiento de la glia radial (Super et al., 2000) y la migracion radial
neuronal (Rice et al., 2001), produciéndose producen cambios en el desarrollo de la placa

cortical y en la especificacidn de la capa | cuando su distribucién se ve alterada (Super et

al., 2000; Alcantara et al., 2006; Villar-Cervino et al., 2013).

Si tenemos en cuenta los factores mecdnicos obtenidos, y los datos sobre implicacién de
los factores moleculares en la migracidon de las CRcs, obtenemos una visién bastante
coherente sobre el proceso de migracidn tangencial desde las diferentes regiones. En este
modelo, las CR-CH responden positivamente a CXCL12 y a los factores mecanicos, y
responden negativamente a la semaforina 3E. Sabiendo que migran de la regién medial,
donde hay mayor expresion de semaforina 3E, que el CXL12 las mantiene en posicidn
subpial en capa | y que tienen mas capacidad migratoria en las regiones mds blandas
(lateral), podemos entender que es la conjuncién de todos estos factores lo que las lleva a
migrar hacia y hasta ciertas zonas. Por otra parte, las células CR-PSB responden
positivamente a la semaforina 3E y a factores mecdnicos, por lo que podrian estar
motivada su salida de la zona ventricular del borde del palio y el subpalio por el efecto
motogénico de la semaforina 3E de los procesos de la glia radial y por la alta rigidez de

estas zonas en comparacion con la zona marginal.
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Por ultimo, se deberia de tener en cuenta para futuros estudios el papel de los factores
mecanicos en los procesos fisioldgicos y patoldgicos. Actualmente ya hay muchos
estudios que se centran en el estudio de procesos patolégicos como la fibrosis pulmonar
(Jorba et al., 2019; Andreu et al., 2021) o la metastasis (ver revisién de Eble y Niland,
2019), entre otros (ver revisiones: Saneyasu et al., 2016; Durham et al., 2018; Hsu et al.,
2018; Mihaila et al.,, 2019; Nia et al., 2020; Gaetani et al., 2020). Y no apartar la
interaccion que existe en los procesos fisioldgicos entre los factores mecanicos y los
moleculares, ya que nos aportan la clave de la migracidn tanto en fisiologia, como en

patologia.
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Conclusiones generales de la tesis

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

El analisis de los factores mecanicos se postula como una herramienta
fundamental para entender el proceso migratorio en regeneracion neural y en el
desarrollo cerebral.

Las células de la glia envolvente olfativa cambian su morfologia segun el sustrato
al que se adhieren: permisivos, inhibitorios o nanofibras, teniendo preferencia
por las nanofibras de PLA 80/20 del diametro aproximado de 950nm.

Las nanofibras de PLA 80/20 se pueden funcionalizar quimicamente con la
quimiocina CXCL12/SDF-1a, permitiendo que las células de la glia envolvente
olfativa puedan migrar mayores distancias que con las no funcionalizadas.

Las células de Cajal-Retzius son capaces de responder a factores fisicos segun su
origen, respondiendo de forma diferente a las variaciones de densidad de
hidrogel in vitro.

Las CR-CH en posicién ectdpica-lateral prefieren migrar en la porcién ventral que
en la dorsal de la capa | del cerebro embrionario de ratén.

La capa | del cerebro de embrién de ratén a E12.5 presenta valores de mdédulo de
Young diferentes entre la regidon dorsal y ventral.

Las células de Cajal-Retzius responde al GsMTx-4, un inhibidor de los
mecanoreceptores catidnicos in vitro, cambiando su tasa de migracién y

mediante entrada de calcio.
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