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1. RESUMEN Y ABSTRACT

1.1 RESUMEN

El sistema nervioso es el encargado de generar y transmitir las
seflales necesarias para coordinar todo el cuerpo. Las células que lo
componen, neuronas y células gliales, poseen muy limitada su capacidad de
regeneracion en humanos adultos, por lo que cualquier dafio que reciban sera
casi irreversible. La elastina es una proteina que forma parte de la matriz
extracelular. Mediante técnicas de ingenieria genética se pueden disefar
polimeros proteicos que imiten a esta elastina e incluir en sus secuencias
dominios especificos de adhesién y/o degradacion.

En este Trabajo Fin de Master se han producido polimeros
recombinantes tipo elastina, ELRs (Elastin-like recombinamers), usando una
cepa no patégena de E.coli. Asimismo, se han realizado modificaciones
guimicas en estos biopolimeros ELRs para introducir en ellos los grupos
funcionales necesarios para llevar a cabo quimica click entre sus cadenas, de
manera que se puedan formar hidrogeles por entrecruzamiento de dichos
polimeros.

Los hidrogeles preparados se han utilizado como soporte en el cultivo
de células gliales C6 con objeto de estudiar el comportamiento celular en
diferentes entornos peptidicos. Se ha estudiado su comportamiento en cuanto
a su adhesion y proliferacién con el tiempo. La medicién de la longitud del
axon mediante técnicas inmunohistoquimicas, que permite la identificacion de
dicho axon, nos permite proponer a este tipo de hidrogeles de elastina como
potencialmente adecuados para promover y dirigir el crecimiento de estas
células. Por tanto, estos hidrogeles se muestran como potenciales analogos
de tejido con importante papel en regeneracion de tejido neuronal dafiado, con
la posibilidad en el futuro de trasladarlo a las neuronas.
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1.2 ABSTRACT

The nervous system is in encharged of generating and transmitting the
necessary signals to coordinate the entire body. It is composed by two different
types of cells, neurons and glial cells. They have a very limited capacity for
regeneration in adult humans. Any damage they receive will be almost
irreversible. Elastin is a protein that is part of the extracellular matrix. Using
genetic engineering techniques, we can design protein polymers that mimic
this elastin and add specific sequences such as adhesion or degradation
domains.

In this work we produced Elastin-like recombinamers (ELRS),
using a non-pathogenic strain of E.coli. We made chemical modifications to
these polymers to be able to do click chemistry between their chains.
Crosslinking allows the formation of hydrogels.

The prepared hydrogels were used as surface for the culture of
glial cells C6, so we can study their behavior in different peptide environment.
We studied their adherence and proliferation. Using immunostaining we can
identify and measure their axon length. The results allow us to propose these
hydrogels as potentially suitable for enhancing and leading the growth of this
cells. Therefore, these hydrogels present potential tissue analogs with
important role in the regeneration of damaged neural tissue, with the possibility
in the future of transferring it to neurons.
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2. INTRODUCCION

2.1 EL SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso sigue siendo un gran misterio para la humanidad.
Con el paso de los afios, se han ido descubriendo cosas que no se sabian
antes e incluso, algunos han hecho cambiar completamente la percepcién que
se tenia del sistema nervioso. El sistema nervioso se clasifica en dos grupos:
el Sistema Nervioso Central (SNC) y el Sistema Nervioso Periférico (SNP).
Tanto el central como el periférico comparten ciertas similitudes, pero también
tienen grandes diferencias, o que les permite desempefiar y desarrollar
diferentes funciones.

Las células mas conocidas del sistema nervioso son las neuronas,
pero la glia que es bastante menos conocida, tiene bastante importancia en
el sistema [1]. Hasta el siglo XIX, lo poco que se sabia del sistema nervioso
se debia a que no existian técnicas adecuadas para poder visualizar estas
células. No fue hasta finales del siglo XIX, que gracias a la tincion de Golgi
(inventada por Camilo Golgi), por primera vez se pudo tefiir las neuronas con
dicromato de osmio y nitrato de plata.

El problema de esta tincion era que solo se tefila menos del 1% de las
neuronas, pero las que se tefiian, se tefiian completamente [2]. Gracias a esta
tincion surgieron dos teorias, una mucho més conocida que la otra: la teoria
reticular y la teoria neuronal. La primera fue establecida por Golgi en la que
decia que las conexiones de las neuronas eran al azar, no existia polaridad
celular y tampoco habia un espacio sinaptico. La otra teoria, la neuronal,
refutaba la anterior y fue creada por Santiago Ramon y Cajal.

Esta teoria afirmaba que existia una separacion entre las células, que
mediante conexiones especializadas (sinapsis) las células podian
comunicarse entre ellas, y las partes que participaban en la conduccion
nerviosa eran el cuerpo celular (soma) y la prolongacién (axon).

También afirmaba que existia una polaridad, por ello la comunicacion
era unidireccional. Ademas, existia una alta organizacion entre las células, por
lo que las conexiones no podian ser por azar. Camilo Golgi y Santiago Ramén
y Cajal recibieron el Nobel de medicina en 1906, por las aportaciones de la
tincion de Golgi y los dibujos y teoria neuronal de Ramon y Cajal [3].
Basandose en los estudios de Ramén y Cajal, Heinrich Wilhelm Gottfried
Waldeyer nombré a esa célula nerviosa, que era la unidad estructural basica
del sistema nervioso (ver figura 1), como neurona, que es como la conocemos
hoy en dia [4].

La escuela de Ramén y Cajal ha sido muy importante en el campo de
la neurologia, ya que produjo muchos descubrimientos, como el
protagonizado por su discipulo Pio del Rio Hortega que identificé la microglia
y los oligoendrocitos [5].
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Figura 1 Estructura de una neurona.

La neurona es la unidad estructural basica del sistema nervioso. Es
una célula con caracteristicas especiales, todas ellas dirigidas a la mejora de
la transmision de los impulsos eléctricos que actuan como sefiales. La primera
caracteristica es su polaridad causada por la distribucién desigual de iones a
lo largo de la membrana permite que sea excitable, permitiendo que todas las
sefales que se transmiten por las neuronas vayan en un sentido y no puedan
retroceder.

Cada una de las diferentes partes de las neuronas, el soma, las
dendritas y el axon, participa en una fase diferente de la transmision de las
sefales. El soma es el cuerpo de la neurona, donde se sitla el nicleo y es el
eje central de la célula, que se encarga de recoger, analizar y ordenar la
transmision de las sefales [6]. Las otras dos partes, el axén y las dendritas
son las principales estructuras de la sinapsis celular, la forma en la que se
comunica la neurona con otras células, que puede ser eléctrica o quimica. La
sinapsis quimica se produce por la liberacion de neurotransmisores y la
eléctrica por el paso de iones [7]. Y aqui es donde la segunda caracteristica
especial de las neuronas entra en juego: la membrana permite la conduccion
de los impulsos nerviosos, debido a que posee muchos canales iGnicos
dependientes de voltaje.

El potencial de la membrana en reposo es de -65 mV, y viene dado
por la diferencia de concentracion de iones en el interior y exterior celular. Este
potencial puede variar por el movimiento de los iones, principalmente K*, Na™,
Ca?* y CI. Cuando entran iones positivos en la célula, el potencial de
membrana se vuelve mas positivo y decimos que la membrana se despolariza,
y si se vuelve mas negativo que se repolariza.

El movimiento de iones se produce gracias a los transportadores
i6nicos. El impulso nervioso no se transmitird hasta que no se produzca un
potencial de accion, es decir, hasta que el potencial de membrana no supere
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el potencial umbral no se producira el impulso nervioso. Se activaran los
transportadores de iones, que permitiran el traslado del potencial por todo el
axon hasta el boton sinaptico. Dependiendo del tipo de sinapsis, se liberara
un neurotransmisor (sinapsis quimica) o ion (sinapsis eléctrica), que sera
recibida por la célula siguiente. Si la célula receptora es una célula nerviosa,
el impulso sera recibido por las dendritas que transmitiran el impulso hasta el
soma de la neurona [8].

Para que el impulso nervioso se transmita lo suficientemente rapido,
el axdn esta recubierto de una sustancia denominada mielina, que permite
que la transmision del impulso llega a una velocidad media de 10 metros por
milisegundo [9]. La neurona esta siempre acompafada de otras células
llamadas células gliales o glia (ver figura 2).

GLIAL CELLS

are found in
|
[ |
| Peripheral ne{rvous system ’ , Central nerrou: system l
contains | conltalns ‘
v v v
. . ']
sl A LN ) S s— "*.h:g\)m
~ A8~ 6 ¢ o b @
/ ) e ,/ 1&}, era
/ ) " \
Satell'llte Schwann cells OIIgod;;drocytes Ast . Microglia (modified Ependymal
cote strocyte immune cells) cells
form form
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|
secrete form help form secrete take up create
l Support for Blood- l l Barriers Source of
Support | Neurotrophic central nervous| | brain | | Neurotrophic K*, between neural
cell bodies factors system barrier factors neurotransmitters compartments| | stem cells

Figura 2 Clasificacion de las células gliales, diferenciandolas entre las pertenecientes al sistema
nervioso central o al sistema nervioso periférico. Algunos de estos tipos celulares realizan
funciones similares como las células de Schwann y los oligodendrocitos.

La relacion neurona:glia es de 1:10, es decir qgue hay muchas mas
células gliales que neuronas [10]. Las células gliales realizan funciones muy
importantes que la neurona no realiza. Poseen prolongaciones nerviosas, son
excitables, pero no pueden producir nuevas sefiales.

Otra de las diferencias con respecto a las neuronas, es la capacidad
proliferativa de las glias, que es mucho mayor que la de las neuronas.
Atendiendo al sistema nervioso al que pertenezcan las glias, podemos
encontrar células satélites, de Schwann (SNP) y oligodendrocitos, astrocitos,
microglias y ependimocitos (en el SNC).

Cada tipo celular desempefia una funcién diferente. Las Unicas que
comparten funcién son las células de Schwann y los oligodendrocitos.
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Mientras que el oligodendrocito en el SNC puede mielinizar hasta 60 axones
a la vez, la célula de Schwann solo mieliniza una parte de un axon.

Los oligodendrocitos tienen otras funciones troficas y de regulacion
del metabolismo neuronal. Por tanto, las células gliales son las que apoyan a
las neuronas para que éstas pueden cumplir su funcion a la perfeccion [7, 11,
12].

2.2 EL CICLO CELULAR Y LA REGENERACION TISULAR

Todas las células siguen un ciclo celular que contiene diferentes
fases. En cada una de estas fases van ocurriendo diferentes procesos
controlados por diferentes proteinas. El ciclo celular es el mecanismo esencial
por el cual un organismo se puede reproducir y reparar sus tejidos dafiados.
Las células pueden duplicar su DNA vy distribuir las copias entre las células
hijas. Existen 4 fases (ver figura 3).

La fase M o mitosis se produce cuando la célula distribuye su material
genético en dos y se divide en 2 células hijas. El resto de fases se engloban
en la Interfase, que es cuando la célula no se esté dividiendo. La fase G1 es
el estado entre la fase My S. La fase S se produce cuando la célula empieza
a replicar su DNA.

Por ultimo, esta la fase G2, que es el estado intermedio entre S'y M.
La mayor parte del tiempo, las células se encuentran en fase G1, en el
momento que pasa a fase S la célula tiene que acabar el ciclo. Una célula en
fase G1 puede entrar en fase GO, en la que las células no se dividen, pero
estan activas [13, 14]. El tiempo que permanece en cada ciclo celular depende
del tipo celular. Las células epiteliales (de la piel) se dividen muy rdpidamente;
en cambio, las células hepaticas tardan mucho en dividirse.

(]
M

cicLo ceLutar G 6

yy

I
hterf%e |

Figura 3 Representacion del ciclo celular. Se puede diferenciar La interfase con sus fases
caracteristicas y la mitosis dando lugar a dos células hijas. Estas células a su vez continuaran con
su propio ciclo celular pudiendo pasar a la fase GO.
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Las células madre son aquellas que pueden dividirse constantemente,
segun los tipos celulares que puedan originar se denominan de una manera u
otra. Cuando se van dividiendo, las células hijas van diferenciandose, lo que
permite que vayan adquiriendo caracteristicas del tipo celular que seran al
final, pero van perdiendo la capacidad de proliferacién [15].

El valle de Waddington es una representacion grafica de este suceso
(ver Figura 4). Una célula puede bajar el valle mientras se va diferenciando,
pero no puede volver a subir. En principio se pensaba que era asi, pero la
aparicion de la epigenética y de los genes de Yamanaka en los ultimos afios,
ha mostrado que se pueden reprogramar las células para que puedan subir
ese valle y puedan seguir dividiéndose [16, 17].

Célula madre
embrionaria B

Célula iPS

3‘;\0 \3\33\0

Y-\b(o‘o\ ‘\I\\o

9O \o5©

W

° : O
C,e\\)\a @ do&a@ ?\b‘ob\?’

Figura 4 A) Representacion del valle de Waddington en el que las células sélo podian diferenciarse.
B) Representacion del mismo valle con los avances de la epigenética, en el que una célula puede
reprogramarse para que ascienda y pueda diferenciarse.

Existen otro tipo de células con capacidad proliferativa ilimitada que
son las células tumorales. En este caso, las células sufren un acumulo de
mutaciones en su material genético que evita que los mecanismos de control
del ciclo celular funcionen correctamente, por lo que estan replicandose
constantemente, dando lugar a la produccion de los tumores [18].

En el sistema nervioso, la regeneracion celular es especial [19]. Los
organismos inferiores tienen una alta capacidad regenerativa, pero en
humanos es limitada y presenta diferentes comportamientos entre el SNC vy el
SNP [20].

Tal es el caso de Henry Head que se corto los nervios periféricos de
uno de sus brazos, por lo que perdié toda su sensibilidad y control motor de
esa zona. Henry Head recuperé muy poco la sensibilidad a la presion y el tacto
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a las 6 semanas; hasta los 2 afios no pudo discriminar temperaturas,
pinchazos y el control motor fino. Fue necesario el paso de 4 afos para que
pudiera recuperar totalmente la sensibilidad y el control motor [21, 22].

Sin embargo, en el caso de los ratones si que hay nichos en el
hipocampo que permiten la regeneracién celular, pero fuera del hipocampo y
en el humano no se tiene todavia constancia de una posible regeneracion [23].

2.3 POLIMEROS TIPO ELASTINA

Los organismos estan formados por multitud de moléculas diferentes,
algunas de las cuales presentan mayor complejidad estructural que otras,
pero todas ellas desempefian una o varias funciones. Existen 4 grandes
grupos dentro de las biomoléculas organicas: hidratos de carbono, acidos
nucleicos, aminoéacidos y lipidos. Algunas de las funciones que pueden
desempefiar son estructurales, metabdlicas, reguladores y de
almacenamiento de informacion [24, 25].

Las proteinas son cadenas de aminoacidos unidos entre si por un
enlace peptidico. En la naturaleza, existen 20 amino&cidos distintos (ver figura
5); por lo tanto, la diferente combinacion de éstos da lugar a diferentes
secuencias o0, lo que es lo mismo, a diferentes proteinas. No solo es
importante el tipo de aminoacido que forma la proteina, sino el lugar que ocupa
en la cadena y la longitud de ésta, ya que mediante interacciones atractivas o
repelentes en las moléculas provocaran que éstas adopten una forma u otra
gue seralaresponsable de que la proteina desarrolle una determinada funcién
[26].

Abreviacion Aminoacido
A Ala Alanina

C Cys Cisteina

D Asp Ac Aspartico
E Glu Ac. Glutamico
F Phe Fenilalanina
G Gly Glicina

H His Histidina

| e Isoleucina
K lLys Lisina

L Leuw Leucina

M Met Metionina

N Asn Asparragina
P Pro Prolina

Q Gin Glutamina
R Arg Arginina

B Ser Serina

T Thr Treonina

v Val Valina

w Tro Triptofano
Y Tyr Tirosina

Figura 5 Codigo de 1y 3 letras para cada aminoacido.




Master
TECNICAS AVANZADAS EN QUIMICA
ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD QUIMICOS Pdgina 15.-

La elastina es una proteina presente en la matriz extracelular cuya
principal funcion es aportar elasticidad a los tejidos. Esta proteina presenta
una secuencia aminoacidica en la que se repite con frecuencia el dominio
VPGXG (en el cbdigo de 1 letra) o Val-Pro-Gly-X-Gly (codigo de 3 letras);
siendo X cualquier aminoacido menos la prolina (P/Pro). La elastina es una
proteina que cumple un papel estructural bastante importante formando la
matriz estructural debido a su elasticidad y resiliencia que se puede adaptar a
multitud de tejidos. La elastina puede entrecruzarse formando asi una red que
puede interaccionar con otras proteinas, ya sean celulares o de la propia
matriz extracelular [27].

Los polimeros tipo elastina (ELPS) presentan unas caracteristicas
especiales que les confiere una gran utilidad no so6lo para su uso en
biomedicina sino también para su produccion en biorreactores [28].

Los ELPs presentan un comportamiento singular en soluciones
acuosas ya que presentan una agregacion reversible segun la temperatura.
Cada polimero tiene una temperatura de transicion (Tt), que es una
temperatura critica en la conformacion estructural del polimero, por lo que a
diferentes temperaturas la conformacion del polimero es diferente. Si el
polimero se encuentra a una temperatura inferior a la Tt se encontrara
disuelto, pero si la temperatura es superior, se formaran agregados que
permitiran la precipitacion del polimero [29, 30].

La temperatura a la que se produce esta transicion, Tt, se ve afectada
por diversos factores como la concentracion del polimero o la presencia de
sales. En el caso de las sales, al aumentar la concentracion de éstas, la
temperatura de transicion disminuye. Para la purificacion de estos polimeros
se aprovecha mucho esta transicion inversa con la temperatura (ITT) y como
se ve modificada la temperatura de la transicion, Tt, por la presencia de sales
[31].

Si la temperatura a la que trabajamos nuestro polimero es inferior a la
temperatura de transicién, las cadenas poliméricas se encuentran
desordenadas e hidratadas por la formacion de clatratos, que son las
moléculas de agua dispuestas alrededor de los residuos apolares del
polimero.

En cambio, si la temperatura de trabajo es superior a la de transicion,
estos clatratos se rompen por la agitacion térmica y la conformacion del
polimero cambia a una hélice B, en la que los residuos apolares estan en el
exterior y en el interior de la hélice los residuos polares que retienen moléculas
de agua cuando se transiciona de una conformacion a otra (ver figura 6). Por
estas caracteristicas, estos polimeros son unos buenos candidatos para su
uso en ingenieria de tejidos o para la administracién controlada de diversos
farmacos [32, 33].
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Estructura tipo clatrato

Figura 6 Estructura del polimero en relacién a la temperatura de transicion.

2.4 PRODUCCION DE POLIMEROS

La informacion de la secuencia polipeptidica se almacena en el
material genético. Cuando una célula quiere expresar una proteina tendra que
acceder al gen que codifique la proteina en cuestion. El DNA es la forma mas
estable de almacenar la informacion.

El DNA esta compuesto por cadenas de nucledtidos que la
maquinaria molecular usara para crear una cadena complementaria de RNA.
Por lo general el RNA es mas inestable, por lo que se usa como intermediario.
La maquinaria celular leerd la secuencia de RNA y sintetizara esa proteina. El
codigo genético determina las combinaciones de 3 nucleotidos que codifica
para cada aminoacido.

Por tanto, podemos crear una cadena de DNA para producir una
proteina. Usando ingenieria genética podemos obtener una secuencia de
nucledtidos que nosotros disefiemos a la carta, con el objeto de obtener las
caracteristicas que requiramos para nuestro polimero. Esto es posible gracias
a la tecnologia del DNA recombinante. Una vez estudiadas las caracteristicas,
dominios y secuencias de corte que queremos que tenga nuestro polimero,
se disefia un inserto de DNA, que es lo que permitird que se pueda sintetizar
el polimero deseado [33].

Para bioproducir los polimeros a gran escala, en este Trabajo fin de
Grado usaremos una cepa de Escherichia coli no patogena [34]. E.coli es un
bacilo gran negativo, forma parte de la familia de las enterobacterias que se
encuentra presente en el tracto gastrointestinal de los humanos.
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Existen numerosas cepas, algunas patégenas y otras no. Es una
bacteria bastante facil de crecer, ya que no requiere condiciones muy estrictas
y facilmente asequibles [35, 36].

Las bacterias poseen plasmidos, que son unas estructuras de DNA
extracromosémico que pueden replicarse independientemente. Por tanto, si
afladimos nuestro inserto que codifica para nuestro polimero, conseguiremos
gue las bacterias lo produzcan. Es necesario realizar un estudio exhaustivo
del vector que usaremos (el plasmido que utilizaremos) como del inserto.

Los vectores de expresion (ver figura 7) llevan diferentes secuencias
gue permiten modificar la transcripcion de los genes que se encuentran a
continuacion, ya sea aumentando o inhibiendo la expresion de manera
constitutiva o dependientes de un sustrato. Es un proceso complejo en el que
cualquier error puede ocasionar que no se produzca la expresion de nuestro
inserto o se requieran ciertas condiciones para que nuestro gen se exprese.

Promotor para
estimular expresién Gen blanco

génica \ /

Plasmido

Gen de resistencia a antibidticos

Figura 7 Estructura simplificada de un plasmido que se usa para la expresion de un gen que codifica
para una proteina de interés.

Hay que comprobar qué enzimas de restriccion (reconocen
secuencias especificas y producen un corte en la cadena) se van a usar para
afiadir nuestro inserto, asi como verificar que esté en el marco de lectura
correcto para producir nuestra proteina. Una vez realizada la transformacion
bacteriana y una vez comprobado que esta nuestro inserto, se ponen a crecer
las bacterias para que se dividan y poder congelar varios stocks de nuestras
bacterias transformadas [34].

Esto se debe a que las polimerasas (enzimas que transcriben o
replican acidos nucleicos) no son perfectas, y pueden cometer algunos
errores, algunas tienen capacidad correctora de errores y otras no [37]. Estos
errores son mutaciones que, al acumularse durante sucesivas replicaciones,
pueden desembocar en la no produccion de nuestra proteina o que expresen
otra diferente. Por tanto, tener un stock que no ha sufrido apenas replicaciones
es util para evitar tener que realizar todo el proceso una vez que no podamos
usar un stock [38].
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Para realizar la produccion hay que obtener un in6culo de una colonia
aislada (indicativo que todas las bacterias han surgido de una misma). Esta
colonia la elegiremos mediante un screening previo, que es una pequefia
produccion que haremos en las mismas condiciones que luego usaremos en
el biorreactor.

Mediante electroforesis en gel de acrilamida podremos observar las
bandas correspondientes a las proteinas. En el gel, las proteinas se desplazan
segun su tamafio: cuanto mas pequefio es éste avanzaran mas rapido.

Una vez elegida la colonia que mas exprese nuestra proteina, el
siguiente paso consiste en hacer el inoculo. Las fases del crecimiento
bacteriano incluyen inicialmente una fase lag o latencia en la que se produce
la adaptacion al medio, por lo que apenas crecen; posteriormente se produce
una fase exponencial donde las bacterias se reproducen. La siguiente fase es
la estacionaria donde no hay grandes cambios en la poblacién, seguida de la
fase de muerte donde empiezan a acabarse los nutrientes y las células
mueren.

Como queremos producir y evitar gastar tiempo y dinero, tenemos que
conseguir una proporcion del volumen total del reactor que se encuentre en
fase exponencial. Como se trabaja con microorganismos, la esterilidad es muy
importante ya que cualquier contaminacion puede hacer que nuestra bacteria
no crezca, por eso se esteriliza el medio del biorreactor en un autoclave antes
de afiadir nuestro inoculo.

El fermentador permite controlar las condiciones necesarias para una
produccion éptima como la temperatura, CO2, pH, presion, asi como mantener
estas condiciones a lo largo del proceso. Mediante la medida de la
absorbancia de las muestras de produccién podremos observar en qué fase
se encuentra nuestro cultivo. Una mayor absorbancia implica un mayor
crecimiento celular, que no siempre es indicativo de una buena produccion,
ya que las condiciones Optimas de crecimiento no tienen por qué ser iguales
a las éptimas de produccion.

Después de extraer el contenido del biorreactor, se realizaran lavados
con tampon de lavado de bacterias y centrifugaciones sucesivas para eliminar
todo el medio que pudiera haber. Mediante un disruptor que, por presion
diferencial, romperéa las membranas bacterianas, se liberara nuestro polimero.
Se afiaden inhibidores de proteasas porque éstas pueden degradar nuestro
polimero.

La ultima fase de la produccién es la purificacion, en la que se
aprovecha la agregaciéon reversible de los polimeros con la temperatura.
Dependiendo del polimero, se realizaran centrifugaciones sucesivas en frio o
en caliente para ir eliminando proteinas que no son de interés.
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También se puede modular el pH para favorecer que precipite la
proteina. Una vez eliminada todas las impurezas se realizaran didlisis para
eliminar todas las sales que puedan quedar. Por ultimo, se filtrara y liofilizara,
obteniéndose nuestro polimero puro y estéril. Es un proceso largo y costoso.
Por cada 15 litros de medio que se usa se obtienen unos 2-3 gramos de
polimero, dependiendo del que se produzca [39, 40].

2.5 HIDROGELES

Los hidrogeles son redes que se forman a partir de polimeros
naturales o sintéticos. Normalmente se mezclan dos polimeros diferentes para
obtener un hidrogel con unas caracteristicas determinadas que no pueden
obtenerse a partir de un solo polimero [41]. Por lo general son materiales con
una gran capacidad de absorcion de agua y pueden llegar a absorber incluso
de 500 a 600 veces su peso en agua, dependiendo del hidrogel. Debido a esta
capacidad de absorcibn de agua, presentan unas propiedades bastante
similares a los tejidos biolégicos.

Los hidrogeles son materiales que tienen un futuro bastante
prometedor en la regeneracion tisular y de aplicacion, por ejemplo, en heridas
0 en guemaduras [42]. Al permitir que el area con el hidrogel esté hidratada,
el exceso de agua exudado se absorbe y, al cubrir el tejido sin adherirlo,
permite una mayor y mejor regeneracion. Ademas, muchos hidrogeles son
transparentes lo que permite que se pueda ir monitorizando el proceso de
regeneracion, otros son traslucidos [43, 44].

Para mejorar la bioactividad de los hidrogeles, los polimeros se
pueden disefiar de manera que sean capaces de liberar farmacos de manera
controlada, o que favorezcan la adhesion de células especificas o de
proteinas. También pueden disefiarse para que sean sensibles a proteasas
especificas de manera que pueda degradarse a lo largo del tiempo,
permitiendo que las células se adhieran y vayan creciendo sobre el hidrogel,
mientras éste se va degradando, permitiendo una regeneracion del tejido
similar a la inicial y sin necesidad de eliminarlo puesto que se va absorbiendo
progresivamente [45].

Para obtener nuestros hidrogeles realizaremos una modificacion
guimica a los dos polimeros que usaremos para crear cada tipo de hidrogel.
Esta modificacion es necesaria para poder utilizar la quimica click como
reaccion de entrecruzamiento de las cadenas de los polimeros tipo elastina.

El término “quimica click” fue introducido en 2001 por K. Barry
Sharpless para referirse a aquellas reacciones con un rendimiento muy alto,
gue requieran condiciones suaves, que puedan realizarse en disolventes no
toxicos o que se puedan eliminar facilmente sin la produccion de
subproductos.
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La reaccion elegida en este trabajo es la cicloadicion 1,3-dipolar de
Huisgen entre azidas y alquinos, que cumple con las caracteristicas de la
guimica click. En general, esta reaccion requiere Cu+ como catalizador, pero
la eleccion de alquinos activados tales como los derivados de ciclooctino evita
la utilizacion de catalizador en la reaccion.

Las modificaciones quimicas se realizaran sobre los grupos aminos
de las cadenas laterales del polimero, perteneciente a los aminoacidos lisina.
Realizaremos reacciones de modificacion mediante reaccion de sustitucion
nucledfila con los correspondientes derivados de N-hidroxisuccinimidil ester
gue permiten introducir los grupos azido y ciclooctino necesarios para obtener
nuestro hidrogel [46].
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3. OBJETIVOS

El tejido nervioso tiene una regeneracion limitada respecto a otros
tipos de tejidos. El uso de hidrogeles con secuencias especificas que
favorezcan el crecimiento de las células neuronales y de una manera dirigida
podrian ayudar en la regeneracion de este tejido, para poder usarlo en clinica
y regenerar los tejidos nerviosos dafiados y asi tratar las enfermedades
causadas por el dafio a estas células.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES
4.1.1 REACTIVOS QUIMICOS Y DISOLVENTES

Los reactivos y disolventes listados en la siguiente tabla (ver tabla 1)
son los que se han utilizado, indicando también su casa comercial.

(3-amino propil)-trimetoxisilano Sigma-Aldrich Dodecil sulfato sédico(SDS) Apollo Scientic
_ Acetona Sigma-Aldrich Etanol Panreac
Acido Florhldrlco Sigma-Aldrich Glicerol Fisher-Scientic
Acrilamida Iberlabo
Ampicilina Panreac - ,Gl.ucosa, - s
Carbonato de (1R,8S,9S) biciclo [6.1.0]non- Galchimia Hidroxido sédico Panreac
4in-9-ilmetil succinimidilo Metanol Scharlau
Carbonato de 2-Azidoethil (2,5- Synaffix Persulfato de diamino Sigma Aldrich
dioxopirrolidin-1-il) Sulfato de cobre Fluka
Diciclohexilcarbodiimida(DCC) Sigma-Aldrich TEMED Sigma-Aldrich
Diclorometano(DCM) Sigma-Aldrich THF Scharlau
Dietil éter Scharlau . - " -
Dimetilformamida (DMF) Acros Organics — - T”?tllan'qma S!gma Aldr!Ch
Dimetilsulféxido (DMSO) Sigma-Aldrich Tris(hidroximetil)aminometano(TRIS) Sigma Aldrich

Tabla 1 Reactivos utilizados y su casa comercial.
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4.1.2 MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION

Para la produccién se utilizaron los siguientes medios para el
crecimiento de las bacterias y para el lavado de células las disoluciones (ver
tabla 2).

4 LB: medio de cultivo rico nutricionalmente para el crecimiento
de bacterias. Se prepara a una concentracion de 25¢g/L en agua
destilada. Requiere esterilizacion en autoclave. Casa comercial Conda

4 LB agar: para la preparacion de placas necesarias para
sembrar. Preparado con 25 g/L de medio LB y 15 g/L de agar.

v TB: medio usado para mejorar la expresion de los plasmidos
de E.coli. Preparado a una concentracion de 55.8 g/L y se le aflade 8
mL/L de glicerol.

_ TAMPON  BUFFER  SAL _ OTROS |
. Tris pH 8
Tampodn de lavado 20 MM NaCl 0.2 M -
Tampodn de sonicaciéon 1 ol 2 - EDTA
P 20 mM 1mMm

Tabla 2 Disoluciones usadas para la produccioén de los polimeros.

4.1.3 CULTIVOS CELULARES

Se utilizaron los siguientes materiales para la realizacion de los
estudios in vitro (ver tabla 3).

T WATERAL  CASACOMERCAL |
Millicel EZ slice 8-well Thermo Scientic
Células gliales de rata C6 ATCC
Medio F-12k ATCC
Suero Fetal Bovino Lonza
Suero de caballo Gibco
Paraformaldehido Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich
BSA Sigma Aldrich
PBS
Anticuerpo primario Anti-
e Tl e
Anticuerpo secundario
Goat Anti-rabbit IgG H&L Abcam
(AlexaFluor® 488)
Rhodamine-Phalloidin Invitrogen
Medio de montaje con
DAPI ! Abcam

Tabla 3 Materiales utilizados para la experimentacion in vitro.
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4.2 EQUIPAMIENTO INSTRUMENTAL UTILIZADO

En la siguiente tabla (ver tabla 4) se recogen las diversas técnicas
utilizadas con su correspondiente equipo utilizado.

TECNICA INSTRUMENTAL

CASA COMERCIAL

EQUIPO

Calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

DCS 8822°

Mettler Toledo

Centrifugacion

Centrifuga ST 16R

Thermo-Scientific

Centrifugacion

Centrifuga Avanti

Beckman

Espectrometria de masas
MALDI TOF

Espectrometro de
masas Bruker
Autoflex
(Laboratorio de
Técnicas
Instrumentales
UVA)

Bruker

Espectrometria infrarroja
(FTIR)

Infrarrojo Tensor27

Bruker

Espectrofotometria

Nanodrop 2000c

Thermo-Scientific

Resonancia Magnética RMN 400 (L.T.I. Agilent Technologies
Nuclear (RMN) UVA) & &
Microscopio
Fluorescencia mverjudo N_lkon Nikon Corporation
Eclipse Ti-E

epifluorescnce

Fluorescencia

Microscopio
confocal Leica TCS
SP8 LIGHTNING

Leica Microsystems

Grabacion de imagenes

Cytosmart Lux2

Cytosmart

Tabla 4 Relacién de técnicas y equipos utilizados.

4.3 TECNICAS UTILIZADAS

4.3.1 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

La electroforesis en gel de acrilamida en condiciones
desnaturalizantes permite la separacién proteica de acuerdo a su movilidad
electroforética. Al desnaturalizar la proteina, esta pierde su conformacion
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tridimensional y mediante la aplicacion de una corriente eléctrica se hace
migrar por el gel de acrilamida.

La migracion depende de la longitud de la cadena polipeptidica y su
peso, cuanto mas pequefia sea la proteina mas migrard en el gel
Dependiendo del porcentaje de acrilamida/bis-acrilamida que se use, el
tamano del poro que se forme serd mayor o0 menor.

A mayor porcentaje de bis-acrilamida, el tamafio del poro es mucho
mayor, por lo que las proteinas con mayor peso molecular se separaran
mucho mas. Si se usa un menor porcentaje de acrilamida, se producira una
mayor separacion en las bandas correspondientes a las proteinas de pesos
moleculares mas bajos. Para proteinas entre el rango de 90-100 kDa se hace
un gel al 10% y entre 60-100 al 12% de acrilamida.

Se afiade a las muestras tampon de carga que contiene azul de
bromofenol y glicerol. Esto permite que las muestras no floten en el pocillo y
difundan al resto y podemos controlar cuanto tiempo queda de la
electroforesis, ya que el frente de banda del azul de bromofenol es el primero
en llegar al final del gel.

Para determinar el peso molecular de cada banda, en uno de los
pocillos se afiade un marcador, que contiene diversas bandas de peso
conocido, permitiendo asi relacionar el peso de nuestra proteina con la banda
del marcador segun lo que ha corrido en el gel [49].

Realizando una tincion negativa con CuClz podremos ver las bandas
de nuestra proteina, ya que se forman complejos entre el CuClz y el SDS.
Observando las bandas no s6lo podemos inferir el peso aproximado de la
proteina, sino que también podemos observar cuanta proteina hay segun el
grosor de la banda.

4.3.2 ESPECTROFOMETRIA

La espectrofotometria es una técnica que permite medir cuanta luz
absorbe una muestra y, usando la ley de Lambert-Beer, podemos conocer la
concentraciéon del analito en la muestra, ya que dicha absorbancia es
directamente proporcional a su concentracion. La finalidad de esta técnica en
este trabajo no es conocer la concentracién de un determinado analito.

Midiendo la absorbancia a 600 nm, que es el estdndar para medir
absorbancia en las diluciones microbiolégicas, podremos llevar el control de
la fase en que se encuentra nuestro cultivo bacteriano. Si el valor de la
absorbancia disminuye significa que las bacterias se estan muriendo, si sigue
aumentando significa que siguen creciendo [50].
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Utilizando esta técnica a modo de control, podemos decidir cuando
acabar la fermentacion en el biorreactor.

El espectrofotometro es un instrumento que proyecta un haz de luz
monocromatica. Parte de la intensidad del haz de luz es absorbida por la
muestra y el espectrofotometro es capaz de medir esa luz absorbida.

4.3.3 GRABACIONES DE IMAGENES

El CytoSmart Lux2 es un microscopio invertido que permite ir tomando
fotos de un cultivo celular en intervalos de tiempo programados. Este aparato
lleva incorporado una luz en la parte superior para iluminar la muestra debido
a que se encontrard en el interior del incubador a oscuras. Al colocar la
muestra sobre el Cytosmart, se asegura que la muestra no se mueva y
siempre se grabe la misma zona.

Mediante la toma de fotos durante el tiempo de estudio permite ver
como interaccionan las células con el soporte y entre ellas, asi como ver como
proliferan a lo largo del experimento. Con estas fotos se monta un video time-
lapse, que muestra a cAmara rapida cémo ha sido la evolucion [51].

4.3.4 FLUORESCENCIA

La fluorescencia es la capacidad que tienen algunas sustancias de
absorber energia de una longitud de onda determinada y emitir a otra longitud
de onda mayor. La medida de la fluorescencia de fluorocromos presentes en
anticuerpos, la inmunofluorescencia, permite detectar la presencia de los
antigenos en las células y tejidos, su localizacion y cuantificar segun la
intensidad del fluorocromo.

Los anticuerpos son cadenas peptidicas que son capaces de formar
una union muy fuerte especificamente con el antigeno que detecta. Por tanto,
si se realizan tinciones con anticuerpos marcados con fluorocromos podremos
localizar las estructuras que reconocen esos anticuerpos. Mediante
microscopios invertidos de epifluorescencia 0 un microscopio confocal
podemos tomar imagenes de las muestras celulares tefiidas previamente con
moléculas fluorescentes [52].

Estos instrumentos permiten excitar las muestras a la longitud de
onda que requiera el fluoroéforo, y a través de un conjunto de filtros que posee,
elegir las longitudes de onda a las que quiere detectar la emisién. Mediante
los softwares que incluyen, se puede elegir las condiciones a las que se quiere
realizar la foto, e incluso programar secuencias en el caso que se quiera
observar varios anticuerpos fluorescentes.
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4.3.5 MALDI-TOF

La espectrometria de masas es una técnica analitica que permite
estudiar compuestos de diversa naturaleza obteniendo informacion cualitativa
0 cuantitativa sobre su masa molecular, estructura, detectar su presencia y/o
cuantificar la concentracion. Para ello se requiere que la molécula a analizar
se ionice y pase a forma gaseosa.

MALDI permite implantar una macromolécula en una matriz sélida que
permite preservar la molécula a analizar y facilita la vaporacion y la ionizacion.
Estos iones son acelerados hacia un analizador que separara mediante
campos magnéticos los iones en funcion de su relacion masa/carga, midiendo
el tiempo que tardan en llegar al detector (TOF), que produce una sefial que
se procesa, se amplifica y se envia al ordenador obteniendo un espectro de
masas.

Esta técnica nos permite determinar el peso molecular del polimero
[53]. Se utiliz6 un espectrometro de masas de tiempo de vuelo con ionizacion
por desorciéon de laser asistida por matrices (MALDI-ToF) Bruker Autoflex,
perteneciente al Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la UVa.

Las muestras disueltas en agua fria se depositan en la placa de
MALDI (1 pL) después se afiade la matriz (1 pL), compuesta por acido
sinapinico en 70% ACN 0.1% TFA, y se deja secar al aire.

4.3.6 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Esta técnica permite el andlisis no destructivo de muestras tanto
solidas como liquidas, requiriendo poca cantidad de muestra. Permite
identificar los grupos funcionales de la molécula a analizar. Una molécula al
absorber radiacion infrarroja aumenta la intensidad de la vibracion
intramolecular que posee la misma frecuencia que la irradiada produciendo
seflales con frecuencias correspondientes a la vibracibn de un enlace
especifico [54].

Se utilizé la técnica FTIR-ATR (Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier de Reflectancia Total Atenuada). ATR es la técnica
de muestreo que se produce cuando una radiacion infrarroja llega a un cristal
ATR (transmisor de alto indice de refraccion) disefiado para permitir una
reflexion interna total. Creando asi una onda evanescente que mantiene el
contacto intimo con el cristal registrando el espectro infrarrojo del analito a
analizar.

La Transformada de Fourier permite convertir el espectro de dominio
del tiempo a uno del dominio de la frecuencia, permitiendo obtener espectros
mas rapidos, precisos y con bajo nivel de ruido [55]. Se utiliz6 un
espectrometro de Infrarrojo Bruker TENSOR 27, con un dispositivo ATR.
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Los espectros FTIR adquiridos en este trabajo se realizaron mediante
barridos de 64 escaneos en la region comprendida entre 600cm-4000cm™.
Una vez registrados, se realiza una correccion a la linea base y la
normalizacion del espectro.

4.3.7 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
proporciona informacién detallada sobre la estructura y el ambiente quimico
de las moléculas aprovechando las propiedades magnéticas de ciertos
ndcleos atémicos, principalmente se realiza en protones. Se realiza aplicando
un campo magnético que produce un desdoblamiento de los niveles
generados de energia del espin nuclear, induciendo transiciones entre los
diferentes niveles de energia por la absorcion de una radiacion
electromagnética adecuada.

La intensidad, la forma y la posicion de las sefiales en el espectro esta
relacionado con su estructura. Si se analizan los espectros detalladamente se
pueden distinguir los grupos funcionales y a qué se encuentra acoplado, ya
gue el entorno electrénico y las interacciones entre nucleos hace que los
grupos funcionales con sustituyentes diferentes generen diferentes sefiales.

Para realizar esta técnica es necesario disolver nuestra muestra. Los
disolventes presentan muchos protones sensibles al RMN por lo que hay que
utilizar disolventes deuterados en los que mas del 99% de los protones se han
sustituido por deuterio para evitar que interfieran en el andlisis. Esta técnica
nos permite caracterizar la estructura del polimero sintetizado y también de
los polimeros modificados [56, 57].

Se prepar6 una disolucién de 25mg/mL del polimero y se llevo a un
tubo de RMN. Se uso el espectrdmetro automatico Agilent Technologies NMR
400, perteneciente al Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Uva. El
equipo esta formado por el componente Agilen Technologies NMR 400, la
sonda Agilent Technologies One NMR y el iman superconductor Agilent
Technologies 400 MHz NMR.
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4.4 METODOLOGIA

4.4.1 PRODUCCION DE LOS POLIMEROS

En este Trabajo fin de Master se han bioproducido 4 polimeros
diferentes, nombrados como GTAR-ELR, DRIR-ELR, RGD-ELR y VKV-ELR,
gue ya habian sido descritos anteriormente [48, 58] y cuyas secuencias se
encuentran en la Tabla 5.

Realizando un screening se elige la colonia con la que se va a efectuar
la produccién. Usando medio LB se fomentara el crecimiento de la poblacion
de bacterias que seran el inéculo que usaremos para realizar la produccion.
En un biorreactor de 15 L con medio TB estéril, que favorece la expresion de
nuestro polimero, afiadimos el in6culo y se deja 20 horas fermentando a 37°C,
pH 7. Una vez pasadas las 20 h, se toman muestras cada 30 minutos y se
mide la absorbancia a 600 nm. En el momento que se observe que el valor de
absorbancia se incrementa muy poco o0 estd empezando a disminuir, se
finaliza la fermentacion.

Se realiz6 la lisis celular mediante un disruptor (Panda Plus, GEA).
Para la purificacién del polimero se usaron ciclos sucesivos de centrifugacion
variando la temperatura para que se produzca la agregacion reversible, asi
como variando el pH. Los polimeros resultantes fueron dializados en tripas
especiales para dialisis usando agua MilliQ (MQ), seguido de su filtrado y su
posterior liofilizacion.

Abbreviated amino acid sequence Mw
(Da)
RGD-ELR MGSSHHHHHHSSGLYPRGSHMESLLP([(VPGIG):(VPGKG)(VPGIG):]: 60650

AVTGRGDSPASS[(VPGIG),(VPGKG)(VPGIG).].)eV|
VKV-ELR MESLLPVGVPGVG[VPGKG(VPGVG)s]sVPGKG(VPGVG)sVPGY 60451

DRIR-ELR MESLLPV([(VPGIG):VPGKG(VPGIG):]:YAVTGDRIRSASPASSA 42069
[(VPGIG):VPGKG(VPGIG):]:V)a

GTAR-ELR MESLLPV([(VPGIG),VPGKG(VPGIG),],YAVTGGTARSASPASSA 41448
[(VPGIG):VPGKG(VPGIG):]:V)a

Tabla 5 Secuencia de aminoacidos abreviaba con el peso molecular de los polimeros usados. La
secuencia de adhesion celular esta en rojo, los dominios sensibles a proteasas de degradacion rapida
y lenta se encuentran en verde y azul, respectivamente. Tomado de [59].
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4.4.2 CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS PRODUCIDOS

El producto resultante fue caracterizado por electroforesis en gel de
acrilamida SDS-PAGE (figura 8), espectroscopia infrarroja FTIR-ATR (figura
9), 1H-NMR (figura 10) y DSC (figura 11). Mediante MALDI-ToF obtenemos el
peso molecular del polimero. RGD-ELR tiene un peso molecular de 60.661
Da.

| —

- «= 60KDa

Figura 8 Electroforesis SDS-Page de RGD-ELR, peso molecular es 60650 Da.
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Figura 9 Espectro FTIR de RGD-ELR.
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Figura 10 Espectro de 1H-NMR de RGD-ELR.
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Figura 11 Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de RGD-ELR.
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4.4.3 MODIFICACION QUIMICA

Se realizaron modificaciones quimicas en estos polimeros para
introducir el grupo azido y el ciclooctino que permitiran hacer los hidrogeles
click sin catalizador. Se modificara con ciclooctino los biopolimeros: VKV,
DRIR y GTAR. Se modificara con azida los polimeros VKV y RGD.

4.4.3.1 MODIFICACION DE ELR CON AZIDA

Una disolucion de 2-azidoethyl (2,5-dioxopyrrolidin-1-yl) carbonate
(0.6330 mmol, 16 eq) en dimetilformamida anhidro (DMF) se afiadio a otra
disolucion del polimero en DMF anhidro (0,03956 mmol en 30 mL). La mezcla
resultante se agité durante 60 h a temperatura ambiente. Se afiadi6 dietil éter
(30 mL) a la mezcla de reaccion para producir la precipitacion del biopolimero
y se centrifug6 a 12500G, 10 min, 4°C. El sobrenadante se elimind y el sélido
se lavo con acetona (3 x 15 mL), eliminandola por centrifugacion (12500G, 10
min, 4°C). El pellet se seca bajo presion reducida, se redisuelve en agua MQ
fria (4°C) y se dializa con agua destilada (2 x 25 L) y MQ (1 x 25L). Se midié
y ajusto el pH a 7. Se filtr6 y liofilizé para obtener el recombinamero blanco
modificado con azida. EL esquema de la reaccion se muestra en la figura 12.

] ﬁ ¥\ DMF 0~
Py —_—
- Y M.
|/ My 1_,.-""“"-50 - - ‘]:il/ HN -""{‘HD
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Figura 12 Esquema general de la reaccion para modificar un ELR con azida.

4.4.3.2 MODIFICACION DE ELR CON CICLOOCTINO

Una disolucion de (1R,8S,9S)-bicyclo[6.1.0]non-4-yn-9-yImethyl
succinimidyl carbonate (0.2150 mmol, 13 eq) en dimetilformamida (DMF) se
aflade a otra disolucion del polimero a modificar en DMF (0.01654mmol en 30
mL). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 60 horas.
Se afadio dietil éter para producir la precipitacion del biopolimero y se
centrifugd a 12500G, 10 min, 4°C. El sobrenadante se elimind y el precipitado
blanco se lavé con acetona (3 x 15 mL), eliminandola por centrifugacion
(12500G, 10 min, 4°C). El precipitado blanco se secé bajo presion reducida,
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redisolviéndolo en agua MQ fria (4°C) y, posteriormente, dializandolo con
agua destilada (2 x 25 L) y MQ (1 x 25L). Se midio y ajusté el pH a 7. Se filtrd
y liofilizé para obtener un recombinamero blanco modificado con ciclooctino.
El esquema de la reaccion se muestra en la figura 13.
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Figura 13 Esquema general de la reaccion para modificar un ELR con ciclooctino.

4.4.3.3 MODIFICACION QUIMICA DE RGD-AZIDA CON LOS PEPTIDOS
QK E IK

Al polimero RGD con azida se le realizaron 2 modificaciones
diferentes para afiadir dos péptidos diferentes QK e IK (BACHEM), cuya
secuencia se muestra en la Tabla 6, para obtener asi RGD-QK-Azida y RGD-
IK-Azida.

PEPTIDO SECUENCIA

H-Cys[(3-succinimido-propionyl)-B-Ala-DBCO]-GIn-Ala-Ala-Ser-

1K Ile-Lys-Val-Ala-Val-OH trifluoroacetate salt

H-Cys[(3-succinimido-propionyl)-B-Ala-DBCO]-Lys-Leu-Thr-Trp-
QK GIn-Glu-Leu-Tyr-GIn-Leu-Lys-Tyr-Lys-Gly-lle-OH trifluoroacetate
salt

Tabla 6 Secuencia de los péptidos IK y QK comprados a BACHEM para la modificacion quimica.

Los péptidos IK y QK poseen un dibenzociclooctino (DBCO) en el
amino terminal que se unira por reaccion click al grupo azido del RGD-ELR
modificado dando lugar a dos polimeros diferentemente modificados: RGD-
IK-Azida y RGD-QK-Azida (ver figura 14). La estequiometria que usamos es
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0.5:1 (péptido:ELR). Para elegir esta ratio nos basamos en el articulo escrito
por Flora et al. [60]

M

2 DMF N f”‘ﬁT_- QK
4+ QKDBCO — = N-N_
2
{
\‘\

My Lo
? DMEF NS IKVAY
~  + IKVAV.DBCO ——= NN
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Figura 14 Esquema de la reaccién para anadir los péptidos QK (arriba) e IK (abajo) al RGD-N3
obtenido anteriormente.

4.4.3.4 OBTENCION RGD-QK-AZIDA

Una disolucion de H- Cys [(3- succinimido- propionyl)- - Ala- DBCO]-
Lys-Leu-Thr-Trp-GIn-Glu-Leu-Tyr-GIn-Leu-Lys-Tyr-Lys-Gly-lle-OH
trifluoroacetate salt (0.01336 mmol, 1,2 eq) en DMF (0.5 mL) se afiade a otra
disolucion de RGD-N3 en 15 DMF (0.01114 mmol, 15 mL). La mezcla se agit6
durante 8 horas. Después se afiadio dietiléter a la mezcla para producir un
precipitado blanco. Se centrifugd (12500G, 10 min), retiré el sobrenadante y
el solido se lavo con acetona (3 x 35 mL) centrifugando (12500G, 10 min). Se
secO en atmoésfera reducida, redisolviendo en agua MQ fria (4°C), dializado
con agua destilada (2 x 25 L) y MQ (1 x 25L). Se midi6 el pH y se ajusté a 7,
se filtro y liofilizé para obtener en recombinamero blanco ELR-RGD-N3-QK

4.4.3.5 OBTENCION RGD-IK-AZIDA

Una disolucién de H-Cys[(3-succinimido-propionyl)-B-Ala-DBCO]-GIn-
Ala-Ala-Ser-lle-Lys-Val-Ala-Val-OH trifluoroacetate salt (0.02451 mmol, 2,2
eq) en DMF (0.5 mL) se afiadi6 a otra disolucién de RGD-N3 en DMF (0.01114
mmol, 20 mL). La mezcla resultante se agité durante 8 horas. Se afiadio dietil
éter a la mezcla para obtener un precipitado blanco. Se centrifug6 (12500G,
10 min), se retir0 el sobrenadante y el solido se lavé con acetona (3 x 35 mL)
centrifugando (12500G, 10 min). Se seco con presion reducida, redisolviendo
en agua MQ fria (4°C), dializando en agua destilada (2 x 25 L) y MQ (1 x 25L).
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Se mididé y ajusto el pH a 7. Se filtré y liofilizd para obtener el recombindmero

blanco RGD-N3-IK

4.4.3.6 CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS MODIFICADOS

La caracterizacion de los polimeros modificados se realiza mediante
espectroscopia infrarroja FTIR-ATR (figura 15), 1H-NMR (figura 16), DSC
(figura 17) y MALDI-TOF (figura 18).
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Figura 16 Espectro de 1H-NMR de RGD-N3-QK (arriba) y RGD-N3-IK (abajo).
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Figura 17 DSC del polimero RGD-N3-QK
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Figura 18 MALDI-TOF del polimero RGD-N3-QK (arriba) y RGD-N3-IK (abajo).
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4.4.4 FORMACION DE LOS HIDROGELES

La formacion de los hidrogeles se realiza disolviendo por separado
cada polimero en PBS estéril (x1, pH 7.2), a una concentracion de 50 mg/mL
cada uno, e incubandolos a 4°C toda la noche. Posteriormente, se mezclan
los polimeros a una ratio de 1:1 en volumen; la mezcla se incub6 durante 2
minutos a 4°C y se afiadio 20 uL a los pocillos de un portaobjetos (Millicel EZ
slice 8-well, Thermo Scientic), dando lugar a los siguientes geles VV, UR, GR,
GQ, Gl (ver tabla 7). Los geles se dejaron incubando toda la noche a 4°C.

- HIDROGEL POLIMERO 1 POLIMERO 2

A% VKV - ciclo VKV - N3
UR DRIR - ciclo RGD - N3
GR GTAR - ciclo RGD - N3
GQ GTAR - ciclo RGD - QK - N3
Gl GTAR - ciclo RGD - IK - N3

Tabla 7 Lista de los polimeros que se mezclan para crear los diferentes
hidrogeles.

4.45 MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES

Las células utilizadas son células gliales de rata (C6; ATCC® CCL-
107™), cultivadas en medio F-12K (ATCC, Catalog No. 30-2004)
suplementado con 2.5% de suero fetal bovino (FBS, Lonza) y 15 % de suero
de caballo (ref 16050-130, Gibco).

Las células se incubaron a 37°C con un 5% de CO2 en una atmésfera
hiameda. Se cambié el medio 3 veces a la semana y se hicieron pases de
células de 2 a 3 para los experimentos siguientes, siguiendo las
recomendaciones de la ATCC. En todos los experimentos realizados se
usaron 5x10* células por muestra.

4.4.6 ENSAYO DE ADHESION TEMPRANA

Afadimos a los hidrogeles un pequefio volumen de medio y los
metimos en el incubador a 37°C para que se atemperara. Primero realizamos
una prueba con un gel Gl para decidir el tiempo de experimentacion,
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realizando un time-lapse con el CytoSMART Lux2 que permite decidir que el
tiempo de experimentacion seria 24, 48 y 72 horas en funcién de la morfologia.
Por tanto, afladimos en cada pocillo 5x10* células y dejamos incubar 24, 48 y
72 horas.

4.4.7 TINCION DE LAS MUESTRAS

Una vez pasado el tiempo de incubacion (24, 48 o 72 horas segun el
grupo al que perteneciese la muestra), se fijo con paraformaldehido al 4% a
temperatura ambiente (r.t.) durante toda la noche. Para realizar las tinciones,
realizamos lavados con PBS 1X y permeabilizamos con 0,1% Triton™ X-100
(Sigma Aldrich).

Incubamos 1 hora con BSA y volvemos a lavar con PBS vy triton.
Anadimos el anticuerpo primario Anti-beta Il tubulin (ab18207, Abcam) e
incubamos toda la noche a 4°C. Lavamos con PBS y tritdn, incubamos con el
anticuerpo secundario Goat Anti-RAbbit IgG H&L AlexaFluor®488(ab150077,
Abcam) 2 horas a temperatura ambiente. Volvemos a lavar con PBS vy triton e
incubamos 30 minutos con Rhodamine-Phalloidin (R415, Invitrogen) y
lavamos con PBS solo. Usamos un medio de montaje que contiene DAPI
(ab104139, Abcam).

4.4.8 ESTUDIO DE LA LONGITUD AXONAL

El experimento se realizO por triplicado, tomando fotos de la
fluorescencia de areas aleatorias con un microscopio invertido Nikon Eclipse
Ti-E epifluorescence acoplado a una camara DS-2MBWc. Se utiliza el sofware
NIS-Elements AR (Nikon Corporation). Asimismo, se tomaron fotos con el
microscopio confocal Leica TCS SP8 LIGHTNING (Leica Microsystems). En
la inmunofluorescencia podremos observar en azul los nucleos (DAPI), en
verde los microtubulos (Alexa Fluor® 488) y en rojo los filamentos de actina
(TRITC). La longitud de la neurita se midié usando ImageJ.

4.4.9 ANALISIS DE LOS DATOS

El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA, utilizando como
prueba post-hoc la comparacién de Tukey. Todos los experimentos se
realizaron al menos por triplicado (n = 3). Los resultados se muestran como
media + desviacion estandar, aceptando las diferencias significativas si el p-
value < 0.05 (*). Para el analisis estadistico se usé Minitab v19.1 y para la
representacion grafica Origin Pro.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 PRODUCCION Y PURIFICACION DEL BIOPOLIMERO

5.1.1 SCREENING

La produccion de los polimeros GTAR-ELR, DRIR-ELR, RGD-ELR y
VKV-ELR, que ya habian sido descritos anteriormente [48, 58] y cuyas
secuencias se encuentran en la Tabla 5, fue realizada mediante fermentacion
en un biorreactor de 15 L. Se realizé la produccién de todos los polimeros
usados, pero solo se explicara la produccion de RGD-ELR.

Aungue se realizaron todas las bioproducciones, se va a explicar
detenidamente la correspondiente a la obtencion de RGD-ELR, biopolimero
gue modificaremos quimicamente en etapas posteriores hasta la obtencion de
sus correspondientes hidrogeles.

En primer lugar, realizamos un screeening en el que seleccionaremos
varias colonias aisladas y las pondremos a incubar en las mismas
condiciones. Mediante una electroforesis en gel de acrilamida podremos ver
las diferentes bandas que corresponden a diversas proteinas. Cuanto mas
abajo se encuentren en el gel, mas pequefias son.

Utilizando en uno de los carriles un marcador, que contiene diferentes
bandas cuyo peso molecular se conoce, podremos relacionar el tamafio de
las proteinas que contienen nuestras muestras. Lo importante aqui es que
elegimos aquella colonia que produzca una banda de nuestro polimero mucho
mas grande (indica mayor cantidad) teniendo en cuenta que no sobreexprese
ninguna otra proteina que pueda dificultarnos la posterior purificacién. El gel
obtenido en el screening se observa en la Figura 19.

La colonia que elegimos fue la 8, ya que presenta una banda mas
intensay gruesa de nuestro polimero en relacion al resto de colonias. Ademas,
no expresa otras proteinas como ocurre con las colonias 1y 3, lo que puede
complicar la purificacion.
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Figura 19 Screening de RGD-ELR. Las calles numeradas corresponden a colonias aisladas diferentes. M es el

183333gr

60 kDa

marcador de peso molecular.

5.1.2 PRODUCCION EN BIORREACTOR

Una vez elegida la colonia (nUmero 8), se usara como inéculo para
realizar la fermentacién en el biorreactor, bajo condiciones Optimas para el
crecimiento bacteriano (pH 7, 37°C). A las 20 horas de incubacion tomamos
muestras cada 30 minutos para determinar su absorbancia. Para ello se
alicuotd el mismo volumen de muestra (tomado del fermentador) en
eppendorfs, que se centrifugaron. En uno de los eppendorf nos quedamos con
el sobrenadante (blanco), y con el otro resuspendemos el precipitado en agua,
para asi poder medir la absorbancia de manera mas precisa, ya que el propio
medio también puede absorber y hay que restar su absorbancia. Una vez que
decidimos sacar la produccion del reactor, repartimos el volumen en botes de
centrifuga.

Mediante centrifugaciones, las bacterias precipitaran y el medio sera
el sobrenadante, que eliminaremos. Para eliminar posibles impurezas que
pudiera haber, se usard un tampon de lavado en el que diluiremos el pellet
obtenido. Se volvera a centrifugar y retirar el sobrenadante otras dos veces.




Master
TECNICAS AVANZADAS EN QUIMICA
ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD QUIMICOS Pdgina 41.-

5.1.3 LISIS CELULAR

La produccién del polimero de interés es intracelular, por lo que hay
gue romper las membranas para asi liberar todas las proteinas intracelulares.
Para ello en el dltimo lavado se utiliza un tampdn de sonicacion, al que
afadimos inhibidores de proteasas para evitar la degradacién de nuestro
polimero. Mediante un disruptor podremos romper las membranas por presion
diferencial.

5.1.4 PURIFICACION

El protocolo de purificacion polimérica depende de las caracteristicas
del polimero a purificar. Todas las purificaciones comparten una serie de
pasos, que son los ciclos de centrifugaciones por encima y por debajo de la
temperatura de transicion (ITC). Por encima de esa temperatura Tt, el
polimero precipitara, y por debajo el polimero sera soluble.

El uso de diferentes sales permite disminuir la temperatura de
transicion de los polimeros, de manera que se favorece su precipitacion a
temperaturas mas bajas. En aquellos polimeros que poseen aminoacidos
portadores de grupos acidos o basicos, la modificacion del pH de manera
adecuada permite que el polimero precipite a temperaturas mas bajas para la
forma mas apolar que hace que la polaridad media del polimero disminuya. A
través del protocolo creado para cada polimero se podran ir eliminando las
proteinas que no son la de interés. Para ir controlando este proceso se
realizard una electroforesis SDS-PAGE (ver figura 20).

El polimero RGD pesa unos 60kDa, y corresponde a la banda mas
ancha que se ve. Las calles 1 y 2 corresponden al precipitado y sobrenadante
respectivamente obtenidos tras la lisis celular que se centrifugd en frio. Con
ese sobrenadante se realizé una centrifugacion a 40 °C, con lo que se obtuvo
un sobrenadante (calle 3) y un precipitado (calle 4) donde se encuentra
nuestro polimero.

Con el precipitado se centrifug6 en frio y obtuvimos su precipitado
(calle 5) y su sobrenadante (calle 6). En esta ultima calle se observa que hay
alguna banda adicional a la de interés, por lo que se repiti6 el ciclo de
centrifugacion en caliente y en frio varias veces para eliminar las proteinas
adicionales. Las calles 7 y 8 son el precipitado y sobrenadante del segundo
ciclo de centrifugaciones. Lo que pudimos observar en la purificacion del
polimero RGD era que en todos los pasos siempre se perdia polimero en la
fraccion que no deberia haber, por ello tuvimos que repetir los pasos para
recuperar lo maximo que pudiéramos.
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60 kDa

Figura 20 Electroforesis de las muestras tomadas en cada paso de la purificacion, en el que se
observa la desaparicion de bandas correspondientes a proteinas que no son de interés.

Para eliminar todas las sales afiadidas, hay que realizar varias dialisis
consecutivas. El uso de membranas de dialisis permite que los solutos de
pequefio tamafio (sales, iones) pasen de la disolucion de mayor a menor
concentracion, purificando el polimero.

Estos polimeros van a ser usados en experimentos in vitro/in vivo por
lo que hay que esterilizarlos. Para ello, se realizara el filtrado de la disolucion
acuosa del polimero con un filtro especial para esterilizar, con un tamafio de
poro de 0.22 pum que retiene los microorganismos.

Liofilizando conseguiremos eliminar el agua y obtendremos un
algodoncillo blanco que es nuestro polimero. Se obtuvo un total de 5.2 gramos
del polimero RGD. La produccién se realizé en 15 L de medio, por lo que el
rendimiento alcanzado fue de 346 mg/L.
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5.1.5 USO DEL POLIMERO

El polimero ya esté puro y estéril. Para utilizarlo es necesario trabajar
en condiciones de esterilidad para evitar la contaminacion de
microorganismos. Cualquier contaminacibn que exista puede afectar
negativamente a cualquier experimento in vitro/in vivo.

5.2 CARACTERIZACION

Los polimeros producidos y modificados hay que caracterizarlos, para
comprobar que efectivamente se ha conseguido el polimero deseado. Todos
los polimeros utilizados han sido descritos anteriormente [43, 59], excepto el
RGD-N3-IK, que mostraremos su caracterizacion.

En el espectro de infrarrojos (ver figura 21) no se observa nada
diferente entre el polimero modificado RGD-N3 y RGD-N3-IK; esto se debe a
gue el péptido IK no introduce ningun grupo funcional diferente en el polimero,
ya que son aminoacidos ya presentes en el propio polimero. Solo se veria una
nueva sefial en 2100 cm-1 si se introduce un grupo azido.
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Figura 21 Espectro FTIR del polimero RGD-N3-IK.

En el espectro de NMR (ver Figura 22), mediante la integracion de las
sefales podemos conocer el grado de modificacién de las lisinas, ya que las
modificaciones con azida y ciclo introducen 3 sefales nuevas localizadas a 3,
4y 7 ppm. La sefal a 3 ppm corresponde a los hidrégenos del grupo metileno
adyacente al grupo amino de la cadena lateral de la lisina modifica. La sefal
a 4 ppm corresponde a los H del ciclooctino. La Ultima sefial a 7 ppm
corresponde al H del carbamato formado. Integrando esa sefal podemos
saber el nimero de lisinas modificadas. Esto solo sirve para caracterizar los
polimeros modificados con azida y ciclo, ya que a la modificacion con IK le
ocurre lo mismo que con el FTIR, no se introduce nada que produzca otra
sefial caracteristica.
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Usando la integral de la sefial que aparece a 7.2 ppm podemos
saber el numero de lisinas modificadas. El valor de la integral hay que
multiplicarlo por 24, esta relacion se obtiene calculando el nUmero de
protones de CHs que posee nuestra molécula (1356), con el valor obtenido
en la integral correspondiente a los CHs (56.5). Obteniéndose 15.2 lisinas
modificadas. También se puede calcular mediante MALDI-TOF
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Mediante MALDI-TOF (ver Figura 23) podemos saber el peso
molecular del polimero. Segun el numero de lisinas modificadas, su peso
aumentara en 113 g/mol por azida y 176 g/mol por ciclo. Con esta técnica
podemos comprobar que el polimero ha sido modificado con el IK, ya que su
peso aumentarda en 1416.6 g/mol. Para calcular el nimero de lisinas
modificadas se resta el peso molecular del polimero modificado menos el del
polimero sin modificar. A este resultado se le divide por el peso molecular del
grupo que queremos introducir. El valor final obtenido es el nimero de grupos
introducidos, es decir, el nimero de lisinas modificadas. En la modificacion
con |k se introdujo solamente 1 péptido IK.

n? grupos modificados = (Pm modificado — Pm polimero)/(Pm grupo)

ne péptido IK = (64255 — 62301)/1416.6 = 1

62301

it |
f L w II*F“MM-J L T

1 64255

Figura 23 Espectro MALDI-TOF de RGD-N3 (arriba) y RGD-N3-IK (abajo).
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5.3 FORMACION DE HIDROGELES

Se realizaron 5 hidrogeles diferentes mezclando un polimero
modificado con ciclooctino con otro polimero modificado con azida. Por
entrecruzamiento via quimica click, mediante una cicloadicién de Huisgen de
los grupos azido y ciclooctinilo introducidos en los polimeros mediante
modificacion quimica, se forma un anillo de 1,2,3-triazol que enlaza ambos
polimeros (ver figura 24). Esta reaccidn es interesante ya que permite la
formacion de hidrogeles sin el uso de catalizadores como el Cu*, que pudieran
resultar toxicos e impedir la viabilidad celular. Por tanto, tras la preparacion
del hidrogel no hay que realizar ningun proceso extra para eliminar el
catalizador.

= =
N’4N- N‘éN- D Q
NT N7 & &
o o
o=( o={

4\an “\‘T“:«‘l" AT NH
P ‘M X

NH
o=
00—

®

Figura 24 Representacion de la formacion del hidrogel por entrecruzamiento de los polimeros
modificados con ciclooctino y con azida, mediante quimica click.

5.3.1 PREPARACION DE LOS HIDROGELES

Cada polimero lo disolvemos por separado en PBS para obtener una
concentracion de 50 mg/mL, siempre en condiciones de esterilidad. Los
polimeros disueltos se mezclan en una relacion 1:1 de volimenes y se
depositan 20 pL de la mezcla a los pocillos del portaobjetos.

Los hidrogeles que se forman son algo translicidos. Como
realizaremos tinciones sobre ellos, nos interesa que no se formen geles con
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mucho espesor. Al usar menor cantidad, los geles obtenidos son mas
transparentes. Por ello se afiade poco volumen, que incluso se podria reducir
un poco mas.

Los portaobjetos con el hidrogel se incubaron toda la noche a 4°C y
antes de usarlos se introdujeron en el incubador a 37°C con el medio que se
va a usar en el cultivo celular, para que al introducir las células no haya un
cambio brusco de medio que dificulte su adaptacion.

5.3.2 DOMINIO DE LOS HIDROGELES

Cada polimero esta disefiado con unas secuencias especificas 0
dominios que le otorgan ciertas propiedades/funcionalidades. Por tanto, el
hidrogel compartird las mismas funcionalidades que los polimeros que lo
forman.

Mientras que el biopolimero VKV no presenta ninguna secuencia
bioactiva especifica, el biopolimero DRIR tiene secuencias de degradacion
lenta, el biopolimero GTAR presenta secuencia de degradacion rapida y el
polimero RGD tiene una secuencia de adhesion celular.

Por otro lado, debemos apuntar que los péptidos que se han utilizado
para la segunda modificacion del polimero RGD previamente modificado con
grupos azido también presentan dominios bioactivos, de manera que el
péptido QK presenta una secuencia que promueve la angiogénesis y el
péptido IK presenta una secuencia de adhesion a células neuronales,
regulando el crecimiento y extension de neuritas.

5.4 ENSAYOS IN VITRO

5.4.1 ENSAYO DE ADHESION PRELIMINAR

Una vez preparados los distintos tipos de hidrogeles, el primer
experimento realizado consistié en observar como se comportaban las células
gliales de rata C6, una vez depositadas en la superficie, en lo referente a su
adhesion y adaptacion al hidrogel a lo largo del tiempo. Para ello, realizamos
fotos de una misma area del hidrogel a diferentes tiempos con un CytoSmart
Lux2. El hidrogel que utilizamos fue el Gl que presenta secuencias de
adhesion neuronales.

Inicialmente (tiempo 0) las células se encuentran no adheridas,
presentando una morfologia redondeada. Tras 24 horas de incubacion se
observa que la poblacion de células apenas ha variado en numero, si bien un
tercio aproximadamente de ellas comienzan a expandirse, adoptando una
forma alargada.
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A las 48 horas de incubacion se ha producido la adhesion total de las
células, como muestra su morfologia alargada, y comienza su proliferacion ya
gue se triplica la poblacion. Asi mismo, a este tiempo, se observa que las
células empiezan a interaccionar entre ellas porque se observa que se van
estirando hacia otras células cercanas y van adquiriendo una morfologia
fusiforme, caracteristica de las células C6. A las 72 horas de incubacion las
células continlan con el mismo comportamiento, pero debido a la
proliferacion, se encuentran recubriendo casi toda la superficie del hidrogel
(ver Figura 25).

Figura 25 Fotos tomadas con el CytoSmart Lux2 a tiempos Oh, 24 h, 48 hy 72 h.

Se ha comparado el comportamiento que mostraron las células gliales
con las que mostraron células endoteliales en un estudio similar [59]. Se
observa que las células epiteliales a las 6 horas ya se habian adherido
mientras que nuestras células gliales necesitaban 48 horas. Una célula que
no esta adherida presenta una morfologia redonda. Cuando se adhiere a una
superficie, la morfologia empieza a cambiar hasta adoptar su forma
caracteristica, en el caso de las células gliales adoptaban forma de huso. Las
células gliales presentaban una adhesién mucho menor al principio, un simple
pipeteo para cambiar el medio hacia que perdiéramos bastantes células
adheridas a la superficie.
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Los resultados obtenidos en este ensayo nos permitieron determinar
los tiempos de incubacién de los experimentos posteriores, que llevariamos a
cabo a 24, 48 y 72 horas, debido a los cambios sustanciales observados
previamente.

La reducida adhesion temprana puede deberse al tipo celular (células
gliales C6), ya que en su cultivo y expansion en flask de cultivo celular
presentaron el mismo comportamiento llegando a tardar 24 h en adherirse y
empezar a proliferar.

5.4.2 ENSAYO DE CRECIMIENTO AXONAL

Una vez comprobado el tiempo necesario para la adhesion de las
células gliales a la superficie del hidrogel, adaptamos los tiempos de los
experimentos para que las células pudiesen estar adheridas a la superficie del
hidrogel, condicidn exigida para poder medir la longitud axonal.

El ensayo se realiza con los 5 hidrogeles diferentes preparados por
metodologia click VV, UR, GR, GQ, GI, y se analizardn a 3 tiempos de
incubacion: 24, 48 y 72 horas.

5.4.2.1 TINCION INMUNOFLUORESCENTE

Como queremos medir la longitud axénica necesitamos localizar con
precision varias estructuras celulares para poder realizar la medicion.
Tenemos que identificar el nucleo, que seria el lugar desde el que parte el
axon, y la terminacion del axon. La distancia entre estos dos puntos es la
longitud del axon.

Para determinar por donde existe axdn recurrimos a 2 componentes
del citoesqueleto que se encuentran en el axén: los microtubulos y los
filamentos de actina. Realizando una tincidon con anticuerpos especificos para
cada molécula, que estan ligados a fluoroforos, a través de un microscopio de
epifluorescencia o confocal podemos localizar cada estructura.

Para tefiir los microtubulos, elegimos usar un anticuerpo especifico
para la B-3 tubulina, que es especifica de las células neuronales y es un
indicador positivo de la normal actividad neuronal, presentando roles
especificos en neurogénesis, guia y mantenimiento del axén, que emite en la
region del verde. Para los filamentos de actina, elegimos un anticuerpo
selectivo de la f-actina que emite en la region del rojo. Para tefir los nucleos,
usamos un medio de montaje que contenia DAPI, que emite en la region del
azul.

Mediante la toma de imagenes a través de estos microscopios,
usando programas informaticos se puede medir la longitud axénica (ver Figura
26).
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Figura 26 Fotos representativas de las células en cada tipo de hidrogel (VV, UR, GR, GQ, GI) a
los diferentes tiempos (1,2 y 3 dias). En azul estan los nucleos, en verde la B-lll tubulina, en
rojo los filamentos de actina. En naranja donde localizan el verde y el rojo.
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1 \A% 15,131 13,486
1 UR 15,76 15,09
1 GR 22,17 20,27
1 GQ 11,44 11,43
1 Gl 14,19 13,78
2 \A% 14,84 5,86
2 UR 37,88 4,79
2 GR 38,84 11,39
2 GQ 38,2 12,49
2 Gl 53,02 12,5
3 \A% 26,94 10,16
3 UR 48,81 10,82
3 GR 72,38 11,61
3 GQ 69,62 10,54
3 Gl 102,12 20,68

Tabla 8 Media y desviacion estandar de las medidas tomadas a los axones de las células C6.

Los resultados que obtuvimos se encuentran registrados en la Tabla
8 (ver figura 27). Los axones el primer dia son muy cortos porque las células
no se adhieren bien el primer dia, no superando los 20 um. En el segundo dia
en el gel VV los axones son similares, pero en el resto de hidrogeles se
observa un crecimiento significativo superando los 35 um en todos los geles.

El gel Gl, que tiene las secuencias de adhesién neuronal tiene una
longitud de axdn superior a los 50 um, diferenciandose de los otros geles. En
el tercer dia, la longitud de los axones aumenta en todos los geles,
encontrandose 4 diferentes grupos. En el hidrogel VV ha sido donde menos
crecimiento hubo a lo largo del experimento, y donde menor longitud tienen
los axones. El UR presenta también un crecimiento a lo largo de los dos dias,
pero no llega a superar a los del grupo formado por GR y GQ. El grupo Gl es
el que presenta tanto mayor longitud como mayor crecimiento a lo largo del
experimento. Esto se debe a que las secuencias de adhesion neuronal
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favorecen que los axones puedan extenderse por la superficie mucho mas
facil. Que era lo que esperdbamos.
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Figura 27 Longitud de los axones por tipo de hidrogel segun el tiempo. En el eje de las X se
encuentra el tiempo en dias, y en el eje de la Y la longitud del axon en micrometros. Para
simplificar no se muestra que no hay diferencias significativas entre los geles.

La longitud de los axones medidos en otro estudio con las células C6
se corresponden a los obtenidos en este experimento [61].

Cuanto mayor sea la longitud del axén, mas estiradas estan las
células, indicando que hay una mayor actividad neuronal, proliferacion celular
y existe un funcionamiento celular normal. Dando lugar a una poblacién densa
y alineada de células con morfologia mas organizada en vez de la aparicion
de células multipolares que poseen un solo axén y muchas dendritas.

En un futuro experimento se repetira la tincion de -1l tubulina para
estudiar y cuantificar la expresién de la B-1ll tubulina que indica funciones
especificas en la neurogénesis, la guia de los axones y el mantenimiento.

Los buenos resultados obtenidos permiten organizar un nuevo
experimento en el que se sujetan las células a unos beads y se introducen en
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los hidrogeles. Las células irian degradando el gel e irian estirando sus axones
dirigiéndolos hacia otras células cercanas. Lo que prevemos es que los
hidrogeles con secuencias de adhesion neuronales favorezcan el crecimiento
de los axones, por tanto, la distancia entre los axones ser& mucho menor
comparados con la del resto de hidrogeles.

5.4.2.2 PROBLEMAS EN LA EJECUCION

Durante la toma de fotos con los microscopios hubo varios
contratiempos. El primero de ellos es que la topografia del hidrogel no era
uniforme, por lo que cada vez que movias el campo de vision del microscopio
tenias que volver a enfocarlo, esto se debe a que el gel no forma una capa
totalmente lisa en la superficie y a que le microscopio confocal va provisto de
un pinole que permite diferenciar “z” muy pequefos evitando la sefal de “z”
por encimay por debajo.

El siguiente problemay el mas importante de todos es que los propios
geles son autofluorescentes, que en algunos casos enmascaraban las
tinciones ya que el gen emite luz a las frecuencias de observacion de los
fluorocromos usados, principalmente el azul y el verde, haciendo que el color
rojo, que se encuentra a longitudes de onda mas largas, fuera era el que mejor
se veia. Por estos motivos usamos los filamentos de actina (rojo) para medir
la longitud axonica ya que el verde era mas dificil de diferenciar.

5.4.3 PROXIMOS TRABAJOS

Con los datos obtenidos con estos experimentos, podemos ver que
los diferentes geles permiten que las células gliales crezcan diferentes. Por
tanto, se podrian disefiar estructuras con estos hidrogeles que permita el
crecimiento direccionado de las células. Asi se favoreceria la regeneracion en
caso de dafio y muerte celular.

Lo ideal seria que esto se pudiera trasladar a las neuronas, que son
otro tipo de células neuronales, que tienen un crecimiento y una regeneracion
mucho menor. Si se consiguiera, se podrian utilizar para tratar enfermedades
causadas por el dafio o destruccion neuronal.
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5.5 OTROS ESTUDIOS SIMILARES

Los polimeros producidos en biorreactores, a los que se les hace una
modificacion quimica para la formacion de hidrogeles, mediante la misma
reaccion que la utilizada en este trabajo presentan una gran amplitud de usos.

Uno de ellos es la regeneracién de tejido cardiaco tras un infarto de
miocardio. Cuando ocurre un infarto, las células del tejido cardiaco afectado
por la falta de oxigeno se mueren. El cuerpo intenta regenerar las células
perdidas, pero se forma un tejido cicatricial fibrético. Este tejido no tiene las
funciones que poseen las células cardiacas y no se puede recuperar, por lo
tanto, la zona regenerada habra perdido su funcion original, y la persona
afectada podra volver a sufrir otro infarto.

Este estudio usé polimeros producidos en el mismo laboratorio y de
la misma manera que los usados en este trabajo para la formacion de unos
hidrogeles que se inyectan en el area afectada. Este gel evita que crezca el
tejido fibroso y favorece la angiogénesis (formacién de vasos sanguineos) y
el acercamiento de células sanas que iran creciendo sobre el gel. El gel tiene
secuencias de degradacion, por lo que mientras las células van creciendo, se
va degradando el gel, reparando el tejido sin la aparicion del tejido fibroso.

Por el momento, el estudio se ha realizado en ovejas, pero parece
bastante prometedor para su aplicacion en clinica, que es lo que buscamos
con este trabajo, pero para las células neuronales [62].
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6. CONCLUSIONES

v Se han producido los polimeros tipo elastina VKV, DRIR,
GTAR y RGD que han sido modificados para la creacion de hidrogeles via
guimica click a través de los grupos azida y ciclo.

v A pesar de la adhesion tardia, las células gliales se adhieren al
hidrogel y empiezan a proliferar una vez adheridas, permitiendo el
recubrimiento de la superficie en poco tiempo.

v Los diferentes dominios bioactivos que poseen los hidrogeles
permiten que el crecimiento de los axones sea diferente, observandose
un mayor crecimiento en el hidrogel que posee secuencias de adhesion
especificas de células neuronales (Gl). También se observa un buen
comportamiento en aquellos hidrogeles que poseen dominios de adhesion
celulares generales.

v Los resultados demuestran que los hidrogeles de elastina con
el péptido derivado de laminina IK impulsan el crecimiento de células
neuronales y la extension de neuritas, pudiéndose usar dichos scaffolds
en medicina regenerativa para el tratamiento de diferentes enfermedades
del sistema nervioso.
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