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Resumen

El objetivo de este trabajo es el crecimiento volumétrico de células de mausculo
esquelético y motoneuronas primarias de ratdn, sobre camas de fibras electrohiladas
recubiertas con Poli-Pirrol por Plasma (PPy). Se realizaron diferentes técnicas para la
obtencion de células musculares y de motoneuronas de ratén. Las células de musculo
esquelético se obtuvieron de las extremidades de neonatos de ratdn, éstas fueron
sometidas a procesos de purificacion de fibroblastos para la obtencion exclusiva de
mioblastos. Una vez obtenidos los mioblastos, se diferenciaron hacia miotubos. Se
realizaron ensayos de alineacion y crecimiento de células musculares, utilizando rieles de
silicon sobre cajas de cultivo y cubreobjetos tratados con PPy, obteniéndose en ambos
casos un crecimiento celular alineado y la formacion de miotubos después de la
diferenciacién celular. Al realizar pruebas electrofisiolégicas y morfolégicas, se obtuvieron
en ambas superficies de cultivo, corrientes idnicas y potenciales de accion. Se observo
por inmunofluorescencia la presencia de miosina en los miotubos.

Se realizaron tres protocolos para la obtencion de un adecuado modelo de motoneurona.
El primero fue la diferenciacibn de células troncales de ratén hacia motoneuronas
utilizando Matrigel y PPy como superficies de cultivo y diferenciaciéon, siendo una técnica
larga y complicada, en donde solo se llegé a obtener un 16% de células completamente
diferenciadas; en ambas superficies se presentaron las mismas tasas de diferenciacion y
de supervivencia. El segundo protocolo, fue la obtencion de células nerviosas de la
médula espinal de raton, las células fueron sembradas en Poli-DL-Ornitina/Laminina y en
PPy. En este protocolo se obtuvo un cultivo de diferentes tipos celulares, pero las
condiciones de cultivo se realizaron para la supervivencia en especifico de motoneuronas.
Se realizaron pruebas electrofisiolégicas, morfologicas y de viabilidad, presentandose una
ventaja muy clara en los cultivos de células nerviosas sembradas en PPy en donde las
células se mantuvieron en adecuadas condiciones fisiolégicas hasta por 21 dias.

El tercer protocolo fue el de purificacion de motoneuronas, el cual nos permitié6 obtener
motoneuronas que crecieron sobre cajas tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina y sobre
cubreobjetos polimerizados sobre PPy. Se obtuvo un adecuado crecimiento celular en
ambas superficies, al realizar las pruebas electrofisiol6gicas y morfolégicas se obtuvieron
corrientes idnicas y potenciales de accion. Se observd por inmunofluorescencia la
presencia de transportadores vesiculares de acetilcolina, proteina exclusiva de
motoneuronas. Se realiz6 el cocultivo celular de miotubos y motoneuronas sobre Poli-DL-
Ornitina/Laminina y sobre PPy, se observd por inmunofluorescencia la formacion de
sinapsis neuromuscular al marcar la placa neuromuscular con alfa-bungarotoxina. Por lo
que este fue el protocolo utilizado para la realizacion de los crecimientos volumétricos de
motoneuronas, debido a la facilidad de obtencién de un cultivo homogéneo de
motoneuronas que presentan todas las caracteristicas fisiolégicas reportadas en la
literatura

Una vez obtenidos los modelos celulares adecuados, se prosiguio a realizar el crecimiento
volumétrico celular. Se utilizaron camas de fibras alineadas de PLA, fabricadas por la



técnica de electrohilado, polimerizadas y sin polimerizar por PPy. Las fibras electrohiladas
sirvieron como superficie de crecimiento celular para ambos tipos celulares, permitiendo el
crecimiento volumétrico de mioblastos diferenciados a miotubos y de motoneuronas. Las
pruebas electrofisiolégicas en el crecimiento 3D de motoneuronas, revelaron la presencia
de actividad eléctrica en las motoneuronas. Las pruebas morfolégicas por
inmunofluorescencia en ambos cultivos tridimensionales de musculo y motoneuronas,
mostraron el anclaje y crecimiento celular sobre las fibras electrohiladas de PLA y PLA-
PPy, asi como la presencia de proteinas especificas, como de miosina en células
musculares y de transportadores vesiculares de acetilcolina en motoneuronas.

El uso de PPy en el cultivo bidimensional y tridimensional no altera las caracteristicas
propias de las células. Este permite el crecimiento y diferenciacion celular, ayudando a las
células a tener un mejor anclaje y por la tanto, en algunos casos promueve el tiempo de
vida de las células en cultivo, lo cual no altera sus propiedades eléctricas, morfolégicas,
de sintesis de proteinas y de neurotransmisores.



Introduccién

La Importancia en el desarrollo de los andamios y los modelos de cultivo celular en 3D
estd aumentando cada vez mas, siendo el cultivo 3D el punto de enlace para la formacion
y regeneracion de érganos. Un cultivo celular 3D en comparacién con el cultivo de células
de 2D simula con mas precision la morfologia normal de las células, la proliferacion,
diferenciacion y migraciones. Un cambio creciente en la investigacion se esta
produciendo, donde los sistemas de cultivo de células 3D estan sustituyendo los sistemas
de cultivo de células de 2D y son una alternativa a los ensayos in vivo [1, 2].

Las células en los tejidos estdn en un entorno tridimensional que tiene sefiales
caracteristicas tanto biofisicas como biomecanicas. Las sefiales biofisicas incrustadas en
la matriz tridimensional, influyen en las funciones de la célula como la migracion,
adhesion, proliferaciéon y la expresién de genes [3-6]. Ademas se ha demostrado que
ciertos procesos celulares relacionados con la diferenciacion y la morfogénesis se
producen preferentemente en un cultivo 3D en lugar del comun cultivo 2D [7, 8].

El cultivo 3D ofrece muchas ventajas sobre un cultivo 2D, por ejemplo que los sistemas de
cultivo 3D se pueden realizar utilizando métodos faciles para el modelado del
microambiente celular. Los modelos de cultivos tridimensionales se pueden agrupar
principalmente en el estudio de 6rganos completos y cultivos de explantes organotipicos
(incluyendo embriones), esferoides celulares, cultivos microacarreadores, modelos de
estudio en ingenieria de tejidos para la formacién o reemplazo de 6rganos y tejidos,
modelos de estudio de enfermedades por modelado celular de los diferentes estados de
la enfermedad, asi como en el estudio de la dosificacién de farmacos [8-14].

Para estos crecimientos volumétricos se utilizan las matrices conocidas como andamios,
los cuales fueron introducidos para superar las limitaciones de una superficie
bidimensional. Los andamios pueden ser sintetizados para apoyar el crecimiento de
células en 3D, utilizando factores de crecimiento o recubrimientos superficiales con
proteinas que mejoren el anclaje celular [15-19].

Por lo que en la realizacion de este proyecto se buscard desarrollar modelos de
crecimiento celular tridimensional, en particular de células de musculo esquelético y
motoneuronas. Se hard uso de estas técnicas de crecimiento celular tridimensional,
utilizando un mismo tipo de andamio, que brinde un adecuado soporte de crecimiento
tridimensional para las células, permitiendo conservar sus propiedades morfolégicas,
electrofisiologicas y de sintesis de proteinas.
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Justificacién

El cultivo de células en dos dimensiones ha sido una técnica utilizada de forma rutinaria y
con diligencia llevada a cabo en miles de laboratorios en todo el mundo durante las
Ultimas cuatro décadas. Sin embargo, el cultivo de células en dos dimensiones es
posiblemente una técnica que no reproduce por completo la anatomia o la fisiologia de un
tejido, pero que ha dado el punto de partida para la realizacion de mdltiples desarrollos
cientificos en diferentes campos. Al entrar en la tercera dimension, se deben de tener en
cuenta diferentes variables, como el disefio de los andamios para el apoyo a la
organizacion de las células o bien, la obtenciéon de los adecuados modelos celulares que
representen mejor al tejido que se desea disefiar. Por lo que este trabajo se dedicara al
estudio de la obtencion de los modelos celulares de muasculo esquelético y de
motoneuronas adecuados, que puedan ser empleadas en el desarrollo de modelos de
crecimiento volumétrico, sobre camas de fibras alineadas de Acido Poli-Lactico (PLA)
electrohiladas y modificadas por la técnica de polimerizacion por plasma con Pirrol (PPy).
Estos modelos de estudio pueden dar la pauta para el comienzo de modelos de estudio
mas complejos, de uso directo en la ingenieria de tejidos, y medicina regenerativa.
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Obijetivo general

Realizar el crecimiento volumétrico de células de musculo esquelético y de motoneuronas
sobre camas electrohiladas de PLA, y PLA recubiertas superficialmente con Poli-Pirrol
Plasma (PLA-PPy).

Objetivos particulares

- Obtencion de los modelos celulares de musculo esquelético y de motoneuronas.

- Crecimiento bidimensional de las células de musculo esquelético y de motoneuronas
sobre cajas de cultivo y en Poli-Pirrol Plasma (PPy)

- Alineacién de células de musculo esquelético en cajas de cultivo y en PPy

- Sembrado del cocutivo celular bidimensional

- Pruebas morfoldgicas, electrofisiolégicas y de inmunofluorescencia de cada uno de los
cultivos

- Seleccién de los andamios para el crecimiento volumétrico de células de musculo
esquelético y de motoneuronas

- Sembrado de las células musculares en fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy

- Sembrado de motoneuronas en fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy

- Pruebas morfoldgicas, electrofisiolégicas y de inmunofluorescencia de los crecimientos
tridimensionales musculares y de motoneuronas
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Antecedentes

El sistema nervioso es el encargado de llevar a cabo la mayoria de las funciones de
control y coordinacién de actividades en los organismos superiores. En su nivel de
actuacion mas simple, estd encargado de regular el medio interno, controlando las
respuestas autbnomas y endocrinas. En un nivel mas complejo, es el responsable de
realizar la comunicacion con el medio externo, a través de las funciones sensoriales y
motoras; en el hombre es la base de la conciencia, el pensamiento, la memoria y el resto
de funciones superiores o comportamiento cognitivo.

El sistema nervioso se distribuye en distintas subdivisiones, estas parcelas no resultan
excluyentes entre si, sino que su descripcidn se realiza segun distintos criterios:

a) Segun la posicion en el organismo

Sistema Nervioso Central o Neuroeje. Es el centro estructural y funcional de todo el
sistema nervioso. Esta formado por el encéfalo y la médula espinal. Desde el punto de
vista celular en esta divisibn so6lo se incluyen los elementos celulares que estan
integramente situados en estas zonas. El encéfalo estd formado por cinco regiones
provenientes de las vesiculas encefélicas embrionarias: Mielencéfalo (Bulbo raquideo),
Metencéfalo (Protuberancia y cerebelo), Mesencéfalo (Mesencéfalo), Diencéfalo (Talamo
e hipotalamo) y Telencéfalo (Ganglios basales y corteza cerebral). La médula espinal es
la parte mas caudal del sistema nervioso central. Se subdivide en las regiones cervical,
toracica, lumbar y sacra.

Sistema Nervioso Periférico. Esta formado por grupos de neuronas denominados ganglios
y nervios periféricos. Segun su punto de origen existen doce pares de nervios craneales,
provenientes del encéfalo; y 31 pares de nervios raquideos, procedentes de la médula
espinal. Estos nervios procedentes del sistema nervioso central se extienden como una
red por todo el organismo.

b) Segun la funcién

Sistema Nervioso Somético. Realiza el control de las funciones voluntarias, las que
permiten al organismo su relacién con el medio externo.

Sistema Nervioso Autbnomo o Vegetativo. Realiza el control de las funciones involuntarias
que permiten la regulacién del medio interno, o la adecuacién del medio interno frente a
estimulos medioambientales.

Desde el punto de vista funcional, el sistema nervioso central presenta una organizacion
jerarquizada donde la médula seria el nivel mas inferior o ler nivel, en ella se desarrollan
los procesos mas simples de control; en un 2° nivel o nivel intermedio se situaria el tronco,
el cerebelo y el diencéfalo con tareas mas complejas, y el 3er nivel, o nivel superior
corresponderia al telencéfalo [20, 21].
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Estructura del sistema nervioso central
Médula espinal

Alojada en el conducto vertebral se extiende desde el agujero occipital hasta la primera
vértebra lumbar. Presenta una estructura segmentada, y lateralmente en cada segmento,
se proyectan las raices dorsales y ventrales. A través de las raices dorsales se produce la
entrada de informacion de los receptores sensoriales del tronco y extremidades; por las
raices ventrales sale informacién hacia los érganos efectores. Si se observa una seccion
transversal en cualquiera de sus segmentos, puede verse una region central en forma de
mariposa de sustancia gris y contorneandola una region de sustancia blanca.

La sustancia gris contiene somas de neuronas Yy la sustancia blanca esta formada por
haces ascendentes y descendentes de fibras nerviosas, vias de conduccion de dos
direcciones que conectan el encéfalo con diferentes segmentos medulares.

A nivel medular se inicia el procesado de la informacion sensorial y se establecen circuitos
para realizar muchos reflejos que son la base de la postura y del movimiento [20, 21].

Tipos de células en el Sistema Nervioso

Las unidades celulares funcionales del sistema nervioso son las neuronas, las cuales
forman la red de comunicacién que es la arquitectura basica para el funcionamiento de
este sistema. Se estima que en el sistema nervioso de un adulto joven existen unos
100,000 millones de neuronas y esta cantidad tan sélo corresponde al 10 % de las células
que lo componen. El 90 % restante, aproximadamente la mitad del volumen, corresponde
a las células de la glia o neuroglia (“pegamento entre las neuronas”) que forman la matriz
conjuntiva de soporte de las neuronas.

Células de la glia o neuroglia

Son células que sirven como elemento de soporte tanto fisico como metabdlico para las
neuronas. También tienen una gran importancia en el desarrollo y en los procesos de
regeneracion del sistema nervioso. Aunque originalmente se les adjudicé un papel
meramente pasivo de armazon, las funciones de la glia han ido creciendo en importancia
a lo largo de los Ultimos afios, descubriéndose asi que el correcto funcionamiento de la
“parte noble” del sistema nervioso que son las neuronas, reposa en buena medida en esta
segunda linea de células.

En general, son células pequefias de prolongaciones cortas y ramificadas, y existen varios
tipos:

Astrocitos. Muy frecuentes en el sistema nervioso central, presentan gran nimero de
prolongaciones ramificadas que envuelven tanto los somas como las dendritas
neuronales. Mediante estas ramificaciones forman los pies perivasculares alrededor de
los capilares, formando parte de la barrera hemato-encefalica que limita el paso de
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sustancias hasta las neuronas; de este modo controlan el medio ambiente de la neurona.
Asi, por ejemplo, pueden captar K* y regular su concentracion extracelular.

Oligodendrocitos. Forman la vaina de mielina en el sistema nervioso central y sirven para
mantener unidas las fibras nerviosas.

Células de Schwann. Forman la vaina de mielina en el sistema nervioso periférico y son el
equivalente de los oligodendrocitos del sistema nervioso central. Cuando se sitian sobre
los somas neuronales se las denomina células satélite.

Microglia. Son células pequefas y escasas con funciones defensivas, al aparecer ante un
dafio tisular nervioso se convierten en grandes macrofagos.

Ependimocitos o células ependimarias. Son células, algunas ciliadas, de un epitelio cubico
simple que tapizan las cavidades llenas de liquido cefalorraquideo del sistema nervioso
central.

Funciones de las células de la glia

Son elementos de soporte, que sirven también para separar e incluso aislar grupos de
neuronas.

Dos tipos de células gliales sirven para formar la vaina de mielina.
Algunas actdan como basureros, recogiendo restos tras una lesién o muerte celular.

Tamponan y mantienen la concentracion de potasio extracelular, algunas captan y retiran
neurotransmisores en las sinapsis.

Durante el desarrollo, ciertas células gliales guian la migracion de las neuronas y dirigen
el crecimiento de los axones.

Ciertos tipos de células gliales participan en la construccion de la barrera
hematoencefalica que previene la entrada de tdéxicos de la sangre al encéfalo.

Algunas células gliales pueden participar en la nutriciéon de las neuronas.
Neurona

La mayoria de las neuronas tienen un cuerpo o soma donde se sitlan los principales
organulos celulares. Los somas de las neuronas se presentan normalmente agrupados
formando lo que en el sistema nervioso central se describe como sustancia gris. Estas
agrupaciones presentan distintas denominaciones: nucleos, laminas, ganglios, etc. En el
sistema nervioso periférico algunos somas se sitlan en ganglios (ganglios sensoriales,
autbnomos) y otros se encuentran distribuidos en los tejidos como la pared
gastrointestinal formando el sistema entérico.

La caracteristica mas importante de la neurona es la presencia de las prolongaciones de
su cuerpo celular. Existen dos tipos de prolongaciones:
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a) Dendritas. Son prolongaciones numerosas, ramificadas y cortas en el sistema nervioso
central, ramificadas y largas en el periférico. Constituyen un mecanismo de expansion de
membrana extraordinariamente grande, en algunas neuronas representan hasta el 90 %
de su superficie celular. Sobre sus membranas se sitlan una gran cantidad de receptores
que van a permitir la recepcién de informaciéon a manera de gran antena.

b) Axoén, cilindro-eje o fibra nerviosa. Es una prolongacién Gnica que emerge en una
region del soma denominada cono o colina axénica. Puede presentar ramas colaterales y
una arborizacion terminal. Su longitud es muy variable desde unas pocas micras hasta
mas del metro. En el sistema nervioso central las agrupaciones de axones conforman la
denominada sustancia blanca [20, 21].

Clasificacion de las neuronas

a) Segun el punto de vista morfolégico. Dependiendo del nimero de prolongaciones que
se originan desde el soma:

Neuronas unipolares o pseudounipolares. Una Unica prolongacion que se ramifica, para
dar una rama central (se dirige hacia el SNC) y una rama periférica (se aleja del SNC).
Estas dos ramas forman en conjunto un axén que conduce impulsos desde las dendritas
en la terminacion de la rama periférica hacia el SNC.

Neuronas bipolares. Con un axén y una dendrita, son las menos habituales.

Neuronas multipolares. Con un axén y mdltiples dendritas, son las mas habituales en el
sistema nervioso central.

b) Segun el punto de vista funcional. Dependiendo de la direccion del transito de
informacioén a su través:

Neuronas aferentes (sensoriales): llevan la informacién desde la periferia al sistema
nervioso central.

Neuronas eferentes (motoras): llevan la informacién desde el sistema nervioso central a la
periferia (Fig. 1).

Interneuronas: llevan la informacién de unas neuronas a otras y se sitlan exclusivamente
dentro del sistema nervioso central.

Estudio de la fibra nerviosa o axén

Los axones son porciones de la neurona que en algunos casos han de atravesar
distancias muy largas para llegar a sus células diana. La mayor parte de las fibras
nerviosas se agrupan formando en el sistema nervioso periférico los nervios y en el
central los tractos, haces o pedunculos.

En el sistema nervioso periférico los axones van protegidos por una fina cubierta de tejido
conectivo que se denomina endoneuro. Un grupo de fibras forma un haz o fasciculo y va a
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su vez rodeado de una segunda cubierta conectiva denominada perineuro. Por dltimo, un
conjunto de haces se agrupa con vasos sanguineos formando un paquete vasculo-
nervioso que va protegido por una tercera cubierta denominada epineuro, el cual sirve
también como elemento de anclaje con los tejidos subyacentes.

Las fibras nerviosas pueden ser de dos tipos: Mielinicas, cuando poseen una cubierta
protectora denominada vaina de mielina, que a modo de aislante rodea la fibra
separandola del medio extracelular. Dicha cubierta est4 formada por la superposicion de
mdultiples segmentos de membrana de células de la glia, dando lugar a una barrera
lipidica que le aportara propiedades funcionales muy relevantes. La otra modalidad son
las amielinicas que carecen de vaina de mielina.

La construccion de la vaina de mielina supone un gasto energético muy grande para el
sistema nervioso. Aquellas fibras que bien por ser muy cortas, o por llevar informacion
poco relevante o que no precisa ser procesada muy rapidamente, seran del tipo
amielinico.

En el sistema nervioso central existen fibras mielinicas y fibras amielinicas. La célula de la
glia responsable de la formacion de la vaina es el oligodendrocito, que al disponer de
multiples prolongaciones utiliza cada una de ellas para formar la vaina de mielina
alrededor de multiples fibras (1loligodendrocito/50 fibras). En las fibras amielinicas el
oligodendrocito se sitlia alrededor de la fibra pero sin formar vaina [20, 21].

En el sistema nervioso periférico:

a) Fibras mielinicas. La célula de la glia que forma esta vaina es la célula de Schwann
que puede enrollarse hasta cien veces alrededor de la fibra y construir una gruesa capa
de mielina. Cada célula de Schwann sélo rodea una fibra y como las fibras pueden tener
grandes longitudes, se requiere la sucesion de mdltiples células de Schwann para
cubrirla. Los espacios que quedan entre las células se denominan nodos de Ranvier y
estan situados aproximadamente cada 1-2 mm.

b) Fibras amielinicas. En este caso la célula de Schwann rodea una Unica vez a la fibra
nerviosa y sirve para la protecciéon de varios axones.
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Fig. 1 Morfologia de una motoneurona. Imagen tomada de Mattews G. 4th Ed., 2003.
Transmision eléctrica celular

Para transmitir informacion de manera rapida a través de largas distancias, las neuronas
producen sefiales eléctricas activas, que viajan a lo largo de los axones que forman las
vias de transmision. Surge la sefial eléctrica de los cambios en la diferencia de voltaje
eléctrico a través de la membrana celular, que se llama el potencial de accion.

Aunque este voltaje transmembranal es pequefio, tipicamente menos de una décima
parte de un voltio, es fundamental para el funcionamiento del sistema nervioso. La
informacion es transmitida y procesada por las neuronas por medio de cambios en el
potencial de membrana [20].

El punto de contacto donde se transmiten sefiales de una neurona a otra se llama
sinapsis neuronal. En el reflejo patelar, tanto la sinapsis entre las neuronas sensoriales y
la neurona motora, y la sinapsis entre la neurona motora y las células musculares son
sinapsis quimicas, en las que un potencial de accién en la célula de entrada (la célula pre-
singptica) hace que se libere una sustancia quimica, llamada neurotransmisor. Los
impulsos nerviosos son transmitidos de una motoneurona a una célula muscular por
medio de un transmisor quimico, la acetilcolina, que es también el neurotransmisor de
todas las fibras autonomicas pre-ganglionares. La acetilcolina se sintetiza en la
mitocondria de la terminal nerviosa, a partir de la acetil coenzima A, y la colina en una
reaccion catalizada por la enzima colina o acetiltransferasa (colina acetilasa) (Fig. 2). La
acetil coenzima A (Acetil CoA) es sintetizada en las mitocondrias y la colina es reciclada
de la hendidura sinptica hacia la terminal nerviosa, tras la hidrolisis de la acetilcolina a
colina y acetato, haciéndola disponible para la sintesis de nueva acetilcolina
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Caolina acetilasa

Acetil CoA + Colina Acetilcoling + Coenzima A

Fig. 2 Sintesis del Ach

Cuando el potencial de accién que viaja por el axén de una neurona motora llega a la
terminal presinaptica, se produce la apertura de los canales de Ca** (operados por voltaje)
y de esta manera se eleva la concentracién de Ca®* en la terminal nerviosa. El Ca** que
entra a la terminal nerviosa se combina con la calmodulina. La calmodulina es una
proteina dependiente del Ca**, esencial para el proceso de la regulacién de la exocitosis
de acetilcolina en la terminal nerviosa. La calmodulina interactia con una de las proteinas
intimamente relacionadas con el proceso de exocitosis, la sinapsina | [21], que en estado
desfosforilado inmoviliza las vesiculas al unirse con ellas. Las sinapsinas son un grupo de
proteinas de la vesicula de acetilcolina, que las une al citoplasma y evita su movilizacion.
La fosforilacion de la sinapsina | por la proteina CaM-kinasa Il (dependiente del Calcio2+y
la calmodulina), anula su afinidad por las vesiculas sinapticas e induce el desplazamiento
y fusion de las vesiculas de acetilcolina hacia la membrana de la terminal nerviosa,
produciéndose asi la exocitosis de la acetilcolina hacia la hendidura sinaptica; al ser
captada por la célula blanco se producird un cambio en el potencial de membrana,
provocando el disparo de potenciales de accion en la célula postsinaptica. Esta secuencia
de eventos durante la transmision sinaptica se resume en la Fig. 3 [20, 21].

Potencial de accion pre
sindptico

Despolarizacién de la
terminal sinaptica

Liberacién del
neurotransmisor

Neurotransmisor cambia
el potencial eléctrico de
la célula post sinaptica

Fig. 3 Proceso de la transmision sinaptica
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Anatomia del musculo estriado esquelético

El masculo esquelético esta rodeado de varias capas de tejido conjuntivo:

- el endomisio rodea cada fibra muscular;

- el perimisio agrupa las distintas fibras musculares en haces de fibras musculares;
- el epimisio recubre el conjunto del masculo.

Tras haber atravesado el epimisio, los vasos sanguineos (arteriolas y vénulas) que
garantizan la vascularizacion del masculo, crean una fina red de capilares que llega al
perimisio y después al endomisio para vascularizar cada fibra muscular. Las
prolongaciones de los nervios llegan también el perimisio, terminan en una arborescencia
cuyas ramificaciones acaban en la uniébn neuromuscular para inervar las diferentes fibras
musculares [22].

Organizacion celular del musculo esquelético

Una sola célula muasculo esquelética es conocida como una fibra muscular. Cada fibra
muscular es formada durante su desarrollo por la fusién de un nimero de células mono
nucleadas indiferenciadas, conocidas como mioblastos, dentro de una sola célula
cilindrica multi nucleada. La diferenciacion del musculo esquelético es completada
alrededor del tiempo de nacimiento y estas fibras diferenciadas contindan incrementando
en tamafio durante el crecimiento, desde la infancia hasta la estatura adulta. Las fibras
musculares esqueléticas adultas tienen un didmetro entre 10 y 100 ym y una longitud que
podria extenderse sobre los 20 cm.

El término masculo refiere a un niumero de fibras musculares empaquetadas una con otra
por tejido conectivo (Fig. 4). La relacion entre una sola fibra muscular y un masculo, es
analoga a la que habria entre un axén y un nervio, el cual estd compuesto de los axones
de muchas neuronas. Los musculos estan usualmente enlazados a los huesos por
paquetes de fibras de colageno conocidos como tendones que se encuentran a cada
extremo del musculo.
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Fig. 4 Organizacion de las fibras musculares esqueléticas en un musculo que esta unido al hueso por los
tendones. Imagen tomada de Mattews G. 4th Ed., 2003.

Estructura del musculo esquelético

Sarcolema: El sarcolema es un concepto ya antiguo en el que se engloba:

* Las fibras de reticulina y glicoproteinas de la lamina externa (que forman el endomisio)
* La membrana celular de la fibra muscular

* Citoplasma

* Estriacién longitudinal (por las miofibrillas)

* Estriacion transversal: de ahi el nombre de musculo estriado

* Banda A (oscuras/anisotropas: si se observa el tejido muscular con luz polarizada, el
indice de refraccion cambia al cambiar el plano de polarizacién de la luz), en el centro
tienen una banda mas clara (banda H) que, a su vez, esta centrada por una zona mas
oscura (linea M), que no se suele ver con el microscopio de luz.

* Banda | (is6tropas/claras)

* Linea Z: en el centro de la banda |
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La zona comprendida entre dos lineas Z vecinas (abarca una banda A y las dos
hemibandas | contiguas a ella) recibe el nombre de sarcomera.

Nucleo

La fibra muscular esquelética contiene varios ndcleos alargados (pueden llegar a ser
varios cientos segun tamafio de la célula) situados en la zona periférica de la célula. La
presencia de multiples nucleos se debe a que una fibra muscular esquelética es un
sincicio resultado de la fusion durante el desarrollo embrionario de multitud de células
(mioblastos).

Células satélite

Estas células estadn situadas por fuera de la membrana celular pero por dentro del
endomisio o ldmina externa (fibras de reticulina y glicoproteinas) y son importantes porque
en ocasiones, son capaces de regenerar las fibras musculares estriadas esqueléticas
cuando éstas se lesionan. Estas células son similares a los mioblastos que se fusionaron
para producir la fibra esquelética y representan a las células madre de otros tejidos [22].

Ultraestructura del musculo esquelético

* Nucleos ovalados-alargados con abundante cromatina

* Aparato de Golgi

» Mitocondrias numerosas: yuxtanucleares, submembranosas o interfibrilares
» Granulos de glucégeno y gotas lipidicas

» Las caracteristicas ultraestructurales que definen mejor a una fibra muscular estriada
son la organizacioén del reticulo sarcoplasmico (REL) y de las miofibrillas que ocupan su
citoplasma:

El musculo esquelético asi como el cardiaco presentan una serie de bandas obscuras y
claras perpendiculares al eje longitudinal de la fibra muscular, por lo que también se les
conoce como musculo estriado. El patron estriado en las fibras musculares esqueléticas
y cardiacas, resulta del arreglo de numerosos filamentos gruesos y finos en el citoplasma
en paquetes cilindricos de aproximadamente 1 a 2 ym de diametro conocidas como
miofibrillas. La mayor parte del citoplasma de una fibra esta lleno de miofibrillas, cada
una de ellas se extiende desde un extremo de la de fibra muscular a la otra y esta
vinculada a los tendones en los extremos de la fibra muscular.
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Fig. 5 Disposicion de los filamentos de una fibra del misculo esquelético que produce el patron estriado de
bandas. Imagen tomada de Mattews G. 4th Ed., 2003.

Los filamentos gruesos y delgados de cada miofibrilla estan colocados en un patrén
repetido a todo lo largo de la miofibrilla. Una unidad de este patrén de repeticion es
conocida como sarcOmero. Los filamentos gruesos estdn compuestos en su mayoria por
la proteina contractil miosina. Los filamentos delgados (los cuales son cercanos a la
mitad del diametro de los filamentos gruesos) contienen la proteina contractil actina, asi
como también otras dos proteinas, troponina y tropomiosina, las cuales juegan un papel
muy importante en la regulacion de la contraccion.

Los filamentos gruesos estén localizados a la mitad de cada sarcomero, en su disposicién
en paralelo ordenada produce una banda ancha, oscura conocida como banda A. Cada
sarcomero contiene dos conjuntos de filamentos delgados, uno en cada extremo. Un
extremo de cada filamento delgado estd conectado a una de las proteinas de
interconexion llamada disco Z, mientras que el otro extremo se superpone a una porcion
del filamento grueso. Dos discos Z sucesivos definen los limites de un sarcémero. Los
filamentos delgados de dos sarcémeros adyacentes estan anclados a los lados de cada
disco Z.
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La banda | se encuentra en los extremos de las bandas A de dos sarcOmeros adyacentes
y contiene las partes de los filamentos finos que no se superponen a los filamentos
gruesos. Se encuentra dividida en dos por la banda Z (Fig.5).

La zona H es una banda que corresponde al espacio entre los extremos opuestos de los
dos conjuntos de filamentos finos en cada sarcémero, por lo que sélo filamentos gruesos,
especialmente su parte central, se encuentran en la zona H. Una banda estrecha, oscura
en el centro de la zona H se conoce como la linea M y corresponde a las proteinas que se
unen a la region central de los filamentos gruesos.

El espacio entre la superposicién de los filamentos gruesos y delgados es enlazado por
proyecciones conocidas como puentes cruzados. Estas son porciones de las moléculas
de miosina que se extienden desde la superficie de los filamentos gruesos hacia los
filamentos delgados (Fig. 5). Durante la contraccion muscular los puentes cruzados hacen
contacto con los filamentos delgados y ejercen fuerza sobre de éstos. [20, 22].

Mecanismos moleculares de contracciéon

El termino contraccion, como es usado en la fisiologia muscular, no necesariamente
significa “acortamiento”, sino que se refiere a la activaciéon de los sitios de generacién de
la fuerza (puentes cruzados), en una fibra muscular. Después de la contraccion, los
mecanismos que iniciaron la generacion de la fuerza, se inactivan, disminuyendo la
tension y regresando al estado de relajacion de la fibra muscular.

Mecanismo de deslizamiento de fibras

Durante la generacion de la fuerza muscular, se produce un acortamiento de la fibra
muscular esquelética debido a un deslizamiento de las fibras gruesas y delgadas, una
sobre otra, acortandose el sarcémero, impulsado por el movimiento de los puentes
cruzados. Durante el acortamiento de los sarcomeros no existe un cambio en la longitud
de los filamentos gruesos o delgados. Esto es conocido como el mecanismo de
deslizamiento de filamentos de la contraccion muscular.

Durante el acortamiento cada puente cruzado se une a un filamento delgado, moviéndose
en un arco tal y como un remo en un bote. Este movimiento giratorio de muchos puentes
cruzados fuerza a los filamentos delgados en los extremos de la banda A hacia el centro
del sarcémero, provocando el acortamiento del sarcomero (Fig.6).
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Fig. 6 Puentes cruzados en los filamentos gruesos se unen a la actina en los filamentos delgados
sometiéndose a un cambio conformacional que impulsa a los filamentos delgados hacia el sarcomero
(solamente 2 de los aproximadamente 200 puentes cruzados en cada filamento son mostrados). Imagen
tomada de Mattews G. 4th Ed., 2003.

Un movimiento de un puente cruzado produce s6lo un muy pequefio movimiento de un
filamento delgado relativo a un filamento grueso. Aunque una fibra muscular permanezca
“girada”, los puentes cruzados seguiran repitiendo esos movimientos giratorios muchas
veces, resultando en un gran desplazamiento de los filamentos.

La habilidad de una fibra muscular de generar fuerza y movimiento, depende de la
interaccion de dos proteinas contractiles llamadas miosina en los filamentos gruesos y
actina en los delgados ademas de energia provista por ATP y Ca?".

Una molécula de actina es una proteina globular compuesta de un solo polipéptido que se
polimeriza con otras actinas, formando dos cadenas helicoidales entrelazadas. Cada
actina tiene un sitio de enlace para miosina. La molécula de miosina por otra parte, esta
compuesta por dos cadenas pesadas de polipéptido y por otras cuatro cadenas mas
ligeras. Estos polipéptidos se combinan para formar una molécula que consiste en dos
cabezas globulares (contiendo cadenas gruesas y delgadas) y un tallo largo formado por
dos cadenas pesadas entrelazadas. El tallo de cada molécula de miosina se encuentra a
lo largo del eje del filamento delgado y las dos cabezas globulares se extienden hacia los
lados, formando los puentes cruzados. Cada cabeza globular tiene dos sitios de enlace,
una para actina y una para ATP.

Las moléculas de miosina en los extremos de cada filamento grueso se orientan en
direcciones opuestas, asi como los extremos de sus tallos se direccionan hacia el centro
del filamento. La fuerza de los puentes cruzados mueven los filamentos delgados en los
dos extremos del sarcomero hacia el centro durante el acortamiento.

El rol de troponina, tropomiosinay el Ca®* en la contraccién muscular

La troponina es una molécula compuesta por dos polipéptidos entrelazados con una
longitud aproximadamente igual a siete moléculas de actina. Las cadenas moleculares de
tropomiosina estdn sujetas a la actina del filamento delgado. Estas moléculas de
tropomiosina parcialmente cubren los sitios de enlace de la miosina con cada molécula de
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actina, lo que impide que los puentes cruzados entren en contacto con la actina. Cada
molécula de tropomiosina mantiene su posicion de bloqueo por la troponina. Una
molécula de troponina se enlaza a cada molécula de tropomiosina y regula el acceso de
los sitios de enlace de la miosina sobre las siete moléculas de actina en contacto con la
tropomiosina.

El ciclo de los puentes cruzados que unen actina, ocurre cuando las moléculas de
tropomiosina son alejadas de sus sitios de bloqueo de actina. Esto ocurre cuando el Ca*
se enlaza a sitios especificos sobre la troponina. La unién de Ca*" produce un cambio en
la forma de la tropomiosina, debido a la vinculacién de troponina a la tropomiosina. La
tropomiosina permite que la miosina se aleje de los sitios de enlace de cada molécula de
actina. Inversamente, al retirar el calcio, la troponina invierte el proceso inactivando la
actividad contractil.

Por lo tanto la concentracién de Ca?" citoplasmético determina el nimero de sitios de
troponina ocupados por Ca®*, que a su vez determina el nimero de sitios de enlace
disponibles de actina para la unién de los puentes cruzados.

Acoplamiento excitacién — contraccidon

El acople excitaciobn — contraccion, se refiere a la secuencia de eventos por los cuales un
potencial de acciéon en la membrana plasmatica de la fibra muscular conduce a los
puentes cruzados a realizar los procesos ya mencionados durante la contraccion
muscular. La membrana plasmatica del musculo esquelético es una membrana excitable
capaz de generar y propagar potenciales de accion.

En el estado de reposo, la concentracion de calcio en el citoplasma alrededor de los
filamentos gruesos y delgados, es muy bajo, cerca de 10" mol/L. A estas concentraciones
tan bajas de Ca?*, muy pocos sitios de enlace sobre la troponina estan ocupados, por lo
que la actividad de los puentes cruzados se encuentra bloqueada por la tropomiosina.
Seguido a un potencial de accién, hay un incremento en la concentracién del Ca®*
citoplasmatico, enlazandose el Ca?* a la tropomiosina, inhibiendo el efecto bloqueador de
la tropomiosina y permitiendo el ciclo de los puentes cruzados. La fuente para el
incremento del Ca®" citoplasmatico, es el reticulo sarcoplasmatico en el interior de la fibra
muscular.

Reticulo sarcoplasmatico El reticulo sarcoplasmatico en el misculo es homélogo al
reticulo endoplasmico encontrado en la mayoria de las células y forma una serie de
estructuras alrededor de cada miofibrilla (Fig.7), un segmento alrededor de la banda Ay
otro en la banda I. En el extremo de cada segmento hay dos regiones alargadas,
conocidas como cisternas terminales, que estan conectados unos con otros por una serie
de pequefios elementos tubulares. Las cisternas terminales almacenan Ca? que es
liberado después de la excitacion de la membrana celular.

26



()
Apertura del Tubulo Membrans Plasmatica

Transverso para el fluido Fibra Muscular
Extracelular !

Tubulos Miofibrilla

Segmentos
Transversos

del Reticulo
Sarcoplasmati
®)

Reticulo
Sarcoplasmatico

Miofibrilla

Citosol

Membrana
Plasmatica

Tubulos
Transversos

Sacos 1 : G % i
Laterales ; : \ ‘o

mitocondrias '

Fig. 7 (a) Diagrama que representa el reticulo sarcoplasmico, los tlbulos transversos y las miofibrillas. (b)
estructura anatémica de los tubulos transversos y el reticulo sarcoplasmico en una sola fibra muscular.
Imagen tomada de Mattews G. 4th Ed., 2003.

El tubulo transverso (tubulo T) cruza la fibra muscular en el nivel de cada unién A-l,
pasando entre cisternas terminales adyacentes y eventualmente uniéndose a la
membrana plasmética. El lumen del tdbulo T es continuo al liquido extracelular alrededor
de la fibra muscular. La membrana de los tubulos T, como la membrana plasmatica, es
capaz de propagar potenciales de accion. Una vez inicializado en la membrana
plasmatica, un potencial de accion es rapidamente conducido sobre la superficie de la
fibra y hacia dentro de ésta por medio de los tubulos transversos. El potencial de accién
en un tubulo T adyacente a una cisterna terminal activa las proteinas de los canales
ibnicos dependientes de voltaje en la membrana de los tabulos transversos que enlaza
fisica o quimicamente a los canales de Ca®* en la membrana de las cisternas terminales.
La despolarizacion del tabulo T por un potencial de accion provoca la apertura de los
canales de Ca* en las cisternas terminales, permitiendo la difusién de Ca*" desde el
lumen de las cisternas terminales hacia el citoplasma. El aumento en la concentracion de
Ca?* citoplasmatico normalmente es suficiente para activar todos los puentes cruzados de
la fibra. La contraccion continua hasta que el Ca®* es removido por la tropomiosina y esto
se logra por la reduccién en la concentracién de Ca** en el citoplasma. La membrana del
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reticulo sarcoplasmico contiene proteinas transportadoras, Ca-ATPasas, que bombean de
regreso iones de Ca?* desde el citoplasma hacia el lumen del reticulo. [20, 22]

Electrofisiologia celular

El estudio de las propiedades eléctricas de las células excitables ha sido vital para la
comprension de los mecanismos intimos por los cuales las células inician y regulan la
funcion celular comandada por la actividad eléctrica.

Ejemplos tipicos de células excitables son las musculares, glandulares y nerviosas, en las
cuales la actividad eléctrica induce la contraccion, la liberacion de hormonas y el
procesamiento de informacion, respectivamente. El estudio de las propiedades eléctricas
de las células se ha extendido a las células no excitables, en las cuales, a pesar de no
presentar patrones eléctricos caracteristicos de las células excitables (potenciales de
accion), los cambios en su potencial de membrana juegan un papel relevante en la
funcion celular [23].

Actividad eléctrica de las células excitables

En las membranas de casi todas las células del organismo hay potenciales eléctricos.
Algunas células como las nerviosas y musculares son excitables, es decir capaces de
generar impulsos eléctricos rapidamente cambiantes en sus membranas. Estos impulsos
se pueden utilizar para transmitir sefiales a lo largo de las membranas nerviosas o
musculares.

El Potencial de Reposo

El potencial de reposo es el voltaje a través de la membrana de una célula no estimulada.
Las células excitables se caracterizan porque mantienen continuamente un potencial
eléctrico diferente entre el interior y el exterior celular. Este potencial de reposo se
encuentra en la mayoria de los casos en un intervalo entre los -50 a -90mv, el potencial
de reposo de las grandes fibras musculares esta cerca de los -90mv, mucho mas negativo
que el del liquido intersticial en el exterior de la fibra, la membrana en el estado de reposo
es mas de 50 - 100 veces mas permeable a los iones de potasio que a los iones de sodio.

Todas las membranas celulares poseen una bomba de sodio-potasio que impulsa sodio al
exterior de la fibra y potasio hacia al interior, de esta forma se mueve méas cantidad de
cargas positivas al exterior que al interior, produciéndose asi una carga negativa al interior
de la célula y una positiva al exterior de la misma [23].

El Potencial de Accién

Las sefiales nerviosas se transmiten mediante potenciales de accién que son cambios
rapidos en el potencial de membrana, es una inversién del potencial de membrana con
una duracién de algunos milisegundos y puede llegar hasta +30mV. Obedece a la regla
de todo o nada: un estimulo debe ser lo suficientemente grande como para despolarizar a
la neurona por encima del valor umbral, si no se alcanza el umbral no hay disparo, si
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rebasa el umbral, el potencial de accidén siempre tiene el mismo tamafo. Las neuronas no
pueden excitarse durante la despolarizacion y son dificiles de excitar durante la
repolarizacion.

Estos constituyen los periodos refractarios absolutos y relativos que limitan la velocidad
méxima de disparo y restringen la propagacion del potencial de acciébn en una sola
direccion.

Partes del potencial de accién:

1.- Potencial en reposo (antes de que se dé el estimulo).

2.- Periodo de latencia (tiempo en que tarda en llegar el potencial al registro).

3.- Fase de despolarizacion (se hace positivo el potencial).

4.- Sobretiro 0 meseta (cuando el potencial esté invertido).

5.- Fase de repolarizacién (se hace negativo el potencial de nuevo).

6.- Fase de hiperpolarizacion (se hace mas negativo que el potencial en reposo).

Los potenciales de accidén son producto de la apertura de los canales de Na+ voltaje
dependientes. Las caracteristicas de los potenciales de accién, como disparo a un voltaje
umbral y periodo refractario, se deben a los diferentes estados que sufre el canal de Na+
que se enumera en el ciclo siguiente: 1 = reposo, 2 = activo, 3 = inactivo, 4 = reposo.

En el periodo refractario absoluto no hay respuesta, porque los canales de Na+ estan en
estado inactivo. El proceso de repolarizacién es debido a la apertura tardia de canales
de K" voltaje dependientes, ademas de la inactivacion de los canales de Na'. La
hiperpolarizacion es producto del cierre lento de los canales de K* voltaje dependientes
[23].

Propagacion de los potenciales de accion.

En el punto donde se aplicé el estimulo aparecen cargas de sentido opuesto, lo que
genera corrientes idnicas. Esta zona activa comienza a atraer cargas de sentido contrario
de las zonas vecinas (las que son llevadas por flujos ionicos); esto hace disminuir el
potencial de membrana en el punto vecino y se genera otro potencial de accién. Por eso
se dice que es una respuesta auto propagada; es como si el potencial de accién fuera el
estimulo para el lugar vecino. La propagacion del impulso se puede dar en cualquier
sentido, incluso en ambos sentidos, es bidireccional en la fibra nerviosa [23] cuando
estimulamos en alguna region del axén, aunque normalmente es unidireccional debido a
que el potencial de accion se propaga del soma hacia la terminal nerviosa, la inactivacion
de los canales de Na’ garantiza que sea unidireccional la propagacion normal del
potencial de accion.
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Técnicas de Registro Celular
Registro Intracelular

La técnica consiste en la insercion de un microelectrodo con punta muy fina, en el interior
celular para la obtencion de la sefal eléctrica. EI microelectrodo se encuentra en
continuidad eléctrica con un seguidor de voltaje. Al insertar el microelectrodo en la célula
se obtiene un potencial de DC denominado potencial de reposo.

La técnica de registro intracelular permite la medicién del potencial de membrana ya sea
del reposo o bien durante la produccién de potenciales de accion. Ademas permite
inyectar corriente al interior celular para modificar el potencial de membrana [23].

Fijacién de Voltaje

La técnica de fijacion de voltaje permite controlar el potencial de membrana, manteniendo
su magnitud y polaridad en valores seleccionados. El tiempo que el potencial de
membrana se mantiene fijo es variable y depende de la rapidez de activacion de la
poblacion de canales idnicos voltaje dependientes en estudio.

La técnica permite la aplicacion de un voltaje de DC, denominado potencial de
mantenimiento, para polarizar la célula a un valor deseado, el cual suele ser el valor del
potencial de reposo. A partir del potencial de mantenimiento se aplican a la célula pulsos
rectangulares de voltaje (pulsos comando) de diferente magnitud para modificar
transitoriamente el potencial de membrana, y de esta manera evocar corrientes iénicas
transmembranales por la apertura de los canales voltaje-dependientes. El analisis de las
corrientes iénicas obtenidas con la técnica de fijacion de voltaje brinda informacién sobre
la dependencia del voltaje y del tiempo de los mecanismos de activacion de los canales
ionicos [23].

Cultivos celulares bidimensionales (2D)

Desde la llegada del cultivo de células eucariotas desde hace mas de 40 afios, los
sustratos mas comunes para apoyar el crecimiento celular se han hecho a partir de
poliestireno o de vidrio y han tomado la forma de una superficie plana de dos dimensiones
[24]. Miles de estudios publicados que van desde la seleccién de farmacos para el cancer
hasta la biologia del desarrollo, se han basado en este formato para el crecimiento de
células adherentes. Una de las principales criticas de estos estudios es la suposiciéon de
que la fisiologia de las células animales puede ser reproducida con exactitud utilizando
una mono capa celular.

Los cultivos celulares son un procedimiento tecnolégico de mantenimiento y estudio de
células vivas en un medio artificial, que permite reproducir de forma bastante fiable, las
condiciones biolégicas que las células tienen en su lugar de origen. Las areas de
aplicacion potencial de los cultivos celulares se han ido ampliando de forma progresiva,
por lo que constituyen ya una técnica habitual en muchos procedimientos de investigacion
[24, 25].
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Los cultivos celulares han ayudado al estudio de las interacciones celulares, estos
estudios han permitido tener una comprension detallada de los mecanismos quimicos y
eléctricos involucrados en la sinapsis en general, y del control nervioso de las fibras
musculares en particular. Asimismo, han permitido comprender los mecanismos
involucrados en algunas patologias que afectan a los diferentes tipos celulares, en
particular al muasculo esquelético y motoneuronas, y la accion de los farmacos empleados
en su tratamiento [23, 26].

Potencialmente todas las células son cultivables pero cada una de ellas presenta
peculiaridades y requerimientos especificos. Ello hace que existan numerosos modelos
diferenciados de cultivo celular. Segun su estructura, se pueden diferenciar tres grandes
grupos de cultivo celular: cultivo de 6rgano, cultivo de tejido y cultivo de células aisladas
[27].

El cultivo de células aisladas es un sistema biolégico que logra la supervivencia fuera del
organismo de células independientes, pero capaces de dividirse y mantener sus funciones
in vitro. Esta Gltima modalidad se denomina también cultivo en mono capa o suspensiéon y
es la mas utilizada [28-30].

Dentro de los modelos de estudio utilizando cultivos celulares en mono capa, se utilizan
tres tipos de modelos celulares: 1. lineas celulares, 2. células troncales y 3. células
obtenidas de cultivos primarios. Las lineas celulares son modelos bioldégicos que son
manipulados genéticamente para detener el mecanismo de control del ciclo celular y asi
poder multiplicarse de manera infinita.

Las células troncales o “stem cell (SC)”, son células no diferenciadas, es decir células que
aun no estan totalmente diferenciadas, éstas se encuentran en la masa interna celular de
los embriones auln en estado de blastula. Tienen la capacidad Unica de dividirse en cultivo
y mantienen su pluripotencialidad, es decir, el poder diferenciarse dentro de mdultiples
tipos celulares especializados a partir de las tres capas germinales (ectodermo,
mesodermo, endodermo) [31].

Su diferenciacion hacia otros tipos celulares especificos se ha logrado in vitro a través del
cultivo en suspension de cuerpos embrionarios (EBs) [32, 33], los cuales son agregados
de células troncales, su desarrollo es reminiscente a la embriogénesis uterina embrionaria
[34]. Estos cuerpos embrionarios son tratados con factores de crecimiento apropiados
para diferenciarse en un tipo celular especifico, por ejemplo, factores de crecimiento
neuronal, una proteina hormonal, pueden inducir en cultivo la diferenciacion de células
troncales en células nerviosas maduras, neuronas capaces de transmitir sefiales
eléctricas y quimicas notablemente similares a las células nerviosas en el cuerpo [35-37].

Los cultivos primarios son muestras de tejido que se extraen de un animal y que son
sometidas a diferentes procedimientos quimicos y mecanicos de separacion, hasta
obtener las células que se quieran cultivar, por ejemplo células de masculo esquelético o
motoneuronas [38-42]. Han sido hasta la fecha, de los mejores modelos bilégicos
utilizados en diferentes estudios, sin necesidad de utilizar factores externos para lograr o
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mantener la adecuada diferenciacién de un tipo especifico de célula, como es el caso de
los diferentes factores de crecimiento y de diferenciacién utilizados en los cultivos de
lineas celulares o de células troncales.

Cultivos celulares tridimensionales (3D)

La presentacién de una célula eucariota a un sustrato de vidrio o de poliestireno de dos
dimensiones no es una representacion exacta de la matriz extracelular que se encuentra
en el tejido nativo. Como resultado, muchas respuestas bioldégicas complejas tales como
la expresidn del receptor, la expresion transcripcional, la migracion celular y la apoptosis,
difieren de forma significativa del 6rgano o tejido en el que se producen. Ademés se ha
demostrado que ciertos procesos celulares relacionados con la diferenciacion y la
morfogénesis se producen preferentemente en cultivo 3D en lugar del 2D [43].

El ciclo de vida de una célula normal, involucra una serie controlada de eventos bien
definidos: divisién, proliferacion, migracibn y apoptosis, los cuales se basan
inherentemente, en los principios de organizacion espacial y temporal. El cultivo de las
células en dos dimensiones es posiblemente demasiado simple y pasa por alto muchos
parametros que son importantes para la reproduccién precisa de células y la fisiologia de
los tejidos. Estos incluyen sefiales mecanicas, la comunicacion entre la célula y su matriz
y la comunicacién entre células adyacentes. En el punto de la comunicacion intercelular,
muchos experimentos en cultivo de dos dimensiones no toman en cuenta la interaccion
entre diferentes tipos de células, ya que la gran mayoria de los cultivos en monocapa son
de un solo tipo celular. Los co-cultivos 2D logran superar algunas de estas deficiencias,
pero estan lejos de poder reproducir con precision la funcion celular observada dentro de
un tejido [43].

Es necesario encontrar un mecanismo que nos permita tener un cultivo en el cual la
superficie de crecimiento no se vea limitada a 2D y sea un modelo mas cercano a una
muestra in vivo, por lo que se han empleado los cultivos celulares tridimensionales (3D)
qgue buscan mantener las caracteristicas o arquitectura del tejido in vivo, ya que éste nos
brinda una geometria bien definida, la cual hace posible relacionar directamente la
estructura con la funcién [44].

Para estos crecimientos volumétricos se utilizan las matrices para cultivo tridimensional
conocidas como andamios, los cuales fueron introducidos para superar las limitaciones de
una superficie bidimensional. Estas matrices 0 andamios, son substratos porosos que
pueden soportar el crecimiento celular, organizacion y diferenciacion dentro o fuera de su
estructura. Existe una gran variedad de matrices 3D debido a la diversidad de células que
existen; se busca que cada matriz pueda solventar las demandas que cada tipo celular
requiera [45] y representen mejor la geometria, quimica y ambiente natural de
sefializacién de la membrana extracelular, como es el andamio natural que la célula tiene
para su crecimiento [45, 46].

Se han desarrollado andamios utilizando diversos biomateriales, especificamente los
siguientes: hidrogeles; andamios personalizados, andamios fibrosos, andamios porosos,
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micro esferas, andamiaje propio del tejido nativo. Diversas técnicas de fabricacién estan
disponibles para estos andamios, sin embargo, no hay un andamio universal. El tipo de
andamio que se utilizara depende de la funcién propuesta del andamio y de las
caracteristicas deseadas.

Una amplia gama de caracteristicas que determinan los criterios de disefio para andamios
3D incluyen lo siguiente: biomaterial, biocompatibilidad, biodegradabilidad, porosidad,
tamafio de poro, geometria, co-cultivo de células, forma y tamafo, interconectividad
orientacion, propiedades mecanicas (resistencia a la traccion, médulo de elasticidad) [47],
incorporacién de sefiales fisicas y la capacidad para atrapar sefales solubles,
incorporacion de variantes de ECM (matriz extracelular).

La caracteristica principal de los andamios fibrosos es su estructura de fibras, ya que
proporciona un area de superficie grande para la fijacion celular. Estos andamios tienen
distancias relativamente elevadas entre las fibras, lo que facilita la nutricion y el
intercambio de gases asi como la infiltracion celular. Polimeros naturales y sintéticos se
han explorado para la sintesis de los andamios fibrosos. Estos incluyen el colageno, acido
hialuronico (HA), seda, quitosano, acido Poli-Lactico (PLA), acido Poli-Glicélico/Léactico
(PLGA) y Poli-Caprolactona (PCL) [48].

Una de las técnicas mas utilizadas para obtener andamios fibrosos es el electrohilado,
esta técnica se utliza para producir fibras continuas de didmetro micrométrico a
nanométrico, por pulverizacién electrostatica de los revestimientos de polimeros. Los
andamios electrohilados tienen amplias aplicaciones en la ingenieria de tejidos
neuronales [49-51]. Se utilizan principalmente para proporcionar orientacién estructural
para el crecimiento de neuritas y la extensién axonal. El electrohilado es ventajoso para la
produccién de fibras ultrafinas con orientacion especial, alta relacion de aspecto, alta area
superficial y tamafio de poro controlado.

Como en el caso del crecimiento celular en monocapa, en donde casi todas las células
son potencialmente cultivables, en los cultivos tridimensionales, se conserva el mismo
principio, por lo que de igual manera, podemos tener diferentes tipos de crecimientos
celulares tridimensionales, un ejemplo de ellos son los crecimientos de células
musculares y motoneuronas [52-65].

Asi pues, una de las aplicaciones de los cultivos tridimensionales musculares, es buscar
modelos de estudio que nos permitan comprender mejor la morfogénesis muscular, y a su
vez poder buscar sustitutos biolégicos con el fin de poder restaurar y mantener intactas
las propiedades fisiol6gicas y estructurales del musculo, que se pueden ver afectadas por
la pérdida de tejido debido a cirugias, defectos congénitos, extirpacién de tumores o dafio
funcional debido a una variedad de miopatias [52-58].

Dentro de estos estudios del crecimiento tridimensional de musculo, se han realizado
diferentes técnicas de cultivo sobre diferentes tipos de andamios electrohilados de PLA y
PCL con fibras organizadas, han sido utlizadas como superficies de crecimiento
muscular, ya que para este caso en particular, se debe de mantener la organizacion
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estructural del masculo para tener un adecuado crecimiento in vitro que guarde la
morfologia de una muestra in vivo, ya que la estructura de las fibras debe ser ordenada de
forma paralela para que las células puedan crecer de forma ordenada y se pueda
mantener la biomecénica del masculo [59-65].

Los cultivos volumétricos de células nerviosas de la médula espinal asi como de
motoneuronas, han sido utilizados como modelos in vitro, para desarrollar adecuados
métodos de tratamiento y para el entendimiento de los mecanismos involucrados en las
enfermedades neurodegenerativas, patogénesis de enfermedades, dafios por trauma
cerebral, y ayudar a la regeneracién nerviosa en dafios a la médula espinal [66-69].

Los biomateriales poliméricos son ampliamente preferidos como andamios para la
regeneracion del nervio periférico y central, tanto in vitro como in vivo [70-73]. Hay una
amplia variedad de polimeros disponibles con biodegradabilidad programable, de
naturaleza no téxica/no inflamatoria, propiedades mecanicas similares a las del tejido a
ser reemplazado, de alta porosidad que promueve la unién celular y el crecimiento,
econdmicos con procesos sencillos de fabricacién, junto con un potencial de modificacion
quimica que produzca un aumento de la interaccion con el tejido normal [74]. Polimeros
naturales (quitosano, quitina, colageno, gelatina, alginato), polimeros no degradables
sintéticos (silicona), polimeros sintéticos biodegradables tales como PLGA, poli (e-
caprolactona (PCL), &cido poli L-lactico (PLLA), y polimeros conductores (polipirrol,
polianilina) se han utilizado en diversos enfoques de la regeneracién del nervio [38, 75-
77].

Polimerizacion por plasma

Ademas de buscar un adecuado soporte de crecimiento, es importante que las superficies
de los andamios interactlien de forma adecuada con la célula, es decir, que el andamio
ademas de permitir el crecimiento volumétrico, brinde un adecuado anclaje a las células,
ayudando al crecimiento y a la diferenciacién celular. Con la finalidad de potencializar el
crecimiento y anclaje celular, se han desarrollado diferentes métodos para modificar las
superficies de un material, un ejemplo de ello, es el uso del pirrol, que es compuesto
guimico organico aromatico y heterociclico que se puede sintetizar por polimerizacién por
plasma y obtener Poli-Pirrol (PPy), el cual ha sido utlizado para el tratamiento de
superficies [78, 79].

La polimerizacién de pirrol por plasma, es el proceso de formacion de materiales
poliméricos bajo la influencia de un gas parcialmente ionizado, sin necesidad de utilizar un
compuesto quimico oxidante. Es un proceso por medio del cual se pueden sintetizar
polimeros sobre las superficies expuestas al plasma y es un método efectivo para la
preparacion de peliculas delgadas, con estructura densa y entrecruzada, con baja
degradacion [80].

Estas peliculas depositadas sobre diferentes tipos de materiales han sido utilizadas como
superficies de crecimiento celular [76, 81], asi como para pruebas in vivo [80, 82]. Al ser
un material biocompatible y bioinerte, no altera las propiedades bioldgicas de las células
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permitiendo un adecuado anclaje y crecimiento celular, esto debido a la gran cantidad de
grupos amina (-NH2) y de otros grupos funcionales que se depositan en la superficie
durante el proceso de polimerizacion del pirrol por plasma [83-85].
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Metodologia
Polimerizacién por Plasma e Infrarrojo por transformada rapida de Fourier (FT-IR)

Los cubreobjetos, asi como las camas electrohiladas de PLA, fueron sintetizados por
plasma, por medio de un reactor con descarga de resplandor de baja presién, se utilizd
como mondémero pirrol (98% Sigma-Aldrich). Esto se realizé en un reactor tubular de vidrio
con electrodos de acero inoxidable, con la configuracion mostrada en la Fig.8. Los
cubreobjetos asi como las fibras electrohiladas, fueron colocados en el reactor de plasma,
a una frecuencia de oscilacion de 30 watts (Dressler Cesar, RF Power Generator) por 10
min. a una presion de vacio de 3x10 Torrs (Edwards Active Gauge Controller). Al obtener
el recubrimiento de los materiales, éstos se guardaron y colocaron bajo luz UV para
asegurar su esterilidad en experimentos posteriores.

Para conocer los grupos funcionales que componen el PPy se decidi6 realizar un analisis
infrarrojo por transformada de Fourier, se elaboré una pastilla de Bromuro de potasio
(KBr), el KBr fue colocado en un dado estandar para FT-IR y se aplico una presion de 9
Tons/5 min. La pastilla fue colocada dentro del reactor de plasma durante la
polimerizacién de los materiales. Una vez polimerizada se colocd en el lector FT-IR
(Perkin Elmer).

Pyrrole
Active E‘Iectrode Grounded Electrode

— 4‘] © o D: ——
@ OCO\ES'pS ]

Cesar RF Power
Generator

Fig. 8 Configuracion del reactor de plasma (Imagen tomada de Zufiga-Aguilar et. al 2014)

36



Cultivos Celulares Primarios
Células de musculo esquelético de raton

Los cultivos primarios derivados de los muasculos esqueléticos consisten principalmente
de mioblastos y fibroblastos, el siguiente protocolo nos permite la purificacion de la célula
miogénica de una poblacion mezclada.

Materiales:

70 % etanol

Buffer salino de fosfatos estéril (PBS, GIBCO)
Colagenasa/Dispasa/CaCl, en solucion (BAYER)

Medio de cultivo de pre-sembrado

Medio de crecimiento de mioblastos primarios (F-10, GIBCO)

Medio de crecimiento de mioblastos primarios (F-10/DMEM, GIBCO)
Medio de Fusion

Ratones neonatos, preferentemente de 1- 3 dias de edad (Ratones de la cepa CD-1)
Tijeras quirdrgicas punta curvada

Pinzas para micro diseccion

Microscopio estereoscopico de bajo poder

Platos de cultivo 35mm

- Aislamiento del Musculo

Se sacrificaron de 1-5 ratones neonatos de 1-3 dias por inhalacion de isofluorano. Se
limpiaron los miembros superiores e inferiores con etanol al 70 % y se removieron con
tijeras estériles. Se retir6 la piel de los 4 miembros, posteriormente se separé el musculo
de los huesos con ayuda de pinzas de microdiseccion. La diseccion es mas sencilla si se
realiza bajo un microscopio estereoscépico. El tejido se mantuvo en un plato de cultivo
con PBS sobre hielo.

- Disociacién de las células musculares y pre-sembrado

El tejido fue colocado en un plato de 100 mm de cristal, se cubrié completamente el tejido
con PBS y se comenz6 con la disgregacion del tejido utilizando pinzas de microdiseccion.
Una vez que se disgreg6 el tejido se aplic6 una solucién enzimatica previamente
preparada de 2ml de Colagenasa D [1.5 U/ml], 2ml de Dispasa Il [2.4 U/ml] y 100 ul CaCl,
[2.5 mM].

Se coloco el plato dentro de la incubadora por 15 min. y se continud la disgregacion
mecénica repitiendo el proceso de incubacion y disgregacion 5 veces mas. Se agregaron
10 ml de medio de pre-siembra suplementado con 90 % de Ham’s F-10 (GIBCO), 10 % de
Suero de becerro recién nacido (NBCS, GIBCO) y 1 % de Anti-Anti (GIBCO) y se filtré a
través de un filtro de 80 um de didmetro (SIGMA) para remover las piezas grandes de
tejido que hayan quedado. La solucion filtrada se centrifugo por 5 min. a 1400 rpm.

Se retird el sobrenadante y se realiz6 la pre-siembra de las células con medio de pre-
siembra por 20 min. dentro de la incubadora. Se eliminaron las células no adherentes

37



girando suavemente el plato y enjuagando con 1 ml de medio de pre-siembra, y se aspird
la suspension de células en un tubo conico de 15 ml.

- Cultivo y diferenciacién de las células musculares

Las células se centrifugaron por 5 min. a 1400 rpm. Se resuspendié el boton de células
en 2-4 ml de medio de crecimiento de mioblastos primarios (F-10) suplementado con:
80 % de Ham’s F-10, 20 % NBCS, 50 uL de Factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF,
GIBCO) y 1 % de antibi6tico-antimicético. Se colocaron en platos de cultivo de 100 mm
con 10 ml de medio. Se mantuvieron las células bajo las condiciones de crecimiento de
temperatura y atmdésfera (5 % CO, a 37 °C). El medio de cultivo se cambié cada 2 dias,
las células se subcultivaron por al menos 30 dias para realizar la depuracién de los
fibroblastos existentes en el cultivo.

Una vez que se eliminé la mayor poblacién de fibroblastos, se cambié el medio de
crecimiento de mioblastos por medio enriquecido para mioblastos (F-10/D-MEM)
suplementado con 40 % de Ham’s F-10, 40 % de D-MEM, 20 % NBCS, 50 ul bFGF y 1 %
de Anti-Anti. Cuando se obtuvo una poblacion mayoritaria de mioblastos se procedi6 a la
fusién celular para provocar la formacién de miofibrillas en el cultivo. EI medio de fusiéon
fue suplementado con 95 % de D-MEM, 5 % Suero de Caballo Inactivado (HS, GIBCO) y
1 % de antibiotico-antimicaotico.

- Sembrado sobre cajas de cultivo y cubreobjetos recubiertos con PPy

Una vez que se obtuvo la depuracién de los fibroblastos se procedié a realizar el
sembrado de las células sobre cajas de cultivo de 35 mm y en cubreobjetos recubiertos
superficialmente con PPy.

Se sembraron 10x10° células en 1 ml de medio enriquecido para mioblastos (F-10/D-
MEM). Se colocaron dentro de la incubadora a 37 °C y 5 % de CO,. Una vez que se lleg6
a una confluencia celular del 50%, se cambié el medio enriquecido por medio de fusion
para provocar la formacion de miotubos en el cultivo.

- Crecimiento Alineado de células musculares primarias

Se realizé el sembrado de las células en cajas de cultivo de 35 cm y sobre cubreobjetos
polimerizados con PPy, en las cuales previamente se hicieron lineas paralelas de silicon
para limitar el crecimiento celular a un area determinada y generar un crecimiento
alineado de las células, se dej6 un espacio de 5 mm entre cada linea de silicon (Fig.9).
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Fig. 9 Aplicacion de lineas de silicén sobre cajas para cultivo celular

Las células fueron sembradas entre las lineas dibujadas de silicon colocando 1x10°
células en 1ml de medio divido entre las 3 lineas de crecimiento (Fig.10); se mantuvieron
con medio de cultivo enriguecido para mioblastos hasta que se adhirieran y llegaran a una
proliferacién del 40 %, posteriormente se les cambié el medio por medio de fusion, las
células se mantuvieron por 15 dias.

Fig.10 Sembrado de las células entre los rieles de silicon

Obtencion de los modelos celulares de motoneuronas

Para poder tener un modelo adecuado de motoneuronas que cumplieran con las
caracteristicas morfolégicas y eléctricas, se realizaron diferentes pruebas de obtencion,
utilizando 3 tipos de técnicas de obtencién:

- Diferenciacion de las células troncales embrionarias HBG3.

- Cultivo primario de células nerviosas de médula espinal de ratén

- Purificacién de motoneuronas por Lectina a partir de células nerviosas de médula
espinal de raton.
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Diferenciacion de células troncales embrionarias de ratébn a motoneuronas

Las motoneuronas derivadas de células troncales embrionarias fueron donadas por el Dr.
Ivan Velasco del Departamento de Neurociencias del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM, las cuales se cultivaron con los protocolos reportados en la literatura [86-88].

Se ocuparon las células troncales de raton HBG3 que expresan GFP bajo el control del
promotor HB9 el cual es util para identificar las neuronas con un fenotipo de motoneurona.
Las células fueron crecidas sobre una capa de fibroblastos embrionarios de raton
mitGticamente inactivados con Mitomicyn, cultivados con medio de cultivo DMEM,
suplementado con aminodcidos no esenciales, 2-mercaptoetanol, penicilina y
estreptomicina, 15 % de suero fetal de becerro y 1000 U/ml de factor inhibitorio de
leucemia (LIF) para mantener su pluripotencialidad (todo obtenido de GIBCO).

Subsecuentemente las células fueron plantadas en platos de cultivo tratados con gelatina
de piel de cerdo y crecidas hasta un 80 % de su confluencia, posteriormente fueron
tripsinizadas y mantenidas en suspension sobre placas bacterianas para formar cuerpos
embrionarios. Los cuerpos embrionarios fueron cultivados con el medio anteriormente
descrito durante 2 dias y posteriormente tratados con 2 uM de &cido retinoico (RA,
GIBCO), junto con una variada concentracién de recombinante sonic hedgehog human
(SHH, R&D) por otros 4 dias. Finalmente los cuerpos embrionarios fueron disociados
usando una solucion de 0.2 % de papaina/l mM de L-cisteina (SIGMA). La suspensién se
sembré en placas multi pozo tratados con 0.1 % de Matrigel y en cubreobjetos recubiertos
con PPy; las células fueron mantenidas con medio de diferenciacion DFNK consistente
del medio de cultivo DMEM-F12K y medio Neurobasal suplementado con una solucion de
2-mercaptoetanol (SIGMA), penicilina y estreptomicina (GIBCO).

Obtencién de células nerviosa de ratén
- Diseccién de la médula espinal

Se utilizaron hembras prefiadas (E13) que fueron sacrificadas por inhalacion de
isofluorano liquido. Se retiraron cuidadosamente los embriones y se colocaron en una
caja Petri con solucion HBSS (Hans Balance Salt Solution) precalentada (21°C).

Se cortaron la cabeza y la cola de cada embridon con pinzas para microdiseccion. Se
colocaron boca abajo (Fig.11a). Se sujet6 al embrién con un par de pinzas y con el
siguiente par se removio la capa delgada externa de piel. Para abrir la parte central del
corddn espinal se deslizaron suavemente las pinzas a lo largo de la linea media. Para
obtener la region lumbar, se cort6 el cordon espinal a nivel del higado (segmento L1-L6).
Se insertaron las pinzas por ambos lados y con movimientos aserrantes (Fig.11b), se
desprendi6 la médula espinal del embrién.
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Fig. 11 Diseccion de la médula espinal de embriones de raton

Se coloco la parte lumbar del cordén espinal en un nuevo plato con HBSS (Hans Balance
Salt Solution), se coloc6 de tal manera que el canal central abierto quedara hacia abajo
(Fig. 11c). Se retiraron los ganglios de la raiz dorsal (Fig. 11c flechas) por desplazamiento
de las meninges envolventes (Fig. 11d cabezas de flecha). Se us6 el segmento de cordén
espinal de L1-L6 para los procedimientos subsecuentes. Un corddn espinal, dependiendo
del estado gestacional del embrion, puede contener de 5,000-10,000 motoneuronas.

Cada cordodn espinal diseccionado fue almacenado en un microtubo de 1.5 ml con 180 pl
de HBSS y colocado en hielo. Se aplicaron 10 pl de Tripsina al 0.25 % por 20 min. Se
detuvo la reaccién aplicando 1ml de medio Neurobasal con 10 % de Suero Bovino Fetal
(todo obtenido de GIBCO), se tritur6 suavemente el tejido 20 veces con ayuda de puntas
de pipetas de 1 ml, posteriormente se tritur6 nuevamente con puntas de 200 ul por 20
veces mas.

Purificacion de Motoneuronas

Para la purificacién de las motoneuronas del cultivo celular, se cubrié previamente un
plato de cultivo de 100 mm con Lectina a una concentracién de 10 ug/ml. La Lectina se
preparé en solucién TRIS 10 mM (JT. BAKER). Los platos se cubrieron con 10 ml de
Lectina y se colocaron por 30 min dentro de la incubadora. Los platos se lavaron 3 veces
con HBSS y se dejaron cubiertos con HBSS hasta su uso.

Las células fueron colocadas en el plato cubierto con Lectina y llenado con HBSS, se
pipetearon y se homogenizaron suavemente las células moviendo el plato de cultivo. Las
células se dejaron reposar en la Lectina por 60 min. a temperatura ambiente, cubriendo el
plato para evitar cualquier tipo de contaminacion.

Se retir6 muy cuidadosamente el medio del plato y se lavd muy suavemente con HBSS
precalentado a 23 °C para remover los fragmentos celulares que no se anclaron a la
superficie del plato. Inmediatamente después de realizar el Gltimo lavado, se aplicaron
sobre toda la superficie del plato, 500 ul de solucion de despolarizacion, la cual se prepar6
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con 30 Mm de KCl y 0.8 % w/v de NaCl, el plato se coloco en la incubadora por 1 min. Las
células se despegaron de la superficie del plato sacudiéndolo suavemente y se sembraron
en superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina (SIGMA) y PPy.

- Sembrado sobre superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Lamininay PPy

Las células fueron colocadas en platos de cultivo cubiertos con una mezcla de Poli-DL-
Ornitina/Laminina y sobre cubreobjetos polimerizados con Poli pirrol por plasma (PPy). Se
les aplicaron 2 ml de medio de cultivo Neurobasal, suplementado con 10 % de suero de
caballo inactivado, 1x de Glutamina (GIBCO), 1x de suplemento B27 (GIBCO) y 10 nM de
B-Mercaptoetanol (SIGMA).

Una vez que las células se adhirieron a las superficies de cultivo, el medio se cambio6 por
medio de cultivo Neurobasal, suplementado con 10 % de suero de caballo inactivado, 1x
de Glutamina, 1x de suplemento B27, 10 nM de B-Mercaptoetanol y 50 pl de CNTF
(Factor neurotrdfico ciliar).

Cocultivos celulares

Una vez que se obtuvo un modelo adecuado de motoneurona, en este caso,
motoneuronas primarias de raton, se realizé por separado el crecimiento y diferenciacion
celular de células de musculo esquelético de neonato y motoneuronas embrionarias de
raton, se realiz6 el co-cultivo de células primarias de raton para formar la union
neuromuscular de mamifero en cultivo.

Las células de musculo esquelético de raton neonato se dejaron crecer durante 30 dias
para realizar la purificacion de fibroblastos del cultivo y asi asegurar solo el crecimiento de
mioblastos, las células crecieron en forma alineada; se usaron rieles de silicon sobre cajas
de cultivo tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina.

Las células musculares se dejaron crecer hasta que cubrieran el espacio entre los rieles
de silicdn, las células se mantuvieron con medio de crecimiento y una vez que recubrieran
el area de cultivo, el medio de cultivo se cambi6 por medio de diferenciacion celular. Las
células se dejaron diferenciar por 7 dias. Una vez que se obtuvo la alineacion y
diferenciacion de las células de musculo esquelético, se realiz6 el sembrado de
motoneuronas de la médula espinal de embriones de raton. EI cocultivo celular se
mantuvo con medio de crecimiento para motoneuronas. El sembrado de las células se
realiz6 con una proporcion del 30 % de células de muasculo esquelético y 70 % de
motoneuronas. Esto para evitar que una sobre poblacién de células musculares matara a
las motoneuronas en el cocultivo.
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Técnicas de Inmunofluorescencia celular
Células musculares en cajas de cultivo y cubreobjetos recubiertos con PPy

Las técnicas de inmunofluorescencia y de microscopia confocal ayudaron a localizar las
proteinas especificas de células musculares en las diferentes superficies de cultivo
utilizadas. Las células fueron observadas con el microscopio confocal LSM 710
AxioObserver, Carl Zeiss. Las células de cada muestra fueron fijadas con
paraformaldehido al 4 % y glutaraldehido al 25 % por 10 min. Se permeabilizaron las
membranas celulares con Triton al 0.1 % por 10 min. Las muestras fueron lavadas 3
veces con PBS. Se utiliz6 el anticuerpo anti-miosina diluciébn 1:500 junto con el
fluorocromo FITC 1:400. Ademas se localiz6 el ADN celular, marcando los nucleos
celulares con Hoechst 1:500.

Células nerviosas y motoneuronas de raton en Poli-DL-Ornitina/Lamininay PPy

Una vez que las células crecieron sobre las diferentes superficies, se realiz6 el marcaje de
proteinas especificas de células nerviosas y en especifico de motoneuronas. Se
localizaron en los cultivos la proteina especifica Sinaptofisina (Syn) para observar la
presencia de sinapsis celulares dentro del cultivo y Transportadores vesiculares de
Acetilcolina (VChat) para localizar en especifico a las motoneuronas purificadas de los
cultivos celulares. Las células fueron observadas con el microscopio confocal LSM 710
AxioObserver, Carl Zeiss. Las células de cada muestra fueron fijadas con
paraformaldehido al 4 % vy glutaraldehido al 25 % por 10 min. Se permeabilizaron las
membranas celulares con Triton al 0.1 % por 10 min. Se utiliz6 1:1000 anti-sinaptofisina
con el fluorocromo 1:200 Texas-Red; anti-VChat 1:800 con fluorocromo 1:400 FITC (todo
obtenido de GIBCO).

- Viabilidad celular de las células nerviosas sembradas sobre Poli-DL-Ornitina
y PPy

Para poder observar la supervivencia celular de nuestros cultivos se decidi6 medir la
viabilidad celular de la motoneuronas, marcando los nudcleos celulares con Hoechst
[1:500] y se hizo una medicion del diametro nuclear. Las células fueron lavadas con PBS
y se aplicé Hoechst por 15 min a 37 °C. Las células se lavaron 5 veces con PBS y se les
aplico Fluorshield. Las células se observaron con el microscopio confocal LSM 710-
AxioObserver, Carl Zeiss. Una vez que se observé la tincién de los nucleos celulares, se
midi6 el didmetro de los nucleos, con ayuda del software ImageJ y Zen 2011. Se realiz6
un andlisis estadistico con el software GraphPad Prisma 5, para observar si hubo algin
cambio en el didmetro nuclear a lo largo del tiempo de cultivo que fuera un indicativo del
deterioro celular, ya que se tiene reportado, que en células dafiadas el diametro nuclear
se ve reducido en mas del 20 % [89, 90].

Cocultivo celular

Para poder observar en el cocultivo los dos tipos celulares, motoneuronas y musculo
esquelético, se utiliz6 un doble marcaje; ademas para comprobar la formacién de la union
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neuromuscular entre ambas células, se utilizd un marcador especifico de la placa
neuromuscular.

Las células fueron observadas con el microscopio confocal LSM 710 AxioObserver, Carl
Zeiss. Las células de cada muestra fueron fijjadas con paraformaldehido al 4 % y
glutaraldehido al 25 % por 10 min. Se permeabilizaron las membranas celulares con
Triton al 0.1 % por 10 min. Se utilizé anti-VChat 1:800 con fluorocromo 1:400 FITC para
localizacion de las motoneuronas. Se utilizé el anticuerpo anti-miosina 1:500 junto con el
fluorocromo FITC 1:400 para la localizacion de las células de musculo esquelético. En el
caso de la placa neuromuscular se utilizé el conjugado de neurotoxina y fluorocromo (alfa-
bungarotoxina y tetrametilrodamina (1:800)). Se marco el nucleo celular de los dos tipos
celulares con Hoechst 1:500 (todo obtenido de GIBCO). Las muestras fueron montadas
en Fluorshield (SIGMA).

Electrofisiologia celular
Células musculares de ratén

El registro electrofisioldgico de las células de musculo esquelético nos permitié conocer el
comportamiento eléctrico de las células en las diferentes superficies de crecimiento. Las
células fueron bafiadas en solucion extracelular de mamifero compuesta de: 4.5 mM KCl,
151.5 mM NacCl, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl, y 5 mM HEPES con un pH de 7.4 ajustado con
NaOH. Se utilizaron micropipetas de boro silicato, estiradas con el estirador horizontal
Sutter Instruments, Model P-97), obteniéndose pipetas de 60 MQ. Las pipetas fueron
rellenadas con 3M KCI (todo obtenido de JT. BAKER).

Se utilizé la técnica de fijacion de corriente para medir la actividad eléctrica de las células
musculares, Se utiliz6 el amplificador DAGAN 8100 (Single Electrode System). Los
potenciales de accion fueron registrados utilizando la configuracion de fijacion de
corriente, las células fueron estimuladas con pulsos de corriente despolarizante e
hiperpolarizante.

Los protocolos de estimulacion de corriente, asi como la sincronizacion de las sefiales de
adquisicion, se digitalizaron a través de la tarjeta de conversion digital DIGIDATA 1200.
Las sefiales fueron procesadas y analizadas con el programa Clampfit 10.2 y GraphPad
Prisma 5.0. Todos los registros se realizaron a temperatura ambiente.

Células nerviosas y motoneuronas de raton

Se midieron corrientes i6nicas de Na* y K*, asi como los potenciales de accion presentes
en una poblacion de células nerviosas obtenidas de la zona lumbar de la médula espinal
sembradas sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina y Poli Pirrol. Las células que se registraron
fueron aquéllas que presentaron un diametro aproximado a 20 pm.

Se utiliz6 la técnica patch clamp en su configuracién de fijacién de corriente y de voltaje.
Las células fueron bafiadas con solucion extracelular de mamifero, compuesta de: 4.5 mM
KCI, 151.5 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl, y 5 mM HEPES (J.T. Baker, USA), se
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utilizaron pipetas de vidrio de boro silicato (World Precision Instruments, FIL glass 4IN
1BBL NO), las pipetas fueron estiradas utilizando un estirador horizontal (Sutter
Instruments, Model P-97) obteniéndose pipetas con resistencias 2-4 MQ, las pipetas
fueron rellenadas con solucién intracelular de mamifero, compuesta de: 140 mM KCI, 10
mM NacCl, 1mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES (J.T. Baker, USA).

Se utilizé el amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments), en su configuracién de
fijacion de voltaje, se fijo a un voltaje de mantenimiento de -70 mV, se aplicaron 10 pulsos
de voltaje con incrementos de 10 mv para provocar la apertura de canales voltaje
dependientes y medir las corrientes i6nicas de Na* y K*. Los potenciales de accion fueron
registrados utilizando la configuracién de fijacion de corriente, las células fueron
estimuladas con pulsos de corriente despolarizante e hiperpolarizante.

Los protocolos de estimulacion de corriente y voltaje, asi como la sincronizacion de las
seflales de adquisicion se digitalizaron a través de la tarjeta de conversion digital
DIGIDATA 1200. Las sefiales fueron procesadas y analizadas con el programa Clampfit
10.2 y GraphPad Prisma 5.0. Todos los registros se realizaron a temperatura ambiente.

Conductancias celulares (gNa®, gK*)

Se analizaron detalladamente las corrientes de K* de neuronas cultivadas sobre Poli-Pirrol
y sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina. Las corrientes de K" obtenidas se normalizaron con
respecto a la capacitancia de la membrana. Esto es indispensable debido a que las
corrientes iénicas se tienen que normalizar con respecto al area de superficie de la
neurona y la capacitancia es directamente proporcional al area de superficie de la
membrana celular. El andlisis comparativo de las corrientes iénicas de las neuronas en
diferentes superficies de cultivo tiene que ser en términos de densidad de corriente. Para
la obtencién de la capacitancia de la membrana se evalué el area bajo la curva de las
corrientes capacitivas inducidas por un pulso de -10 mV y 10 ms de duracion a partir del
potencial de mantenimiento. Una vez normalizadas las corrientes se realizaron gréaficas
para la conductancia de la membrana vs el potencial de membrana; a los puntos se les
ajustd la ecuacion de Bolztmann obteniendo los pardmetros de ajuste que son
caracteristicos del tipo de corriente i6nica [91]. Un procedimiento similar se realiz6 para
las corrientes de Na*; en este caso, se midié la corriente de Na* maxima obtenida con el
pulso de fijacién del voltaje de 10 ms de duracion.

Camas de fibras de PLA por electrohilado

La técnica de electrohilado es actualmente la Unica técnica que permite la fabricacion de
fibras continuas con diametros de hasta unos pocos nanémetros. El método puede ser
aplicado a los polimeros sintéticos, naturales y mezclas de polimeros. En este trabajo se
utilizé un polimero de PLA por su biocompatibilidad y biodegradabilidad. Se utiliz6 el
Biopolimero de PLA, INGEO 3251D de NatureWorks TM aprobado por FDA para ser
usado en empaques de comida, el lote usado fue el ZC2428B113 proporcionado por
PROMAPLAST-México. Las caracteristicas del INGEO 3251D son: Temperatura de fusion
de 188-210 °C, gravedad especifica 1.24, Tg de 55-65 °C. Se disolvi6 1.2 g del
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biopolimero en 9 ml de cloroformo a temperatura ambiente, antes de iniciar el proceso de
electrohilado se le agregd 1 ml de etanol. La fuente de alto voltaje utilizada fue marca
PHYWE- GERMANY HV-Power Supply de 0-25 kV. La solucién del biopolimero se inyecto
con un sistema de bombeo de jeringas fabricado y controlado con un servo mecanismo
disefiado en en la UAM-Izt. Para generar fibras se utilizé una jeringa de plastico con aguja
20G de punta plana con un didmetro interior de 0.6 mm.

La aguja se conecto a la fuente de alimentacion para cargar la solucion de polimero. Un
tambor giratorio formado por hilos de nylon (22.0 mm de didmetro) conectado a un motor
se utilizd6 como el colector de fibras. Velocidades de rotacion de 250 rpm a una distancia
lineal de 5.5 cm. Se utilizaron las siguientes condiciones en los experimentos: (a) un
voltaje aplicado de 20 kV, (b) una distancia de 5.5 cm entre la punta de la aguja y el
colector, (c) tiempo de la recoleccion: 1 h (a menos que se indique otro tiempo), y (d) una
temperatura ambiente constante de 26 °C y una humedad relativa constante de 58 %. Las
fibras fueron colocadas en hornos a una temperatura de 50 °C por 1 semana para retirar
por completo los restos de cloro que pudieran quedar adheridos en las fibras.

Sembrado celular en camas de fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy
Sembrado de células musculares de ratén

Las fibras electrohiladas fueron colocadas dentro del horno de secado por 7 dias, una vez
gue se aseguro la evaporacion del cloro, las fibras fueron colocadas por 15 dias mas en
esterilizacion bajo luz UV. Posteriormente, antes de realizar el sembrado celular, las
camas electrohiladas fueron colocadas en cajas Petri con medio de cultivo D-MEM sin
suplementar, para quitar el exceso de acido que pudiera liberar al estar en un medio
acuoso. Se midi6 diariamente el pH del medio de cultivo en donde se encontraban
inmersas las fibras y después de 7 dias el pH se mantuvo en 7.2 que es el adecuado para
el crecimiento celular.

Una vez terminado este proceso en las fibras, las células se mantuvieron
bidimensionalmente como mioblastos, las células se despegaron de las cajas de cultivo
mecanicamente y con PBS, se colocaron en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugaron a
1200 rpm por 5 min. Se resuspendieron con medio de cultivo enriquecido para mioblastos,
se contaron en una camara de Neubauer y se colocarén 1x10° células en 2 ml de medio
en cada cama de fibras de PLA y PLA-PPy con una area de 1 cm”.

Después de 15 dias de cultivo con medio enriquecido para mioblastos, el medio fue
cambiado por medio de diferenciacién hacia miotubos, la diferenciacion se llevd por 25
dias, cambiando el medio a diario.

Sembrado de motoneuronas de la médula espinal de ratén

Al igual que en el crecimiento de mioblastos, a las camas de fibras electrohiladas se les
dio el mismo tratamiento para que fueran adecuadas para el cultivo celular. Una vez que
se obtuvieron las células de la médula espinal, la células fueron tratadas con Lectina y se
realizé la despolarizacién para obtener Unicamente motoneuronas en el cultivo; éstas
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fueron colocadas en un tubo de 15 ml y se procedidé a hacer el conteo en la camara de
Neubauer. Se sembraron 100x10° células en 1 ml de medio de anclaje en una cama de
fibras de PLA y PLA-PPy con un area de 1cm? una vez que las células se anclaron a las
fibras, se cambi6 el medio de anclaje por medio enriquecido para el adecuado crecimiento
de motoneuronas.

Inmunofluorescencia celular
Células musculares en camas de fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy

Las técnicas de inmunofluorescencia y de microscopia confocal, ayudaron a localizar las
proteinas especificas de células musculares distribuidas en el interior de las camas de
fibras electrohiladas. Las células fueron observadas con el microscopio confocal LSM 710
AxioObserver, Carl Zeiss. Las células de cada muestra fueron fijadas con
paraformaldehido al 4 % y glutaraldehido al 25 % por 10 min. Se permeabilizaron las
membranas celulares con Triton al 0.1 % por 10 min. Las muestras fueron lavadas 3
veces con PBS. Se utilizé el anticuerpo anti-miosina 1:500 junto con el fluorocromo FITC
1:400. Ademas se localizo el ADN celular, marcando los nucleos celulares con Hoechst
1:500. Las muestras fueron mantenidas en platos de cultivo y se aplicé Fluorshield
(Sigma) para mantener la fluorescencia de las muestras.

Motoneuronas en camas de fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy

Una vez que las células se adhirieron a las fibras, se realiz6 el marcaje de proteinas
especificas a células nerviosas y en especifico a motoneuronas. Se localizaron en los
cultivos las proteinas especificas hacia Transportadores vesiculares de Acetilcolina
(VChat). Las células fueron observadas con el microscopio confocal LSM 710
AxioObserver, Carl Zeiss. Las células de cada muestra fueron fijadas con
paraformaldehido al 4 % y glutaraldehido al 25 % por 10 min. Se permeabilizaron las
membranas celulares con Triton al 0.1 % por 10 min, se lavaron las muestras 5 veces con
PBS. Se utilizé anti-V-Chat 1:800 con fluorocromo FITC 1:400. Se marcé ademas el
nucleo de las células con Hoechst 1:500. Las células fueron montadas en Fluorshield.

Electrofisiologia celular

La electrofisiologia celular sélo se realizé en los cultivos de motoneuronas sobre camas
de PLA y PLA-PPy, debido a que las células musculares se adhirieron planarmente a la
superficie de la fibra de PLA, provocando que al ser registradas intracelularmente, las
puntas de las pipetas perforaran por completo las células. En el caso de “patch clamp”, las
puntas obtenidas se tragaban las células y no se podia realizar el rompimiento de la
membrana.

Para el caso de motoneuronas, se midieron corrientes iénicas de Na* y K*, asi como los
potenciales de accidén presentes en una poblacion de células nerviosas obtenidas de la
zona lumbar de la médula espinal sembradas sobre camas de fibras de PLA y PLA-PPY.
Las células que se registraron fueron aquéllas que presentaron un diametro aproximado a
20 um.
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Se utilizé la técnica patch clamp en su configuracion de fijacion de corriente y de voltaje.
Las células fueron bafiadas con solucion extracelular de mamifero compuesta de: 4.5 mM
KCI, 151.5 mM NacCl, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl, y 5 mM HEPES (J.T. Baker, USA), se
utilizaron pipetas de vidrio de boro silicato (World Precision Instruments, FIL glass 4IN
1BBL NO), las pipetas fueron estiradas utilizando un estirador horizontal (Sutter
Instruments, Model P-97) obteniéndose pipetas con resistencias 2-4 MQ, las pipetas
fueron rellenadas con solucion intracelular de mamifero compuesta de: 140 mM KCI, 10
mM NacCl, 1mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES (J.T. Baker, USA).

Se utilizé el amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments), en su configuracion de
fijacion de voltaje se fijo a un voltaje de mantenimiento de -70 mV, se aplicaron 10 pulsos
de voltaje con incrementos de 10 mV para provocar la apertura de canales voltaje
dependientes y medir las corrientes i6nicas de Na* y K*. Los potenciales de accion fueron
registrados utilizando la configuraciébn de fijacion de corriente, las células fueron
estimuladas con pulsos de corriente despolarizante e hiperpolarizante.

Los protocolos de estimulacion de corriente y voltaje, asi como la sincronizacién de las
sefiales de adquisicion se digitalizaron a través de la tarjeta de conversion digital
DIGIDATA 1200. Las sefiales fueron procesadas y analizadas con el programa Clampfit
10.2 y GraphPad Prisma 5.0. Todos los registros se realizaron a temperatura ambiente y
sin perfusion.
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Resultados y discusién (Células de musculo esquelético)
Polimerizacion por plasmay FT-IR

En la Fig. 12 se muestran las imagenes de los cubreobjetos y de las fibras electrohiladas
de PLA. En la polimerizacion por plasma se obtuvo el recubrimiento superficial de los
cubreobjetos y de las fibras de PLA; se observa una delgada capa de PPy depositada
sobre la superficie de los mismas, los cuales sirvieron como superficies de crecimiento de
células primarias de musculo esquelético, motoneuronas derivadas de células troncales
de ratdn, células nerviosas y motoneuronas.

Fig.12 Polimerizacion por plasma y materiales polimerizados. Reactor de plasma polimerizando los materiales
(Izg.). Cubreobjetos (Centro) y fibras electrohiladas de PLA (Der.) polimerizados con Pirrol.
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Fig. 13 Espectro de transmisién por FT-IR del PPy.

La Fig. 13 muestra el analisis de transmision por FT-IR. Todos los picos caracteristicos
del PPy se pueden observar [77, 83]. Los picos en 3357 cm™ y 1627 cm™ corresponden a
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los grupos aminas en la estructura del PPy. El pico ancho en el rango de 500-1000 cm™

contiene muchas absorciones correspondiente a alcanos de la ruptura de los anillos de
pirrol durante la polimerizacién. La anchura de los picos indica la compleja absorcion en el
polimero debido al entrecruzamiento, enlazamiento e interacciones entre los grupos del
pirrol.

Cultivos celulares primarios de células de musculo esquelético de raton

Fig. 14 Diseccién de tejido muscular de las extremidades superiores e inferiores de ratones neonatos de la
cepa CD-1

Se realizd la diseccion de musculo esquelético de las 4 extremidades de 5 ratones
neonatos de la cepa CD-1. El muasculo retirado de las 4 extremidades fue mantenido en
hielo hasta obtener todo el tejido, el cual fue disgregado de forma mecanica y quimica
(Fig. 14). Después de los procesos de disgregacion, se realizé el conteo celular por
camara de Neubauer, se obtuvieron 2.5x10° células en 1ml de medio. Las células
obtenidas se colocaron en platos de cultivo de 100 mm y se incubaron a 37 °C y 5% CO.,.

Sembrado sobre cajas de cultivo y cubreobjetos recubiertos con PPy

Después de colocar las células en condiciones adecuadas de crecimiento, la apariciéon de
mioblastos y fibroblastos se pudo ver a partir del 5° dia de cultivo, la obtencién de
mioblastos se hizo por depuracién de fibroblastos por 30 dias de subcultivacién constante.
En la Fig.15 a) se pueden ver células musculares después de 5 dias de cultivo, se
observa una alta densidad celular al crecimiento en conjunto de fibroblastos y células
musculares. En Fig.15 b) se observan células musculares con 15 dias de cultivo, en
donde hay una menor densidad celular debido a la muerte de fibroblastos provocada por
la falta de nutrientes especificos para su desarrollo. Se continué con la depuracién de
fibroblastos por subcultivacion, para obtener un cultivo en su mayoria de células de
musculo esquelético.

Una vez obtenida la depuracién, se llevaron a cajas de cultivo celular de 35 mm, al
obtener el crecimiento de mioblastos, se comenzé con el proceso de diferenciacion
(fusion) celular hacia miotubos. El proceso de diferenciacion celular para obtener la fusion
de los mioblastos nos llevo a la obtencion de miotubos como los mostrados en la Fig. 16
(flechas). Se observaron células musculares fusionadas en miotubos de larga longitud y
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de morfologia muy similar a lo ya reportado en la literatura. En Fig. 16 a) se observan
mioblastos depurados por 30 dias y la eliminacion de fibroblastos. En Fig. 16 b) ya se
observa la fusiébn de los mioblastos para formar un miotubo después de 7 dias de
diferenciacion celular.

Fig. 15 Cultivo primario de musculo esquelético de ratén a los 5 (a) y 15 (b) dias de cultivo (Contraste de
Fases, Barra 50 micras, ampliacion original x 100)

Fig. 16 Mioblastos y miotubos primarios de ratén. (a) Mioblastos primarios de ratén obtenidos por la técnica de
depuracion de fibroblastos (Contraste de fases, Barra= 50 micras, ampliacion original x100). (b) Miotubos
obtenidos por diferenciacién de mioblastos primarios (Contraste de fases, Barra=50 micras, Ampliacion
original x400)

Una vez obtenida la depuracion y diferenciacion celular, se realizd el sembrado de
mioblastos en superficies recubiertas de PPy. En la Fig.17 en a) y b) se observa una
célula muscular diferenciada sobre cubreobjetos cubiertos con PPy, se observa la
formacion del miotubo sobre la superficie polimerizada (flechas), presentando una
morfologia alargada muy parecida al miotubo mostrado en la Fig. 16b por lo que la
morfologia de los miotubos se conservdO en ambas superficies de cultivo, lograndose
después de 30 dias de cultivo y 7 dias de diferenciaciéon. Se puede observar que la
técnica usada para depuracion nos permiti6 obtener un cultivo sin o con muy baja
contaminacion por fibroblastos y una vez obtenidos se logro realizar la diferenciacion de
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mioblastos a miotubos, en ambas superficies de cultivo celular, mostrando buenas
caracteristicas de crecimiento y diferenciacion.

Fig. 17 Miotubos de ratén en superficies de PPy. (a) Miotubos primarios de raton obtenidos por la técnica de
depuracién de fibroblastos (Contraste de fases, Barra= 50 micras, ampliacion original x100). b) Miotubos
obtenidos por diferenciacion de mioblastos primarios (Contraste de fases, Barra=50 micras, Ampliacion
original x400)

Crecimiento alineado de células musculares primarias

Para lograr la alineaciébn de nuestras células musculares semejante a la del tejido
muscular, se realizé la formacién de rieles de silicobn sobre cajas de cultivo y sobre los
materiales polimerizados.

En la Fig. 18 a) y b) se puede ver la alineacion de miotubos primarios en rieles de silicon
colocados en cajas de cultivo y en la Fig. 18 c) y d) se puede ver la alineacion de
miotubos en rieles de silicon en los cubreobjetos polimerizados con PPy. Se observa en
todas las imagenes mostradas una alineacion de los miotubos, lograda al insertar una
guia de crecimiento con un area reducida para la células, que provocé que las células
crecieran en su mayoria de forma ordenada y paralelas a los rieles de silicon. Se observa
un comportamiento similar de alineacién de las células en cada superficie de cultivo
utilizada, permitiéndonos obtener miotubos con una orientacion paralela entre ellos, lo
cual permitié que el tejido muscular creciera de manera alineada y ordenada.
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Fig. 18 Células de musculo esquelético alineadas por rieles de silicén. a) y b) alineacion con rieles de silicon
en cajas de cultivo. c) y d) alineacion por rieles de silicén en superficies recubiertas con PPy (Contraste de
fases, Barra=50 micras. Ampliacion original x400)

Técnicas de inmunofluorescencia celular
Células musculares en cajas de cultivo y cubreobjetos recubiertos con PPy

El uso de Anti-Miosina en conjunto con el fluorocromo FITC, nos permitieron visualizar la
proteina miosina localizada en las células musculo esqueléticas en ambas superficies de
cultivo; la miosina es una proteina fibrosa cuyos filamentos tienen una longitud de 1,5
micrometros y un didmetro de 15 nandmetros y esta implicada en la contracciébn muscular
por interaccidon con la actina. La miosina es la proteina mas abundante del musculo
esquelético, representa entre el 60 % y 70 % de las proteinas totales y es el mayor
constituyente de los filamentos gruesos.
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Fig. 19 Células de musculo esquelético de raton por microscopia de fluorescencia. a) células de muasculo
esquelético en Poli-DL-Ornitina/Laminina. b) células musculares en PPy (Anti-Miosina-FITC, Hoechst,
Barra=50 micras, Amplificacion original x100)

En la Fig. 19 a) se puede ver el marcaje de la proteina miosina localizada por el
anticuerpo anti miosina y el fluorocromo FITC (verde) en células de musculo esquelético
de raton con 15 dias de diferenciacién, ademas se observa el marcaje del ADN celular por
Hoechst contenido en el nucleo de las células musculares sembradas sobre Poli-DL-
Ornitina/Laminina. En la Fig. 19 b) se puede observar el marcaje de miosina utilizando el
mismo anticuerpo y fluorocromo, se marca la proteina de contraccion contenida en células
musculares con 15 dias de diferenciacién, ademas del marcaje del nicleo celular con
Hoechst en superficies polimerizadas con PPy. En ambas imagenes se observa la
presencia de la proteina contractil miosina y el marcaje de los nacleos celulares; no se
observa la clara formaciéon de miotubos en el cultivo de células, esto debido a que se
tomaron las fotos a la mitad de su proceso de diferenciacion, pero es importante resaltar
gue las células musculares aun sin estar fusionadas, es decir, presentandose en forma de
mioblastos, presentan proteinas contractiles. Por lo que el PPy no altera las propiedades
de sintesis de proteinas contractiles en las células musculares en forma de mioblastos o
de miotubos.

Electrofisiologia Celular
Células musculares de ratén

Los registros electrofisiolégicos por fijacion de corriente nos permitieron observar los
cambios en el potencial de membrana al aplicar pulsos de corriente. Podemos observar
en la Fig. 20 cambios hiperpolarizantes y despolarizantes por la inyeccion de corriente
negativa y positiva respectivamente. Las caracteristicas eléctricas de las células
cultivadas sobre cajas de cultivo (Fig. 20a) o superficies con PPy (Fig. 20b) fueron
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similares; en ambos casos, Unicamente se obtuvieron potenciales de accion lentos de
baja magnitud, lo que indica la ausencia o pobre activacion de los canales de Na+ que
dan origen a la corriente rapida de Na*, una baja densidad de canales i6nicos de Na* o un
pobre desarrollo del sistema tubular T. Los registros se realizaron en células musculares
con 10 dias de diferenciacion.
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Fig. 20 Potenciales de accion lentos en células musculares. Sembradas en a) Poli-DL-Ornitina/Laminina y b)
PPy.

Sembrado celular en camas de fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy
Sembrado de células musculares de raton

En la Fig. 21 se muestran las camas electrohiladas de PLA y de camas electrohiladas de
PLA/PPy. Se puede observar una tela formada por fibras de PLA fabricadas por la técnica
de electrohilado que nos permitieron obtener fibras en el orden de los micrones, las cuales
sirvieron como andamio de crecimiento para células musculares, y las telas de fibras
cubiertas con PPy que permitieron brindarle un mejor anclaje a las células sobre las
superficies polimerizadas.

Fig. 21 Camas electrohiladas de PLA (lzg.) y recubiertas superficialmente con PPy (Der.)
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Una vez que se retir6 el contenido de cloro en las fibras de PLA se prosigui6 a realizar el
sembrado de las células musculares de raton neonato. Al obtener las células musculares,
se sembraron 1x10° células. Las camas de fibras electrohiladas sirvieron como andamios
de soporte para el crecimiento tridimensional y alineado de las células de musculo
esquelético de ratdn.

Fig. 22 Células de musculo esquelético sembradas en fibras de PLA (a) y en PLA-PPy (b) (cabezas de flecha
indican a las células musculares) (contraste de fases, Barra=50 micras, Amplificacion original x400)

En las Fig. 22 a) se observa el crecimiento de células de musculo esquelético de ratén
sembradas en camas de PLA con 21 dias de diferenciacion. Se observa un crecimiento
celular paralelo a las fibras electrohiladas de PLA, se puede ver ademas que las células
crecen de manera alineada y en forma volumétrica, ya que el anclaje se da en cada fibra
de PLA provocando un crecimiento celular en cada fibra de la cama, se observa la
formacion de miotubos a lo largo de la fibra de PLA. En el caso de la Fig. 22 b) podemos
observar el crecimiento de células musculares diferenciadas a miotubos, en fibras
electrohiladas de PLA-PPy con 21 dias de cultivo; aqui podemos observar un crecimiento
de células ancladas y creciendo sobre diferentes fibras de PLA. Podemos ver que las
células al igual que el caso de PLA, siguen un crecimiento ordenado y paralelo a las
fibras, se puede ver también la formacion de miotubos. Las fibras de PLA y PLA-PPy
proporcionan un adecuado andamio de crecimiento para el cultivo alineado y en volumen
de fibras musculares.

Inmunofluorescencia celular
Células musculares en camas de fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy

Para poder observar el crecimiento de las células sobre las camas de fibras de PLA, las
células fueron marcadas con Anti-miosina y FITC (verde), ya que como se dijo, es una
proteina contractil localizada en células de musculo esquelético; se marco el nucleo
celular con Hoechst (azul). En la Fig. 23 a) y b) se pueden ver células musculares con 21
dias de cultivo en fibras electrohiladas de PLA; las células se anclan a la superficie de la
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fibra y crecen paralelamente, y también se observo el crecimiento de racimos celulares
sobre la superficie de las fibras de PLA.

En la Fig. 23 ¢) y d) se observé el crecimiento de células musculares en fibras
electrohiladas de PLA-PPy, las células al igual que en a) y b) fueron marcadas con Anti-
miosina y FITC (verde) para localizar las células en un campo tridimensional. Se marcaron
los nucleos con Hoechst (azul). Se observé el anclaje de las células sobre las superficies
de las fibras, permitiendo que éstas crecieran de forma paralela a la fibra, también se
observé el crecimiento en forma de racimos sobre la superficie de las fibras. Se puede ver
que las fibras de PLA y PLA-PPy brindan un adecuado anclaje a las células, permitiendo
gue las células crezcan de forma alineada y se puedan diferenciar a miotubos, ademas de
que permite la sintesis de la proteina miosina, necesaria en los mecanismos de
contraccién muscular.

Fig. 23 Microscopia confocal del crecimiento de células de misculo esquelético en fibras electrohiladas de
PLA (a, b) y PLA-PPy (c,d) (Anti-Miosina-FITC, Hoechst, Barra=50 micras, Amplificacion original x400)
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Resultados y discusion (Células troncales embrionarias, células nerviosas y
motoneuronas)

Diferenciacion de células troncales embrionarias de ratdbn a motoneuronas

Fig. 24 Aglomerados celulares de células troncales embrionarias (Contraste de fases, Barra=50 micras,
Amplificacién original x250, x100)

En la Fig. 24 a) y b) se observo el crecimiento de agregados celulares de células troncales
embrionarias de ratobn HBG3, creciendo sobre fibroblastos mitéticamente inactivados. Este
tipo de agregados celulares indican la reproduccién de células troncales en el cultivo. Los
agregados posteriormente fueron cultivados en suspension para formar cuerpos
embrionarios y comenzar con los procesos de diferenciacién celular hacia motoneuronas
como se ve en la Fig. 25. En a) y b) podemos ver el crecimiento y formacion de cuerpos
embrionarios en suspension. En a) se observa la formacion del cuerpo embrionario visto
por microscopia convencional de campo claro. En b) es clara la fluorescencia de la
proteina verde fluorescente (GFP®), la cual es un indicativo del adecuado proceso de
diferenciacion llevado a cabo por la adicion de Sonic Hedgehog (SHH) y Acido retinoico
(RA).
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Fig. 25 Cuerpos embrionarios en suspension vistos en campo claro (a), y en fluorescencia expresando GFP*
(b) (GFP", Barra=50 micras, Amplificacién original x250)

Fig. 26 Motoneuronas con 3 dias de diferenciaciéon sobre Matrigel (a) y en PPy (b)

En la Fig. 26 podemos observar la disgregacion de los cuerpos embrionarios para poder
ser cultivados sobre cajas cubiertas en matrigel y en cubreobjetos con PPy, esto con el fin
de que las células puedan tomar la morfologia de motoneuronas. Se observa en a) y en b)
el desarrollo morfologico de la células, se observan la presencia de un cuerpo somatico y
en ambos casos la aparicion de ramificaciones dendriticas, la cual es una morfologia muy
similar a la morfologia reportada en la literatura [88], la supervivencia celular en ambas
superficies de cultivo fue de 5 dias, por lo que el PPy es una superficie de crecimiento que
soporta la diferenciacion de células troncales hacia motoneuronas.
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Fig. 27 Motoneuronas GFP+ derivadas de células troncales embrionarias en Matrigel (a) y en PPy (b) (GFP,
Barra=50 micras, Amplificacion original x100, x250)

En la Fig. 27 a) y b) se observa el crecimiento de motoneuronas sobre matrigel y PPy
expresando la proteina verde fluorescente. Al realizar un conteo por citometria de flujo, se
obtuvo que de un conteo inicial de 300x10° células cultivadas en ambas superficies de
cultivo Matrigel y PPy, 190x10° células se anclaron a la superficie del plato con Matrigel,
obteniéndose un 63.3 % de supervivencia celular; se obtuvieron 31 000 células
diferenciadas hacia motoneuronas (GFP positivas), por lo que obtuvimos una
diferenciacién del 16.3 %. En el caso de las células sembradas en cubreobjetos con PPy
se obtuvieron 180x10° células ancladas, obteniéndose un 61 % de supervivencia celular
de las cuales 29 000 células se diferenciaron hacia motoneuronas (GFP*) obteniéndose
una tasa de diferenciacion del 16.1 %, lo cual en ambos casos se encuentra dentro de los
parametros reportados en la literatura [86, 88].
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Cultivos de células nerviosas y de motoneuronas

Obtencion de células nerviosa de ratéon

Una vez lograda la diseccion de la médula espinal y el proceso de disgregacion quimica
mecanica para la obtencion de células de la médula espinal como se muestra en la
Fig. 28, se realizd el conteo celular por camara de Neubauer, obteniéndose 850x10°
células.

4 -

Fig. 28 Disgregacién mecanica y quimica de la médula espinal de ratén. Izq. Médula espinal de ratén. Der.
Seccion lumbar de la médula espinal de raton.

Sembrado sobre superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Lamininay PPy

Las células nerviosas obtenidas fueron sembradas en superficies cubiertas por Poli-DL-
Ornitina/Laminina y PPy. Los resultados del crecimiento de células nerviosas se pueden
ver en la Fig. 29. En la Fig. 29 a), b) y c¢), se muestra el desarrollo morfolégico de células
nerviosas a 3, 5 y 8 dias de cultivo sembradas en superficies tratadas con Poli-DL-
Ornitina/Laminina, en las células se puede ver el desarrollo de prolongaciones nerviosas a
partir de los 3 dias de cultivo. Después de 5 dias, las células continuaban con su
desarrollo morfolégico hasta los 8 dias de cultivo en donde llegaron a su completo
desarrollo y comenzo el deterioro y muerte celular.

En la Fig. 29 d), e) y f) se presenta el desarrollo morfolégico de células nerviosas
sembradas en PPy, se pueden ver células nerviosas con 3, 8 y 21 dias de cultivo. El
desarrollo celular fue mas lento, ya que a los 3 dias se observan prolongaciones
nerviosas de poca longitud. A los 8 dias de cultivo se observa que las células nerviosas,
comienzan a tener un mayor desarrollo de sus prolongaciones nerviosas, presentando
una morfologia celular mas parecida a lo reportado en la literatura para células de este
tipo. A los 21 dias de cultivo sobre PPy se observa que las prolongaciones han llegado a
su mayor longitud, y que por lo tanto se tiene ya un completo desarrollo de las células.
Cabe destacar que hasta los 21 dias de cultivo se present6 la aparicion de restos
celulares en el cultivo pero no afectaron a las células nerviosas. El cultivo se mantuvo por
28 dias debido a que ya se observaba una mayor cantidad de restos celulares y de
muerte celular.
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Fig. 29 Células nerviosas obtenidas de la médula espinal de ratén. a), b) y c) células nerviosas de la médula
espinal de raton en superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina con 3, 5 y 8 dias respectivamente. d), e) y f)
células nerviosas de la médula espinal de ratdn en superficies de PPy con 3, 8 y 21 dias respectivamente

(Contraste de fases, Barra=50 micras, Amplificacion original x100).

Purificacién de motoneuronas
Sembrado sobre superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Lamininay PPy

Al observar que habia un adecuado crecimiento y adhesion en ambas superficies de
crecimiento, se prosiguié a la purificacion por despolarizacién para la obtenciéon de una
poblacién de motoneuronas en los cultivos celulares. Al realizar un conteo por camara de
Neubauer se obtuvieron 300x10° motoneuronas. Las células fueron sembradas en
superficies recubiertas con Poli-DL-Ornitina/Laminina y PPy (Fig. 30).
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Fig. 30 Motoneuronas purificadas sembradas en Poli-DL-Ornitina/Laminina a) y b) 3 y 7 dias de cultivo
respectivamente. Motoneuronas purificadas sembradas en PPy c) y d) con 3 y 7 dias de cultivo
respectivamente (Contraste de Fases, Barra=50 micras, Amplificacién original x100)

En la Fig. 30 a) se pueden ver motoneuronas obtenidas de la médula espinal sembradas
sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina, se muestran motoneuronas con 3 dias de cultivo; se
puede observar células con un didmetro del soma celular de 20-30 pm, lo cual es un
diametro reportado en la literatura para motoneuronas, a los primeros dias de cultivo se
observa la aparicion de prolongaciones nerviosas. En b) se observa una motoneurona
bipolar con 7 dias de cultivo, con una morfologia caracteristica reportada en la literatura,
se observan dos prolongaciones nerviosas de gran longitud saliendo del soma. En c) se
observan motoneuronas con 3 dias de cultivo sembradas sobre superficies de PPy, se
observa un desarrollo morfolégico similar a las células sembradas sobre Poli-DL-
Ornitina/Laminina, se observa el comienzo de la aparicion de prolongaciones nerviosas.
En d) se observan motoneuronas con 7 dias de cultivo, se puede ver el completo
desarrollo celular, como lo ya reportado en la literatura; se observan células con largas
prolongaciones nerviosas. Las motoneuronas se desarrollan adecuadamente en ambas
superficies de cultivo sin que se vea alterado su desarrollo morfoldgico.
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Técnicas de Inmunofluorescencia celular.
Células nerviosas de la médula espinal

Para el caso de las células nerviosas de ratdn el anticuerpo hacia sinaptofisina en
conjunto con fluorocromo Texas Red nos permitié localizar dicha proteina en los cultivos
celulares, ya que la sinaptofisina al ser una glicoproteina relacionada ampliamente con la
exocitosis y la sinapsis celular, nos permitira saber los puntos de contacto sinaptico
celular.

Fig. 31 Células nerviosas de la médula espinal de ratén en microscopia de fluorescencia en Poli-DL-
Ornitina/Laminina (a) y en PPy (b) (Sinaptofisina-Texas Red, Hoechst, Barra=50 micras, Amplificacion original
x100)

En la Fig. 31 a), se puede ver el contacto sinaptico entre células nerviosas obtenidas de la
médula espinal, se observan las zonas marcadas en rojo por Texas Red, que evidencia la
presencia de la proteina sinaptofisina en cultivos de células nerviosas con 5 dias de
cultivo en superficies con Poli-DL-Ornitina/Laminina. En la Fig. 31 b). se pueden observar
las células nerviosas en contacto sinaptico, el uso de anti-sinaptofisina y del fluorocromo
Texas red nos permitieron observar las zonas de contacto sinaptico entre células
nerviosas con 5 dias de cultivo sobre PPy. En ambos cultivos se marc6 el ADN nuclear
por Hoechst para observar la viabilidad de nuestras células en ambas superficies de
crecimiento, presentando nicleos redondos y bien definidos. La presencia de sinaptofisina
y el marcaje de nucleos, evidencian una adecuada viabilidad que puede verse en ambas
superficies de cultivo, por lo que se puede decir que el PPy es una superficie que no
altera la sintesis de proteinas especificas, ni la supervivencia de las células.
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Motoneuronas purificadas de la médula espinal de raton

Fig. 32 Motoneuronas purificadas en superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina (a) y PPy (b) en microscopia de
fluorescencia (Anti-VChat-FITC, Hoechst, Barra=50 micras, Amplificacién original x100)

Una vez que se observé la supervivencia de las células nerviosas en ambas superficies
de cultivo y que sus propiedades de sintesis de proteinas especificas no se vieron
afectadas por la presencia del PPy, se prosigui6 a realizar la localizacion especifica de las
motoneuronas de cultivos purificados; en este caso se utilizd un anticuerpo hacia VChat,
el cual nos permitié localizar los transportadores vesiculares de acetilcolina en las
terminales nerviosas de células colinérgicas, y en especifico, de motoneuronas.

En la Fig. 32 a) se observa el marcaje hacia los transportadores vesiculares de
acetilcolina, localizados mediante el anticuerpo anti-VChat y el fluorocromo FITC. Se
muestran motoneuronas sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina con 5 dias de cultivo, se
observa la presencia de vesiculas con Acetilcolina (verde). En b) se puede observar el
marcaje por Anti-VChat y FITC (verde) de motoneuronas con 5 dias de cultivo sobre PPy.
En ambas imagenes se observa la presencia de transportadores vesiculares de
Acetilcolina, lo cual indica que hay una adecuada produccion del neurotransmisor en las
motoneuronas y que no se ve afectada por la presencia del PPy. Las células son modelos
claros de motoneuronas que pueden ser usadas en conjunto con células musculares
esqueléticas, y poder llegar a formar uniones neuromusculares.
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Viabilidad celular de las células nerviosas sembradas sobre Poli-DL-Ornitinay PPy
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Fig. 33 Marcaje y cuantificacion de la viabilidad celular de células nerviosas con diametro celular mayor en
comparacioén con otros tipos celulares localizados en el cultivo en Poli-DL-Ornitina/Laminina (ai) y PPy (aii)

La técnica de Hoechst es una técnica ampliamente usada para marcar el deterioro de los
ndcleos celulares y combinada con técnicas de medicién de nlcleos, nos puede indicar el
deterioro celular a lo largo del tiempo [89, 90]. Se realizaron mediciones (n=15) de los
ndcleos tomados al azar de las imagenes marcadas positivamente con Hoechst. Se
realizaron mediciones en células sembradas sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina (Fig. 33ai) y
en células sembradas sobre PPy (Figura 33aii) con 3 dias de cultivo), se obtuvo un
promedio del didametro nuclear de 12.4 + 0.6 uym para células sembradas en Poli-DL-
Ornitina/Laminina y de 12.2 + 0.5 um para células en PPy. Al hacer una t de Student por
datos pareados (p<0.05) no se obtuvo una diferencia significativa entre las medias de los
datos. Para comparar los diametros nucleares al final del tiempo de cultivo en cada
superficie, se midieron los ndcleos a los 8 y 21 dias de cultivo sobre Poli-DL-
Ornitina/Laminina y PPy respectivamente. El promedio del didmetro nuclear (Fig. 10b) a
los 8 dias de cultivo sobre sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina fue de 12.0 £ 0.6 um (n=15), y
en neuronas con 21 dias de cultivo sobre PPy fue de 11.2 + 0.6 um (n=15). Al realizar un
andlisis de t de Student por datos pareados (p<0.05) se observa una diferencia
significativa entre los datos analizados, con una caida porcentual del diametro nuclear del
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6.7 %, sin embargo, a pesar de estas diferencias, el promedio del diametro nuclear a los
21 dias de cultivo aln esta en el rango de valores reportados para neuronas de la médula
espinal por lo cual pueden considerarse en buen estado las células nerviosas.

En el caso de las motoneuronas no se hizo un analisis estadistico para evaluar la
viabilidad celular, debido a que los experimentos realizados solo se llevaron a cabo por un
maximo de 7 dias, esto porque la supervivencia maxima reportada en la literatura [41, 90]
demuestra que éste es el tiempo méaximo de vida de motoneuronas purificadas por la
técnica de despolarizacién, y que fue la supervivencia maxima que nosotros también
obtuvimos en el cultivo de motoneuronas sembradas en Poli-DL-Ornitina/Laminina y PPy.

Electrofisiologia celular
Propiedades pasivas de las células nerviosas de médula espinal

Las neuronas presentan propiedades eléctricas pasivas o lineales y no lineales. Estas
propiedades determinan el grado de excitabilidad de las neuronas. Por lo anterior, es
comun estudiar estas propiedades eléctricas que son caracteristicas de cada tipo
neuronal. Con fines comparativos, se analizaron las propiedades eléctricas de las
neuronas cultivadas sobre superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina y PPy. Se registraron
neuronas de mayor didmetro en el soma las cuales se consideran motoneuronas [41, 42].
Se evaluo el potencial de reposo (Vr), la resistencia de entrada (Rin) y la morfologia de los
potenciales de accidén. Estos datos son indispensables para confirmar la existencia de
neuronas funcionalmente maduras en los cultivos celulares sobre las diferentes
superficies; ademas, son datos importantes de viabilidad celular, ya que las propiedades
eléctricas son la primeras que se deterioran cuando existe algun dafio celular.

En la Tabla 1 se muestran la resistencia de membrana (Rm) promedio y el potencial de
reposo (Vr) promedio por dia de cultivo para las células nerviosas de médula espinal
cultivadas sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina y en PPy. *No se muestran mas datos debido
a la presencia de corrientes de fuga en los registros.

Poli-DL-Ornitina/Laminina

3 dias 5 dias 8 dias 3 dias 8 dias 21 dias
Rin (MQ) | 56.89+14.5 55.53+19.01 15.87* 53.55+23.2 51.27+22.75 31.11+17.18
Vr (mV) -55.0+4.2 -43.5+7.77 -145+2.12 | -35.0¢4.24  -47.5+3.53 -52.045.65

Tabla 1. Resistencia de entrada y potencial de reposo promedio por dia de células nerviosas de la médula
espinal sobre superficies cubiertas con Poli-DL-Ornitina/Laminina y sobre PPy a diferentes dias de cultivo
(n=3 por dias de cultivo).

Se observa que en células nerviosas de médula espinal cultivadas sobre Poli-DL-
Ornitina/Laminina disminuye el potencial de reposo con respecto al tiempo en cultivo
(Tabla 1). En el caso de células cultivadas sobre Poli-Pirrol, el potencial de reposo Vr fue
menor a los 3 dias de cultivo pero mejord notablemente a los 8 y 21 dias. El Vr aument6
un 48% después de 21 dias de cultivo. La resistencia de la membrana disminuyé menos
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drasticamente en el tiempo. No se observé fragilidad en la membrana celular al registrar
con la pipeta como en el caso de cultivos sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina. La disminucién
de Vr y Rin en las neuronas normalmente se asocia a un deterioro de las membranas
celulares, las cuales ya no controlan de manera apropiada el paso de iones, generando
corrientes iénicas de fuga. Por lo anterior, la disminucién de Rin y Vr en las neuronas
cultivadas sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina durante 8 dias, indico el inicio de dafio celular.
Por el contrario, en las neuronas cultivadas sobre PPy no se observd una disminucién en
Rin y Vm, incluso a los 21 dias de cultivo. En resumen, las neuronas cultivadas sobre
Poli-Pirrol hasta 21 dias mejoraron y preservaron sus propiedades eléctricas pasivas.

Potenciales de accién de las células nerviosas de la médula espinal

En la Fig. 34 se muestran los cambios en Vm y los potenciales de accion al aplicar pulsos
de corriente hiper y despolarizantes, se observa en a) la aparicion del potencial de accion
de una célula nerviosa de médula espinal cultivada sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina con 3
dias de cultivo. En b) se observa el potencial de accion de una célula nerviosa de médula
espinal con 5 dias de cultivo sembradas en Poli-DL-Ornitina/Laminina. En c¢) se observa
un potencial de accién lento y disminuido en una célula nerviosa de la médula espinal con
8 dias de cultivo sembrada en Poli-DL-Ornitina/Laminina. Estos resultados son
representativos de una n=3 por dia de cultivo. En d) se aprecia el potencial de accién de
una célula nerviosa de la médula espinal con 3 dias de cultivo sembrada sobre Poli-Pirrol.
En e) el potencial de acciéon de una célula nerviosa de médula espinal con 8 dias de
cultivo sembradas en Poli-Pirrol y en f) el potencial de accién de una célula nerviosa de la
médula espinal con 21 dias de cultivo. Estos resultados son representativos de una n=3
por dia de cultivo. De manera semejante a lo observado en las propiedades eléctricas
pasivas, las propiedades no lineales de las células cultivadas en Poli-DL-
Ornitina/Laminina en los primeros dias de cultivo (3 y 5) son apropiadas con generacion
de potenciales de accion rapidos y buena amplitud; sin embargo, se deterioran
rapidamente y a los 8 dias de cultivo los potenciales de accién practicamente desaparen.
Por el contrario, las células cultivadas sobre Poli-Pirrol inician con adecuadas propiedades
no lineales las cuales se mantienen y mejoran hasta los 21 dias de cultivo presentando
potenciales de accién rapidos y buena amplitud. En resumen, las propiedades eléctricas
pasivas y no lineales se preservan en neuronas cultivadas sobre Poli-Pirrol por varias
semanas; por el contrario, en neuronas cultivadas Poli-DL-Ornitina/Laminina el deterioro
de las propiedades eléctricas es rapido (una semana).
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Fig. 34 Potenciales de accion de células nerviosas de la médula espinal sobre superficies tratadas con Poli-
DL-Ornitina/Laminina a los 3, 5y 8 dias (a), b), ¢)) y sobre PPy a los 3, 8 y 21 dias de cultivo (a), b). c¢)).

Células nerviosas de médula espinal sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina

Un estudio mas detallado de las propiedades eléctricas de las neuronas requiere el
andlisis de las corrientes i6nicas mediadas por canales i6nicos voltaje dependientes
localizados en la membrana celular. Dos tipos de canales i6nicos son fundamentales para
el disparo de potenciales de accion, los canales de Na* y K* voltaje dependientes [91-93].
Se esperaria que una superficie apropiada para el cultivo de células nerviosas no afecte
los canales de Na* y K" de tal manera que no se produzcan potenciales de accion, o bien,
gue éstos sean lentos y de baja amplitud. Los canales iénicos se estudian analizando las
corrientes idnicas a las que dan origen; por lo anterior, se analizaron las corrientes de Na*
y K+. Las corrientes de Na* y K" fueron provocadas por pulsos rectangulares de voltaje
despolarizantes aplicados a la neurona. Con estos datos es posible obtener las
conductancias al Na+ (gNa’) y K+ (gK*) con respecto al potencial de membrana V,,. La
ventaja de expresar los resultados en términos de conductancia es que hay una relacion
directa entre la conductancia y la fraccion de canales ibénicos que se abren por el cambio
en el potencial de membrana Vm [92]. Si las superficies de cultivo afectan los canales
ibnicos se observaran cambios en las conductancias gNa* y gk* [91, 93].

En la Fig. 35 se observan los registros de corrientes idnicas voltaje dependientes de
células nerviosas de la médula espinal sembradas en cubreobjetos tratados con Poli-DL-
Ornitina/Laminina. Los registros son representativos de una n=3 por dia de cultivo. En a)
se observan las corrientes iénicas de las células a 3 dias de cultivo. En i) se observan las
corrientes de Na* provocadas por pulsos despolarizantes breves. Se observan corrientes
de Na’ que activan rapidamente alcanzando un pico maximo para posteriormente
inactivar. En ii) se pueden observar las corrientes de K provocadas por pulsos

69



despolarizantes de mayor duracion. Las corrientes de K* se observan posteriores a la
activacion de las corrientes de Na*. Ademas de activarse mas lentamente, las corrientes
de K" no inactivan alcanzando un valor maximo estacionario al final de los pulsos
despolarizantes. En la Fig. 35 b) se observan en i) y ii) a los 5 dias de cultivo, las
corrientes i6nicas de Na" y K*, respectivamente; las corrientes fueron similares en su
cinética a las mostradas en a). Resultados similares se obtuvieron a los 8 dias de cultivo
como se muestra en la Fig. 35 c). A pesar de la persistencia de las corrientes de Na* y K*
durante los diferentes dias de cultivo, las magnitudes de las corrientes de Na* y K*
tendian a disminuir en el tiempo (Fig. 35 ¢). Se observa un decaimiento del 70 % entre las
corrientes de Na® maximas registradas en células con 3 y 8 dias de cultivo. En las
corrientes maximas de K*, se observa que las corrientes se mantienen constantes entre
los registros de células al dia 3 y 8 de cultivo.
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Fig. 35 Corrientes iénicas normalizadas de Na" y K de células nerviosas de la médula espinal de rat6n en
superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina a los 3, 5 y 8 dias de cultivo (a), b), c))

70



Células nerviosas de médula espinal sobre PPy

La Fig. 36 muestra las corrientes de Na* y K* a diferentes dias de cultivo sobre
cubreobjetos tratados superficialmente con Poli-Pirrol por polimerizacién por plasma. Los
registros son representativos de una n=3 por dia de cultivo. Se realizaron los registros a
los 3, 8 y 21 dias de cultivo. En a) se muestran las corrientes ionicas a los 3 dias de
cultivo y en b) a los 8 dias de cultivo. Las corrientes de Na* y K* fueron fundamentalmente
similares a las mostradas en la Fig. 35 en cuanto a su cinética; sin embargo, en presencia
de Poli-Pirrol, las corrientes de Na* y K* incrementaron a partir de los 8 dias en cultivo (bi,
bii), obteniéndose un incremento en la corriente maxima de Na* del 63 % y en la corriente
maxima de K" del 73 %. Incluso para tiempos prolongados (21 dias) de cultivo sobre Poli-
Pirrol, las corrientes de Na* y K* persistieron con incremento de la corriente de Na*, como
se puede apreciar en ci); la corriente de Na® increment6 131 % con respecto a los
registros de células con 3 dias de cultivo; sin embargo, la corriente de K* disminuyé con
un decaimiento del 39 % con respecto a células registradas con 3 dias de cultivo (cii)). Se
mostré que los potenciales de accion en neuronas cultivadas sobre PPy durante 21 dias,
presentaban potenciales de accion rapidos y de buena amplitud como seria de esperarse
de una neurona tipica, este resultado seria por el incremento importante en la corriente de
Na" (131 %); ademas, aunque la corriente de K" disminuy6 a los 21 dias de cultivo, no
parece afectar la morfologia del potencial de accion dada la rapidez de la fase de
repolarizacién mediada por la corriente de K*. En resumen, los datos de las mediciones de
las corrientes iénicas indican que los potenciales de accion rapidos observados a los 21
dias de cultivo son producto del incremento en la corriente de Na®.
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Fig. 36 Corrientes ionicas de Na" y K en células nerviosas de la médula espinal de ratén sembradas en PPy
alos 3, 8 y 21 dias de cultivo (a), b), c))

Conductancias de Na* (gNa") y K* (gK")

Aunque el andlisis de las corrientes i6nicas da informacion valiosa acerca del
comportamiento de los canales ionicos, es mejor realizar el analisis en términos de las
conductancias, ya que como se comento, la conductancia es directamente proporcional a
la fraccibn de canales i6nicos abiertos por los cambios de voltaje de membrana. Las
conductancias para el Na" y K* se obtuvieron de la medicién de las corrientes maximas de
Na’ y K*. Para descartar una medicion errénea en la corriente al pico de la corriente de
Na" por contaminaciéon de la corriente de K*, se analizé la fraccion de activacion de la
corriente de K cuando se aplican pulsos despolarizantes de 10 mseg. En la Fig. 37 a) se
observan las corrientes tipicas con pulsos despolarizantes breves y en la Fig. 37 b) el
bloqueo de la corriente rapida de Na* con 6 nM de Tetrodotoxina (TTX) (Sigma-Aldrich,
EUA) en la solucién extracelular (n=6). Al comparar ambas figuras, se observa que la
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corriente al pico de la corriente de Na* se alcanza antes que la corriente de K* active de
manera apreciable. Notemos que cuando aparece el pico mas lento de la corriente de Na*
(Vm= -40 mV) la corriente de K* aln no activa; ademas, las corrientes de K" sélo son
apreciables en los Ultimos tres pulsos despolarizantes, justo cuando las corrientes de Na®
son mas rapidas.

-4000-

Fig. 37 Corrientes de Na+ bloqueadas por TTX. a) Corrientes de Na* y K" provocadas por la aplicacién de
pulsos de voltaje despolarizantes. b) Corrientes de Na* bloqueadas al aplicar el TTX.

Estos resultados nos ayudaron a corroborar que los valores dela corriente al pico de las
corrientes de Na* no estuvieran contaminadas por corrientes de K y su magnitud pudiera
ser utilizada para el célculo de la conductancia al Na™.

Para realizar un analisis comparativo mas detallado entre los cultivos con Poli-Pirrol y
Poli-DL-Ornitina/Laminina, se compararon las conductancias al Na+ y al K*. Se obtuvieron
gréficas de las conductancias dependientes del voltaje para Na* y K'. A los puntos
experimentales se les ajusté la funcibn de Bolztmann obteniendo los siguientes
parametros de ajuste: conductancia maxima, la pendiente de la curva sigmoidea y el
potencial de membrana V50 al cual se obtiene la mitad de la conductancia maxima. Estos
tres parametros son caracteristicos para cada corriente ibnica y se emplean para describir
una corriente iénica en particular [91]. Estos tres parametros se emplearon para comparar
el comportamiento de los canales de Na® y K* durante los dias de cultivo y entre las
superficies de cultivo. Esperariamos que las superficies de cultivo no afectaran a los
canales ionicos dependientes del voltaje de las membranas celulares, si este fuera el
caso, las curvas de conductancia Vs Vm serian similares y los parametros obtenidos al
ajustar la funcion de Bolztmann a las curvas serian parecidos.

Se realizé un andlisis comparativo de las conductancias al Na* y K" en cada una de las
superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina y PPy a los 3 y 8 dias de cultivo (Fig. 38, 39). A
los 3 dias de cultivo se observa una similitud entre los parametros analizados (Fig. 38).
Los resultados no muestran una diferencia significativa al hacer un andlisis de datos
pareados (p<0.05). Se realiz6 un segundo andlisis a los pardmetros de las conductancias
de Na" y K* en células con 8 dias de cultivo (Fig. 39). Aunque se observan diferencias en
los parametros de las conductancias al Na*, éstas no fueron significativas. En el caso de
las conductancias al K* se observaron diferencias mayores entre los parametros de
ajuste, sin embargo, no fueron significativas. A pesar de los cambios en la conductancia,
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al realizar el analisis estadistico por datos pareados, no se observa una diferencia
significativa (p<0.05). En resumen las conductancias dependientes de Na® y K* no
mostraron diferencias significativas entre ambas superficies de cultivo.
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Fig. 38 Andlisis comparativo de las conductancias de Na+ y K+ a los 3 dias de cultivo sobre superficies
tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina y con PPy. a), d) conductancia maxima,; b), e) V50; c), d) Pendiente.
Estos datos son representativos de n=3 por dia de cultivo.
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Fig. 39 Analisis comparativo de las conductancias de Na“ y K™ a los 8 dias de cultivo de células nerviosas de
la médula espinal sobre superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina y con PPy. a), d) conductancia
méxima; b), e) V50; c), d) Pendiente. Estos datos son representativos de n=3 por dia de cultivo.

En la Fig. 40 se muestran las graficas comparativas de las conductancias normalizadas
para Na'y K* de células con 21 dias de cultivo. En el caso de células sobre superficies de
Poli-DL-Ornitina/Laminina no se muestran datos debido al completo deterioro y muerte
celular que se obtuvo en el cultivo después de 10 dias. Los datos presentados solo
corresponden a las células cultivadas sobre superficies de Poli-Pirrol. No se realiz6 ningln
andlisis estadistico debido a la falta de datos comparativos.
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Fig. 40 Analisis comparativo de las conductancias de Na" y K” a los 21 dias de cultivo de células nerviosas de
la médula espinal sobre superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina y con PPy a), d) conductancia
méaxima; b), e) V50; ¢), d) Pendiente. Estos datos son representativos de n=3 por dia de cultivo.

En la Fig. 41 se resumen de manera grafica los resultados mostrados en las figuras 38, 39
y 40. Se observa que en los cultivos sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina, la conductancia al
K" (gK") no sufre cambios durante los 8 dias de cultivo que permanecen viables las
neuronas; sin embargo, la conductancia al Na* (gNa®) indispensable para la generacion
de potenciales de accion, se deteriora rapidamente a los 5 dias de cultivo. Por el
contrario, en los cultivos celulares sobre superficies de Poli-Pirrol, la gNa* mejora en el
tiempo incluso hasta los 21 dias de cultivo; en cuanto a la gK*, permanece estable
durante los 8 dias de cultivo y disminuye a los 21 dias de cultivo. La disminucion en gK*
no afecta el potencial de reposo como se muestra en la Tabla 1, y no parece afectar
negativamente a los potenciales de accién como se muestra en la Fig. 34), mas bien los y
mejora al hacerlos mas rapidos y de mayor amplitud.
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Fig. 41 Conductancias promedio de células nerviosas de la médula espinal de raton sobre superficies tratadas
con Poli-DL-Ornitina/Laminina y sobre PPy. Estos resultados son representativos para n=3 por dia.

Motoneuronas sembradas sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina y sobre PPy

Una vez que se observo la respuesta eléctrica en células nerviosas de la médula espinal y
gue éstas no se vieron afectadas por la presencia del polimero, se prosiguié a realizar el
registro de motoneuronas purificadas. En este caso se debe tomar mayor atencion a las
motoneuronas debido a que éstas fueron sometidas a procesos de despolarizacién con
alto K* extracelular, que puede dafiar a las células por el ingreso masivo de Ca** a través
de canales de Ca?* voltaje dependientes.
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g. 42 Corrientes de Na' (a) y K* (b) de motoneuronas purificadas en superficies de Poli-DL-
Ornitina/Laminina
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En la Fig. 42 a) se observan los trazos caracteristicos para corrientes ionicas del canal
rapido de Na*, se pueden observar las corrientes rapidas de Na* de células sembradas en
Poli-DL-Ornitina/Laminina con 5 dias de cultivo, se observa la activacién de los canales
voltaje dependientes, provocada por la aplicacion de pulsos cortos despolarizantes de
voltaje (10 ms). Una vez que las corrientes de Na* llegan a un punto maximo, éstas
tienden a disminuir debido a la inactivacion de los canales de Na'. En b) se puede
observar la activacion de los canales del rectificador tardio de K*; se observan los trazos
caracteristicos de las curvas de las corrientes de K' en cultivos de motoneuronas
sembradas sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina con 5 dias de cultivo, que son ocasionadas
por la apertura de los canales voltaje dependientes, que son activados por pulsos de
voltaje despolarizantes de larga duracién (100 ms). Es importante la activacion de los
canales de Na* y K* ya que éstos seran indicadores de la aparicién de potenciales de
accion en las células.
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Fig. 43 Corrientes iénicas de Na* (a) y K" (b) de motoneuronas purificadas sembradas en PPy

En la Fig. 43 se observa un comportamiento similar a los registros eléctricos de las
corrientes i6nicas de Na" y K" mostrados en la Fig. 42. En a) se pueden ver los trazos de
corrientes de Na* en motoneuronas con 5 dias de cultivo en superficies tratadas con PPy.
Se puede observar la activacion de los canales voltaje dependientes por pulsos
despolarizantes de voltaje de corta duracion. Hay una corriente maxima de Na' que
posteriormente tiende a disminuir debido a la inactivacion de los canales de Na'. En b) se
observan las corrientes de K™ en motoneuronas con 5 dias de cultivo, las corrientes fueron
provocadas con pulsos despolarizantes de voltaje de larga duracién (100 ms) que
abrieron los canales y por lo tanto, permitieron el paso de iones a través de éstos. La
activacion de los canales y la generacién de corrientes provocara la presencia de
potenciales de accion en las motoneuronas. Debido a esto, el PPy es una superficie de
cultivo que no altera las propiedades eléctricas, especificamente, la activacion de canales
de Na'y K.
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Fig. 44 Potenciales de accién en motoneuronas sembradas en superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina (a) y
en PPy (b).

En la Fig. 44 se presentan los trazos caracteristicos de potenciales de accion de
motoneuronas. En a) se observan los potenciales de accion en motoneuronas sembradas
sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina con 5 dias de cultivo, se ve que al aplicar pulsos de
corriente despolarizantes el potencial de membrana cambia hasta provocar la aparicion de
potenciales de accion. En b) se observa un comportamiento similar, se muestran los
potenciales de accion al despolarizar la membrana con pulsos de corriente de
motoneuronas sembradas sobre PPy con 5 dias de cultivo. Por lo que se observa un
comportamiento similar, obteniéndose amplitudes muy parecidas en los potenciales de
accion en ambas superficies de cultivo, ademds, éstos no se ven afectados por la
presencia de PPy. En todos los trazos mostrados se observa un comportamiento muy
parecido al de las Fig. 34, 35 y 36 en células nerviosas de la médula espinal en donde se
omitié la purificacion de las células, lo que indica que desde los primeros cultivos
obtenidos, ya se tenia la presencia de motoneuronas.

Sembrado de motoneuronas de la médula espinal de raton en camas de fibras
electrohiladas de PLA y PLA-PPy

Fig. 45 Motoneuronas sembradas en fibras electrohiladas de PLA (a) y en PLA-PPy (b) (las cabezas de flecha
indican la localizacion de las motoneuronas). (Contraste de fases, Barra=50 micras, Amplificacién original
x400)
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En la Fig. 45 a) se puede ver el crecimiento de motoneuronas con 5 dias de cultivo, en
camas de fibras electrohiladas de PLA. Se observa el anclaje de las motoneuronas sobre
una de las fibras de PLA, las células una vez ancladas crecieron en forma de racimos,
presentando una forma esférica. No se observan las ramificaciones nerviosas de las
células, ya que para su desarrollo morfolégico, se necesita que estas tengan una
superficie de anclaje. Las células al anclarse en un punto de contacto, s6lo permitira que
la parte somética se desarrolle de manera adecuada, pero los procesos dendriticos y
axonal, se veran limitados en su crecimiento, aunque suponemos que el desarrollo del
axon y dendritas pueda estar sobre la misma fibra de PLA. En b) observamos el
crecimiento de motoneuronas con 5 dias de cultivo en fibras electrohiladas de PLA-PPy,
se observa el anclaje celular sobre la superficie de las fibras en forma de racimos. Al igual
que en el caso de motoneuronas sobre PLA, se observa una morfologia esférica sin
desarrollo de ramificaciones, por lo que se supone que su desarrollo se vea sobre la
superficie de las fibras. Se concluye que las fibras de PLA y PLA-PPy son andamios que
permiten el anclaje de las células pero que limitan el desarrollo de las motoneuronas al no
brindar una superficie de anclaje para las dendritas y los axones.

Inmunofluorescencia celular
Motoneuronas en camas de fibras electrohiladas de PLA y PLA-PPy

En la Fig. 46 a) y b) se muestran motoneuronas con 5 dias de cultivo sembradas en fibras
de PLA. Las células fueron marcadas con VChat y FITC (verde) para poder ser
localizadas dentro de las fibras, se tifié el nucleo celular con Hoechst (azul). Al observar el
anclaje de las células, se puede ver que las células conservan una morfologia esférica en
la parte del soma, se piensa que el poco desarrollo axénico y dendritico, se debi6 a la
poca area de contacto generada entre las células y las fibras, también se puede ver que
las células se anclaron a lo largo de la superficie de la fibra.

En la Fig. 46 c) y d) se observa el crecimiento de motoneuronas con 5 dias de cultivo en
fibra electrohiladas de PLA-PPy. La tinciébn con VChat y FITC (verde) nos ayudd a la
localizacién de las motoneuronas sobre las fibras de PLA-PPy, se marcaron los nucleos
con Hoechst (azul). Se observa el mismo patrén de anclaje de las células que con las
fiboras de PLA, las células crecieron sobre la superficie de las fibras de PLA-PPy, se
conserva una morfologia esférica en el soma y un bajo desarrollo de ramificaciones. Por
lo que el crecimiento de motoneuronas sobre fibras de PLA y PLA-PPy nos brindara un
adecuado anclaje celular, pero debido a la limitada area de contacto, no se tendra un
completo desarrollo morfolégico de las motoneuronas.
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Fig. 46 Motoneuronas sembradas en fibras de PLA (a, b) y en PLA-PPy (c, d) (Anti-VChat-FITC, Hoechst,
Barra=50 micras, Amplificacion original x400)
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Electrofisiologia celular de motoneuronas en camas electrohiladas de PLA y PLA-
PPy

Se realizé el registro eléctrico de motoneuronas creciendo sobre camas de fibras de PLA
y PLA-PPy para poder conocer las condiciones eléctricas de las células. Se realiz6 el
registro de las corrientes iénicas de Na® y K*, asi como de los potenciales de accion
presentes en las células.
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Fig. 47 Microfotografia del registro celular (a), trazos de las corrientes i6nicas de Na" y K* (b, d) y potenciales
de accioén (c) de motoneuronas sembradas en PLA.

En la Fig. 47 a) se observa el registro celular por “patch-clamp” de una motoneurona
anclada a una fibra de PLA con 5 dias de cultivo, se observa a su vez la punta de la
micropipeta con la cual se realiz6 el registro electrofisiolégico. En b) y d) se muestran los
trazos de corriente adquiridos al estimular las células con pulsos de voltaje
despolarizante, se ven las corrientes idnicas de Na* por la activacion de los canales
voltaje dependientes y la aparicion de los trazos de corriente correspondiente a K,
respectivamente. En c) se presenta un potencial de accion lento, provocado por la
aplicacion de pulsos de corriente despolarizante. Este tipo de potenciales podrian
explicarse por la pobre activacion de los canales de Na* por su baja expresion a los pocos
dias de cultivo.
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Fig. 48 Microfotografia del registro celular (a), trazos de las corrientes i6nicas de Na" y K* (b, d) y potenciales
de accion (c) de motoneuronas sembradas en PLA-PPy.

En la Fig. 48 a) se muestra el registro electrofisiolégico de una motoneurona anclada a
una fibra de PLA-PPy con 5 dias de cultivo. En b) y d) se observan los trazos de corriente
de Na" y K" al estimular eléctricamente las células con pulsos de voltaje despolarizante.
Se puede ver gue las corrientes de Na* son la primeras en aparecer y llegando a un
méximo, éstas tienden a desaparecer, presentandose posteriormente las corrientes del
rectificador tardio de K*. En c) se observa un potencial de accién lento y con baja amplitud
gue aparece después de la aplicacion de pulsos de corriente despolarizante. Se observa
gue las corrientes iénicas en ambas superficies son similares. Los potenciales de accion
en ambas superficies presentan la misma caracteristica de tener una baja amplitud de no
més de -20 mv. Ambas superficies de crecimiento, formadas por fibras de PLA y PLA-
PPy, brindan un adecuado anclaje sobre un area de crecimiento especifica; sin embargo,
el desarrollo morfoldgico es limitado con baja expresion de canales de Na*, que se refleja
en la actividad eléctrica de las motoneuronas, las cuales presentan potenciales de accién
lentos y de baja amplitud.
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Cocultivos Celulares

Se selecciond el modelo de motoneuronas purificadas con Lectina y alto K* en lugar de
las motoneuronas derivadas de células troncales embrionarias, por su rapida obtencion.
Debido a que se observé un adecuado anclaje, crecimiento y desarrollo celular, se
prosiguid a observar el crecimiento en conjunto de las células musculares y motoneuronas
en superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina y en PPy.

Fig. 49 Cocultivo celular en Poli-DL-Ornitina/Laminina (a) y PPy (b) (Contraste de fases, Barra=50 micras,
Amplificacién original x250)

En la Fig. 49 se observa el crecimiento de células musculares y de motoneuronas en el
mismo ambiente de cultivo. En a) se observan células musculares (mus) diferenciadas en
miotubos con 5 dias de diferenciacion, se observan ademas varias motoneuronas (mtn)
con 3 dias de cultivo en superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina. Se observan
los puntos de contacto neuromuscular (flecha) entre la motoneurona y las células
musculares. En b) se observan células de muasculo esquelético con 5 dias de
diferenciacion y una motoneurona bipolar con 3 dias de cultivo, ambos tipos celulares se
encuentran sembrados en superficies de PPy. Se puede observar la formacion de uniones
neuromusculares por la extension de las terminales nerviosas hacia el musculo. En
ambas superficies de crecimiento se observa un desarrollo normal de las células, asi
como la formacion de uniones neuromusculares.

Inmunofluorescencia de los cocultivos celulares

Las técnicas de inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos especificos, toxinas y
fluorocromos, nos permitio la localizacion de cada tipo celular encontrado dentro del co-
cultivo, asi como visualizar de forma especifica el sitio de contacto sinptico
neuromuscular; todos los marcajes se realizaron en superficies de Poli-DL-
Ornitina/Laminina y PPy.
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Fig. 50 Cocultivos celulares vistos por microscopia de fluorescencia en Poli-DL-Ornitina/Laminina (a) y PPy (b)
(Alfa bungarotoina-Tetrametilrodamina, Hoechst, Barra=50 micras, Amplificacion original x100)

En la Fig. 50 a) se puede observar el marcaje superficial de la placa neuromuscular en un
cocultivo celular de muasculo esquelético y motoneuronas sembradas en Poli-DL-
Ornitina/Laminina y en b) del cocultivo celular en PPy; se observa el marcaje con el
conjugado de alfa bungarotoxina y tretametilrodamina el cual nos permitié localizar
exclusivamente el sitio de contacto sinaptico (amarillo), ya que la alfa bungarotoxina se
ancla a los receptores de acetilcolina que se encuentran distribuidos en la placa
neuromuscular. De igual manera se pueden observar los nlcleos celulares (azul) tefiidos
por Hoechst de las fibras musculares multinucleadas. En Poli-DL-Ornitina/Laminina se
observa la formacion de uniones neuromusculares en ambas superficies de cultivo,
observandose en amarillo la zona de contacto sinaptico. En superficies de PPy se
observan miofibrillas con multiples ndcleos marcados en azul, se observa también la
presencia de contacto sinaptico, en donde una terminal de la motoneurona ha hecho
contacto con el musculo esquelético.

En la Fig. 51 se observan las imagenes de inmunofluorescencia de motoneuronas y
células de musculo esquelético sembradas en superficies de Poli-DL-Ornitina/Laminina y
PPy. En a) se puede ver el marcaje superficial de células de musculo esquelético en
cocultivo con motoneuronas con 7 dias de cultivo, sembradas en superficies de Poli-DL-
Ornitina/Laminina. Se marcaron con anti-miosina para localizar la proteina especifica
miosina, la cual es una proteina de contraccion muscular, resaltadas con el fluorocromo
FITC (verde). En a) sblo se muestra el marcaje de muasculo y de la placa neuromuscular
debido a que se utiliz6 el mismo fluorocromo para el marcaje de anti-miosina y de VChat.
En a) se puede ver en rojo el marcaje de la placa neuromuscular por la aplicacion del
conjugado alfa-bungarotoxina y tetrametilrodamina, se tifié a su vez el nucleo celular con
Hoechst.

Se puede observar el marcaje del musculo en donde es evidente un mayor nimero de
células de musculo esquelético, se observan pocos puntos de contacto sinaptico
posiblemente debido a la sobrepoblacién de células musculares, no hubo suficientes
motoneuronas que hicieran contacto sinaptico. En b) se observa el marcaje superficial de
VChat y FITC (verde) de motoneuronas en cocultivo con células musculares. Se muestra
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el marcaje de los transportadores vesiculares de acetilcolina localizados en las terminales
y cuerpo de las motoneuronas. Se realizé el marcaje a células en cocultivo sembradas en
Poli-DL-Ornitina/Laminina, al igual que en a) se realizd el marcaje de los receptores de
acetilcolina con alfa-bungarotoxina y tetrametilrodamina (rojo), localizados exclusivamente
en la placa neuromuscular; se marcaron los nucleos con Hoechst (azul). En este caso al
igual que en a) no se obtuvieron puntos claros de contacto sinaptico, aunque se observan
zonas marcadas en rojo que evidencian la placa neuromuscular.

Fig. 51 Cocultivos con doble marcaje en los dos diferentes tipos de superficies de crecimiento. Poli-DL-
Ornitina/ Laminina (a) musculo esquelético, b) motoneuronas) y PPy (c) misculo esquelético, d)
motoneuronas (Anti-Miosina-FITC; VChat-FITC; alfa bungarotoxina/tetrametilrodamina; Hoechst, Barra=50
micras, Amplificacion original x100)

En c) se realiz6 el triple marcaje superficial para localizar musculo esquelético en cocultivo
con motoneuronas, cultivadas en superficies de PPy con 7 dias de cultivo. Se localizo el
musculo esquelético con Anti-Miosina y FITC (verde), alfa-bungarotoxina y
tetrametilrodamina para ver los receptores de acetilcolina de la placa neuromuscular (rojo)
y nucleos con Hoechst (azul). En esta imagen no se aprecian claramente zonas de
contacto sinaptico en el musculo esquelético, por lo que pensamos que las células
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musculares al sobrepoblar los cultivos, rompieron los enlaces sinpticos ya formados. En
d) se observa un marcaje similar que en b) en donde se hace la localizacién de
motoneuronas en cocultivo sembradas en PPy. Se localizaron las motoneuronas
utilizando VChat y FITC (verde); para poder ver la placa neuromuscular se aplico el
conjugado anteriormente mencionado, al igual se localizaron los ndcleos celulares con
Hoechst (azul). En este caso se sigue observando una sobrepoblacion de las células de
musculo esquelético, y es evidente, debido al marcaje con Anti-VChat, que muestra que
son muy pocas las células nerviosas marcadas, y que por lo tanto, tampoco habra
evidencia de la formacion de uniones neuromusculares.
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Conclusiones y perspectivas

En el crecimiento bidimensional de musculo esquelético de ratdén, se obtuvieron células
musculares indiferenciadas (mioblastos) que fueron cultivadas y alineadas en superficies
cubiertas con Poli-Pirrol por polimerizacién por plasma (PPy), y que posteriormente,
pudieron ser diferenciadas a miotubos gracias a las condiciones adecuadas de
diferenciacion. La presencia de PPy en los cultivos celulares de muasculo esquelético de
ratén, no alteré la morfologia celular de los mioblastos y se mantuvo un adecuado proceso
de diferenciacién a miotubos, presentando una adecuada alineacién celular. Las pruebas
electrofisioldgicas demostraron la presencia de actividad eléctrica celular con potenciales
de accién; sin embargo, los potenciales de accién fueron lentos y de baja amplitud con
respecto a los que presentan normalmente las células musculares. Las pruebas
morfolégicas por inmunofluorescencia mostraron la presencia de proteinas contractiles,
como la miosina en los cultivos sembrados en cajas de cultivo y en PPy.

El proceso de obtencién de motoneuronas a partir de células troncales embrionarias de
raton, nos permiti6 obtener cultivos de motoneuronas pero con un bajo porcentaje de
células totalmente diferenciadas hacia motoneuronas (GFP™); se obtuvo la diferenciacién
de motoneuronas en ambos tipos de superficies utilizadas, con igual supervivencia
celular. Las células nerviosas de la médula espinal de raton fueron sembradas en
superficies tratadas con Poli-DL-Ornitina/Laminina y sobre PPy, se observdé un aumento
en la supervivencia celular de hasta 21 dias, un incremento en la actividad eléctrica
celular, asi como la prevalencia de sinapsis celulares en las superficies de PPy, al ser
comparadas con las células nerviosas de la médula espinal sembradas sobre Poli-DL-
Ornitina/Laminina donde se obtuvo una supervivencia maxima de 8 dias.

La purificacion de motoneuronas de la médula espinal de ratdn nos ayudé a obtener una
poblacion homogénea de este tipo celular, permitiéndonos obtener un modelo adecuado
de motoneurona, con una adecuada actividad eléctrica, asi como una adecuada
morfologia celular, con la presencia de transportadores vesiculares de acetilcolina (V-
CHAT) en ambas superficies de cultivo (Poli-DL-Ornitina/Laminina y PPy). Al realizar el
cocultivo celular bidimensional de células de muasculo esquelético y motoneuronas, se
observé una adecuada morfologia celular de ambos tipos celulares, asi como, algunas
formaciones neuromusculares, al presentarse por inmunofluorescencia el marcaje de
miosina (muasculo esquelético), transportadores vesiculares de acetilcolina (VChat,
motoneuronas) y de la placa de la unién neuromuscular (alfa-bungarotoxina) tanto en Poli-
DL-Ornitina/Laminina y PPy.

En la parte del crecimiento tridimensional, la técnica de electrohilado permitié obtener
camas de fibras de PLA alineadas que al ser polimerizadas nos permitieron modificar las
caracteristicas superficiales de las fibras. Se obtuvo un crecimiento volumétrico de células
musculo esquelético y de motoneuronas, en las camas de fibras alineadas recubiertas y
sin recubrir con PPy. En ambos casos se observd un adecuado anclaje celular pero un
limitado desarrollo morfoloégico de cada tipo celular, provocado por la limitada area de
crecimiento que brindaban las fibras nanométricas de PLA. En la electrofisiologia celular
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se obtuvieron registros de la actividad eléctrica de las motoneuronas. En la parte
morfolégica por inmunofluorescencia, en el cultivo volumétrico se observo la presencia de
miosina, proteina contractil muscular; en el crecimiento volumétrico de motoneuronas se
observaron transportadores vesiculares de acetilcolina (VChat), importantes para la
sinapsis neuromuscular.

El PPy es una técnica de recubrimiento que puede ser utilizada en crecimientos
bidimensionales, asi como en crecimientos volumétricos; modifica las caracteristicas
superficiales de cualquier tipo de superficies, ayudando a un mejor anclaje celular, y por lo
tanto, a favorecer el crecimiento y la diferenciacién celular, ayudando en algunos casos a
aumentar la supervivencia celular, y por lo tanto a la preservacion de las caracteristicas
morfolégicas y electrofisioldgicas de las células. Al ser un material biocompatible y
bioinerte, el PPy no altera las caracteristicas morfologicas, eléctricas y de sintesis de
proteinas especificas y neurotransmisores de las células sembradas sobre éste.

Se considera como trabajo a futuro, realizar una mayor alineacion a las fibras del
andamio, asi como el uso de geles de fibrina, coldgeno o puramatrix, que nos permitan
tener un mejor crecimiento y desarrollo celular. Realizar cocultivos celulares sembrados
en un mismo tipo de andamio de crecimiento; especificamente, realizar un modelo de
crecimiento tridimensional de redes de uniones neuromusculares, utilizando los modelos
celulares ya utilizados en el crecimiento volumétrico por separado, de células de musculo
esquelético y motoneuronas. Utilizar a su vez, cocultivos con otros tipos de células que
puedan recrear mejor la estructura celular del tejido para brindarle una mejor estructura y
soporte. Realizar las pruebas funcionales correspondientes como registros
electrofisioldgicos, pruebas mecanicas para medir la contraccion muscular y técnicas de
inmunofluorescencia e histolégicas. Obtener un adecuado modelo volumétrico de estudio
de la formacién de uniones neuromusculares que ayude al entendimiento de los procesos
de desarrollo morfolégico celular, asi como al estudio de multiples enfermedades que
atacan de forma directa o indirecta las uniones neuromusculares, y que estos modelos
puedan ser usados como sustitutos de tejidos en la medicina regenerativa e ingenieria de
tejidos.
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Apendice I. Diagrama de flujo de la metodologia empleada
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Apendice |. Diagrama de flujo de la metodologia
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