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RESUMEN/ ABSTRACT

La enfermedad del Parkinson (EP) es el trastorno neuroldgico degenerativo mas comun, después de la
enfermedad del Alzheimer, cuya principal caracteristica anatomopatoldgica es la presencia de
agregados de a-sinucleina (aSyn), una proteina intrinsecamente desordenada presinadptica, que
desencadenara en la formacién de fibrillas dando lugar a los cuerpos de Lewy (CL). La etiologia y
mecanismos patogénicos de la EP siguen sin comprenderse. Por tal motivo, resulta importante mejorar
su conocimiento a partir de ensayos in vitro. Dado que las neuronas dopaminérgicas humanas son
dificiles de obtener y mantener como células primarias, la investigacién se realiza con modelos de
células neuronales establecidos, como la linea celular SH-SY5Y. Las plataformas para cultivo celular
bidimensional no recapitulan eficazmente los requerimientos espaciales esenciales para la organizacion
e interacciones celulares que ocurren entre las células in vivo. La limitacion del contacto célula-célulay
la alteracion de la sefializacion celular que ocurren in vitro puede resultar en grandes discrepancias entre
la informacion obtenida en investigaciones in vivo e in vitro. Por tanto, el desarrollo de andamios
tridimensionales puede facilitar el crecimiento celular en un macro y microambiente adecuados. En el
presente trabajo, se procura comparar los resultados obtenidos en base a la diferenciacion vy
comportamiento de la linea modelo en el cultivo en monocapa y tridimensional para determinar las
condiciones éptimas de crecimiento de las SH-SY5Y cultivadas en 3D. Asi, para ello, se cultiva la linea en
dispositivos, como chips de microfluidica y p-slides, que permiten el estudio del efecto en la viabilidad,
diferenciaciéon y contactos célula-célula de la adiciéon de fibras de a-sinucleina. Esto posibilita que las
células se comporten de la manera en que lo harian en la porcién compacta de la sustancia negra (SNpc)
del mesencéfalo pudiendo determinar asi, los efectos de la adicién a-sinucleina de forma similar a la
que ocurre in vivo.

Parkinson's disease (PD) is the most common degenerative neurological disorder, after Alzheimer's
disease, whose most characteristic pathological finding is the aggregation of a-synuclein (aSyn), an
intrinsically disordered presynaptic protein, which will trigger the formation of fibrils giving rise to Lewy
bodies (LB). The etiology and pathogenetic mechanisms of PD remain poorly understood. For this
reason, it isimportant to improve the knowledge from in vitro tests. Since human dopaminergic neurons
are difficult to obtain and maintain as primary cells, the research is conducted with established neuronal
cell models, such as the SH-SY5Y cell line. Two-dimensional cell culture platforms do not effectively
recapitulate the spatial requirements essential for cellular organization and interactions that occur
between cells in vivo. The limitation of cell-cell contact and the alteration of cell signaling that occur in
vitro can result in large discrepancies between the information obtained in in vivo and in vitro
investigations. Therefore, the development of three-dimensional scaffolds can facilitate cell growth in a
suitable macro and microenvironment. In the present work, an attempt is made to compare the results
obtained based on the differentiation and behavior of the model line in monolayer and three-
dimensional culture to determine the optimal growth conditions of SH-SY5Y cultured in 3D. Thus, to do
that, the line is cultured in devices, such as microfluidic chips and p-slides, that allow the study of the
effect on viability, differentiation, and cell-cell contacts of the addition of a-synuclein fibers. This enables
the cells to behave in the way they would in the compact portion of the substantia nigra (SNpc) of the
midbrain, thus being able to determine the effects of the a-synuclein addition more reliably and
realistically to the one occurring in vivo.



1. INTRODUCCION/ANTECEDENTES

1.1. La enfermedad del Parkinson

La enfermedad del Parkinson (EP) es el trastorno neurolégico degenerativo mas comun, después de la
enfermedad del Alzheimer. No es una enfermedad terminal a corto plazo, ya que los pacientes pueden
vivir entre 15-25 afios desde el momento del diagndstico, lo que la convierte en una enfermedad
crénica, a largo plazo. Fue descrita por el doctor James Parkinson en 1817. La EP parece ser el resultado
de una complicada interaccion de factores genéticos, responsables del 10% de los casos descritos,
identificandose varios genes implicados entre los que destaca el gen que codifica la proteina a-
sinucleina (aSyn), y ambientales, responsables del 90% restante, que afectan a numerosos procesos
fundamentales.

Los sintomas principales de la enfermedad estan relacionados con el sistema motor, aunque existen
otros muchos asociados o secundarios. La muerte de las neuronas dopaminérgicas desencadena
problemas motores como bradicinesia, rigidez muscular, temblor y alteraciones en la postura y forma
de caminar, mientras que la pérdida de las terminaciones nerviosas esta relacionada con problemas no
motores, afectando a funciones automaticas y provocando, entre otros, pérdida del olfato, trastornos
del suefio, depresién y ansiedad (1-4).

La prevalencia y la incidencia de la EP varian ampliamente a lo largo del mundo. En general, en Europa
y Estados Unidos, la prevalencia es mas alta que en el resto de los paises. Estas diferencias podrian
deberse en parte a la mayor mortalidad por menores recursos econémicos, habida cuenta de que el
Parkinson afecta principalmente a personas de edad avanzada. Se estima que actualmente hay entre 7
y 10 millones de personas con EP en el mundo. En paises industrializados la prevalencia en la poblacién
oscila entre el 0,3% y el 1% en sujetos mayores de 60 afios, y alcanza el 3% en los de 80 afios 0 mas, con
tasas de incidencia que varian entre 0,08 y 0,18 por 1.000 personas/afio (5). Ademas de la edad, otro
factor influyente es el sexo, habiendo mayor incidencia de la EP en hombres. La mortalidad no aumenta
en la primera década después del inicio de la EP, pero aumenta a partir de entonces duplicandose
eventualmente (6).

La EP estd caracterizada por la degeneracién y muerte de las neuronas dopaminérgicas de la porcién
compacta de la sustancia negra (SNpc) del mesencéfalo y se engloba dentro de las a-sinucleinopatias.
En el sistema nervioso actlan dos neurotransmisores (dopamina y acetilcolina) que estan en
desequilibrio en esta enfermedad. Se produce un aumento colinérgico (acetilcolina) y disminucién
dopaminérgica (dopamina) (7).

El hallazgo anatomopatoldgico mas caracteristico de la EP es la agregacion de la a-sinucleina, una
proteina intrinsecamente desordenada abundante en las terminales neuronales presinapticas (8). La
agregacion desencadenard en la formacion de fibrillas que daran lugar a los cuerpos de Lewy (CL),
marcador histopatolégico mas caracteristico (4). Estos CL se distribuyen por diferentes estructuras
cerebrales como el nudcleo olfatorio, corteza cerebral, troncoencéfalo, asi como a lo largo del tubo
digestivo. Los cuerpos de Lewy son inclusiones intracitoplasmaticas neuronales, compuestas
mayoritariamente por a-sinucleina, que también aparecen en otras patologias como en el Alzheimer o
demencia con cuerpos de Lewy (4,9-11).



La pérdida de las neuronas de la sustancia negra produce el agotamiento de la dopamina en el nucleo
estriado vy la cara dorsal del putamen (parte de los ganglios basales). El estriado esta implicado en el
control del movimiento a través de la proyeccién corticoestriada y regula dicho movimiento mediante
una via indirecta (inhibidora) y directa (activadora), las cuales se encuentran influenciadas por la
dopamina procedente de la SNpc. Esto causa muchas de las manifestaciones motoras de la enfermedad
de Parkinson (12). Ademas de la lesidn distintiva en la sustancia negra, en la EP también puede
producirse pérdida neuronal en otros sistemas no dopaminérgicos como el colinérgico, noradrenérgico
e incluso el sistema vegetativo autdonomo. La lesidn degenerativa de multiples sistemas neuronales da
lugar a complejas alteraciones bioguimicas y fisiopatolégicas que pueden explicar la heterogeneidad
clinica de la EP (4,7).

1.2. Proteina patoldgica en el Parkinson, la a-sinucleina

Varias enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la presencia de agregados proteicos; en
el caso de la EP, la principal proteina causante de estos agregados es la a-sinucleina. Recibe su nombre
debido a que inicialmente se identificd en las vesiculas sinapticas (sin) y en la membrana nuclear
(nucleina) del 6rgano eléctrico del pez torpedo (8,13).

La a-sinucleina es una proteina intracelular neuronal pequefia compuesta por 140 aminoacidos y un
peso molecular de 14.460 Da. Estd codificada por el gen SNCA que se expresa en diversos tejidos. De
ahi que las enfermedades relacionadas con la mala funcidon de esta proteina afecten a todo el organismo
(14,15). Pertenece a la familia de las sinucleinas que incluye, ademads, a la betay gamma-sinucleina (16).

Es una proteina intrinsecamente desordenada en solucién acuosa, aunque tiene capacidad de formar
hélices alfa mediante la unién a lipidos cargados negativamente (16). En su estructura pueden
distinguirse tres regiones, la region amino-terminal que contiene los 60 primeros residuos, es anfipatica
y estd implicada en la union de la proteina con lipidos. La parte central, formada por los residuos 61-95,
es una regién hidrofébica denominada region NAC (non-amyloid component) que constituye el dominio
de agregacién. Por ultimo, el extremo C-terminal esta relacionado con la unién a calcio, la interaccion
con otras proteinas como tau e inhibicién de la agregacién (17).

*Amphipathic *Acidic Figura 1. Representacidn esquemdtica de la estructura

*Lipid binding domain *Promotes Aggregation *Inhibits Aggregation . , .. .
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61

1 N-terminus NAC domain C-terminus 10 principales de la proteina (extremos Cy N terminal y
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La a-sinucleina se expresa preferentemente en las neuronas del sistema nervioso central (SNC)
principalmente en el ndcleo estriado, neocortex, hipocampo, tdlamo y cerebelo. Intracelularmente se
localiza mayoritariamente en los terminales presindpticos, aunque también se ha confirmado su
presencia en nucleo y mitocondrias. Se ha descrito también en otros érganos como el corazdén y musculo
esquelético (18).

Adn no se le ha podido asignar una funcién especifica a la a-sinucleina. In vitro, se asocia a membranas
de fosfolipidos o micelas de detergentes, por lo que se cree que sus funciones principales estarian



ligadas al transporte de vesiculas en el citosol, ya sea entre reticulo endopldsmico y distintos sacos del
Golgi, la membrana plasmatica y endo/lisosomas (19).

Dado que carece de un claro dominio transmembrana, la a-sinucleina depende de las repeticiones en
el extremo N-terminal para la unién a membranas. Se ha visto que tiene preferencia por membranas
con gran curvatura, como son las de las vesiculas debido a su pequefio tamafio, y por determinados
dominios ricos en colesterol tipo balsas lipidicas debido a la presencia de |a parte hidrofébica de la hélice
alfa N-terminal de la a-sinucleina. No obstante, la interaccion con las vesiculas sindpticas parece ser
débil y la proteina muestra gran movilidad comportandose como una proteina soluble (20-22).

Una de las caracteristicas de las sinucleinopatias es la actividad deficiente de las mitocondrias. De hecho,
una de las maneras de generar modelos de la EP es el uso de toxinas que inducen disfuncién
mitocondrial (13). Existe un grupo de 32 aminodcidos en la region N-terminal de la a-sinucleina que
actla de secuencia sefial para su localizacién en la mitocondria donde se encuentra mayoritariamente
en la membrana interna asociada al complejo |, cuya deficiencia en la sustancia negra, es responsable
de la oxidacion de las subunidades del complejo y el consiguiente aumento de la produccién de ROS y
dafio oxidativo en la neurona (23). La a-sinucleina puede afectar, también, a la dinamica del
citoesqueleto por una asociacion con los microtubulos (24).

Generalmente las proteinas intrinsecamente desordenadas tienen una secuencia primaria que previene
la agregacion. En el caso de la a-sinucleina, la regién NAC, mas hidrofdbica, es la responsable de la
agregacion, pero en condiciones fisioldgicas las cargas de los extremos terminales la estabilizan evitando
que la proteina agregue (13). No obstante, este equilibrio puede ser alterado por cambios en el entorno,
mutaciones o modificaciones postraduccionales. Alteraciones en el entorno como, por ejemplo, un pH
mas dacido (presentes en algunas localizaciones intracelulares, incluidos endosomas y lisosomas)
promueve la agregacion de la a-sinucleina como consecuencia de reacciones secundarias de nucleacién
mucho mas rapidas (25). Por otro lado, fosforilaciones y glicosilaciones en varios residuos promueven,
in vitro, la formacion de fibrillas insolubles y variaciones en el extremo 3’-UTR del mRNA de la a-
sinucleina estan relacionadas con la EP. La metilacién puede contribuir a la edad de inicio de la
enfermedad ya que la expresion del gen SNCA depende de la metilacién del intrén 1 de forma negativa
(26,27). Asi mismo, se han descrito al menos 6 mutaciones puntuales en la a-sinucleina relacionadas
con sinucleopatias hereditarias: A30P, E46K, H50Q, G51D, A53T y A53E. Las dos mutaciones principales
en la proteina, A53T y A30P, estdn relacionadas directamente con el Parkinson ya que aumentan la
vulnerabilidad de las células al estrés oxidativo y la formacién de agregados, siendo la mutacion A53T la
mas comprometida (28,29). Se ha observado que esta agregacion precede a la muerte celular. Primero
se forman oligdmeros, éstos dan lugar a fibrillas que mas tarde se asocian para formar las fibras
amiloides las cuales crecen rapidamente mediante la adicion de mondmeros (25).

En relacion con la progresion de la enfermedad, la transferencia neurona-neurona en el cerebro es la
responsable (la a-sinucleina transferida intercelularmente interactta con la a-sinucleina citoplasmatica
propagando la enfermedad de forma similar a como lo hacen los priones) (30). La transmisién esta
mediada por procesos de endocitosis (sobre todo) o exocitosis, y la fraccion transferida de a-sinucleina
se encuentra en el compartimento lisosomal o endosomas. Es por ello por lo que los sistemas
lisosomales y proteicos estan relacionados con la formacion de agregados proteicos (23,31).



Una ruta de entrada de la a-sinucleina malplegada en el cerebro es el intestino. Se ha definido el tracto
gastrointestinal como un importante lugar de inicio de la agregacién de a-sinucleina y el nervio vago
como la ruta hacia el cerebro. Debido a la relacién tan estrecha entre el intestino y el cerebro, el
Parkinson puede provocar disbiosis de la microbiota del intestino y la expresion de a-sinucleina en el
tracto gastrointestinal puede inducir infecciones (reflejando un mecanismo de defensa) (32).

1.3. Terapias contra el Parkinson

La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas son patologias que no tienen cura, o sea, no existe
un tratamiento eficaz. No obstante, existen varias terapias prometedoras. De momento, solo se dispone
de tratamientos sintomaticos, por ello, con el fin de desarrollar una terapia modificadora de la
enfermedad verdaderamente eficiente, es fundamental mejorar el conocimiento de los mecanismos
moleculares y celulares de la progresion y patogénesis de la EP.

1.4. Linea celular modelo, SH-SY5Y

Dado que las neuronas dopaminérgicas humanas son dificiles de obtener y mantener como células
primarias, la investigacion actual se realiza principalmente con modelos de células neuronales
establecidos permanentemente, como la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Esta linea es

una sublinea de la linea celular SK-N-SH que se establecio a partir de una biopsia de médula ésea de un
neuroblastoma metastdsico. Las SH-SY5Y pueden mostrar un fenotipo catecolaminérgico ya que tienen
la maquinaria necesaria para sintetizar tanto dopamina como noradrenalina (actividad dopamina-p-

hidroxilasa y tirosina hidroxilasa, en mayor medida) (33,34).

Las células SH-SY5Y se pueden diferenciar de un estado neuroblastico a neuronas humanas maduras
por medio de una gran variedad de mecanismos que incluyen el uso de acido retinoico, ésteres de
forbol, cAMP, neurotropinas especificas como BDNF... El uso de distintos métodos puede concluir en
subtipos neuronales distintos como adrenérgico, colinérgico o dopaminérgico.

e las células no diferenciadas estan distinguidas morfolégicamente por un fenotipo
neuroblastico, no polarizado y ramificaciones cortas con una rapida proliferacién. Estas células
tienden a crecer en grupos. Se trata de neuronas catecolaminérgicas inmaduras.

e las células diferenciadas se extienden mucho, contienen ramificaciones largas, disminuyen su
proliferacion; y, en algunos casos, estadn polarizadas.

Uno de los métodos de diferenciacion mejor caracterizados es la adicion de acido retinoico (se suele
usar el acido all-trans retinoico: ATRA) al medio de cultivo. El 4cido retinoico es un derivado de la
vitamina A que posee propiedades inhibitorias del crecimiento y diferenciadoras. Ademas, promueve la
supervivencia de las células SH-SY5Y ya que estas son menos vulnerables a la muerte inducida por
agentes toxicos. Este tratamiento esta asociado con la induccién de un fenotipo colinérgico mas que
adrenérgico (33,35).

Una vez se han diferenciado las SH-SY5Y, un trabajo clave posterior es convertirlas en modelos celulares
del Parkinson. Para ello, se han establecido varias estrategias basadas en tratamientos con drogas o
aproximaciones genéticas a través de la manipulacién de la expresién de genes de interés como la
adicion extracelular de variantes de a-sinucleina o la formacién de variantes mutadas de a-sinucleina
(A53T, A30P) que promueven la formacidon de agregados, ya que, una de las sefias de identidad del
Parkinson es la agregacion de la a-sinucleina. Tanto las células diferenciadas como no diferenciadas son
sensibles a la toxicidad inducida por a-sinucleina extracelular. Los componentes mas usados en las



aproximaciones basadas en drogas son el MPP* (1-methyl-4-phenylpyridinium), la rotenonay el 6-OHDA
(6-hidroxipamina) (33).

1.5. Cultivos tridimensionales. Microfluidica y p-slides
Las plataformas bidimensionales no recapitulan eficazmente los requerimientos espaciales que son
esenciales para la organizacion e interacciones celulares que ocurren entre las células in vivo. Es mas, la

limitacion del contacto célula-célula y la alteracién de la sefializacién celular que ocurren in vitro puede
resultar en grandes discrepancias entre la informacién obtenida en investigaciones in vivo e in vitro. Por
ello, el desarrollo de andamios tridimensionales puede facilitar el crecimiento celular en un macro y

microambiente adecuado (36).

En los cultivos en 3D, la relacién entre la superficie y el volumen aumenta a medida que disminuye el
tamafio. Esto hace muy ventajoso el uso de chips de microfluidica, dispositivos usados para realizar
reacciones quimicas y separaciones con fluidos a escala de microlitros. El pequefio tamafio hace que
sea favorable para que los microcanales capturen dianas como células y proporciona un amplio
suministro de nutrientes y gases disueltos. Alternativamente, los campos eléctricos y magnéticos son
mas efectivos a distancias cortas, haciendo, por todo esto, la microfluidica ideal para la deteccién o
sefializacion celular (37). Un sistema similar a los chips de microfluidica Util para experimentos de flujo
y ensayos de células vivas son los p-slides (Ibidi). Estos dispositivos son cdmaras todo en uno en la que
la distribucion celular es homogénea sobre la superficie del canal, independientemente de las practicas
de manipulacion, lo que permite el crecimiento celular dptimo tanto en 2D como en 3D (38). Las técnicas
mencionadas proporcionan una ruta muy eficiente para personalizar el descubrimiento de farmacos a
escala industrial.

2. OBJETIVOS

El objetivo central de este trabajo es el cultivo y diferenciacién a neuronas de células SH-SY5Y tanto en
2D (puesta a punto) como en 3D. Para ello, se compara la diferenciacién y comportamiento de la linea
celular tanto en cultivo en 3D mediante gota, como en chips de microfluidica y p-slides. Una vez se han
determinado las condiciones déptimas de cultivo, las células se tratan con fibras de a-sinucleina
extracelularmente, para determinar el efecto en la viabilidad, diferenciacién y contactos célula-célula a
partir de cocultivos celulares con células que sobreexpresan a-sinucleina fusionada a proteinas
fluorescentes (Alexa Fluor™ 488), junto a células que no la sobreexpresan.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cultivo celular de la linea SH-SY5Y

Es importante trabajar en condiciones de esterilidad cuando se emplean cultivos celulares para evitar
contaminaciones microbioldgicas o el cruce entre distintas lineas celulares que es muy dificil de
detectar. Asi pues, toda la manipulacidn celular se lleva a cabo en cabinas de flujo laminar. Todos los
materiales a utilizar para el manejo de los cultivos (material de vidrio, puntas de pipeta y microtubos)
se esterilizan en el autoclave. Asi mismo, el material empleado en la cabina se esteriliza previamente
con etanol al 70%.

Las lineas celulares son genéticamente inestables y esta inestabilidad aumenta conforme crece el
numero de pases. Por ello, es imprescindible almacenar un stock de células congeladas en nitrégeno
liquido (-19629C). Asi, para utilizar un nuevo vial de células, es necesario descongelarlas. Este proceso de



descongelacién es importante que se haga rapido ya que el DMSO, dimetilsulféxido, (que se afiade como
crioprotector) es toxico para las células a temperatura ambiente.

Para el mantenimiento de la linea celular SH-SY5Y (DSMZ ACC209) se han cultivado en frascos T de 25 o
75 cm? en funcidn de los experimentos. A estas se les adiciona medio completo DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium; PAN-Biotech™) suplementado con suero fetal bovino 10% (FBS) vy los
antibidticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml) y suplementado con L-glutamina (2
mM). Se mantienen en un incubador de CO, para que el cultivo crezca en una atmésfera controlada,
saturada con vapor de agua para evitar la evaporacion del cultivo y con un 5% de CO; para regular el pH
del medio. La temperatura se mantiene a 372C, temperatura éptima para el crecimiento de estas
células.

La diferenciacién de la linea celular se realiza en placas de 6, 24 o 96 pocillos o en los chips de
microfluidica o p-slides. Para la diferenciacién de las células se siembran junto con medio DMEM
completo 10% FBS y pasadas 24/48 h, evitando que las células alcancen una confluencia alta, se cambia
el medio a DMEM 5% FBS y 30 uM ATRA (Sigma-Merck R2625). Se reduce a la mitad el % de FBS para
inducir el estrés de las células y favorecer su diferenciacién, ya que, el FBS es un suplemento del medio
de cultivo celular que favorece el crecimiento y adhesion celular. Posteriormente, se incuban las células
en el incubador hasta el dia 7 donde se vuelve a cambiar el medio por medio DMEM con 5% FBS y 30
UM ATRA.

3.2. Crecimiento y diferenciacién de SH-SY5Y mediante cultivo 3D en gota

Una modificacién del método de la gota colgante permite crecer las células en 3D de una manera mucho
mas rapida. Asi, se puede probar distintas condiciones como numero de células, cantidad de matriz,
densidad, tipo de matriz a usar... para determinar las condiciones mds adecuadas para cultivar y
diferenciar las SH-SY5Y. El método de la gota colgante se trata de una técnica sencilla que consiste en
crear gotas de una suspensién celular que provienen del cultivo en placa (2D) sobre la cara inferior de
una superficie de vidrio o plastico. En cada gota asi creada, las células se desplazan hacia el fondo de
esta donde forman un agregado. En este caso, para evitar la formacion de este agregado y facilitar que
las células se dispersen en el interior de la gota se voltea la placa que soporta las gotas alternativamente
varias veces durante la polimerizacion de la matriz.

Lo primero que se va a probar es una matriz con varios componentes, la matriz ECM (8-12 mg/ml) en
DMEM, (Sigma E1270-5ML). La matriz extracelular (ECM) representa una red tridimensional que
engloba todos los drganos, tejidos y células del organismo. Es el soporte estructural de las células y un
andamio complejo compuesto por una variedad de moléculas biolégicamente activas altamente
reguladas. Estas moléculas son glucosaminoglicanos y proteoglicanos que resisten fuerzas compresivas,
glicoproteinas adhesivas como laminina, y proteinas fibrosas que proporcionan resistencia a la traccion
como colageno y elastina (39). Ademas de la matriz mencionada, se elaboran experimentos en paralelo
con matriz Unicamente de coldgeno (Corning 354236), para comparar el comportamiento de la linea

celular.

En una placa de 6 pocillos se colocan en cada uno 4 gotas, cada una con un ndmero distinto de células
(100, 200, 400 y 800) y una concentracién determinada de matriz.



o Todas estas variables van por duplicado ya que las células estan tratadas o no con ATRA.
o Se forman gotas de 10 ul que, aungque no cubren el pocillo por completo, es interesante porque
asi las células crecen tanto en 3D como en 2D pudiendo comparar su comportamiento.

Se diluyen las SH-SY5Y con medio DMEM 10% FBS para obtener una concentracion final de 40.000
células/ml. Una vez obtenida esta densidad de células se toma el volumen que contiene cada cantidad
de células indicada anteriormente. Esta cantidad se lleva a 4 tubos los cuales seran centrifugados y el
pellet celular resuspendido en 50 pl de DMEM 10% FBS. En la tabla siguiente se muestran los volUmenes
a tomar para alcanzar las distintas densidades celulares.

Tabla 1. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
las densidades determinadas.

Numero de células  [] de cada gota (5 Células totales  Volumen a tomar (del frasco que contiene 40.000
totales a obtener pl) en cada gota células) para obtener las respectivas células
100 células 20 células/pul 1.000 células 25 ul
200 células 40 células/ul 2.000 células 50 ul
400 células 80 células/pul 4.000 células 100 pl
800 células  160células/pl 8.000 células 200 pl

El calculo de las distintas concentraciones de matriz requiere diluir la matriz ECM con DMEM 10% FBS
en funcion del % a alcanzar.

e Para conseguir 100% ECM se toman directamente 5 pl de ECM
e Para conseguir 50% ECM se mezcla la misma cantidad de ECM que de DMEM 10% FBS
e Para conseguir 25% ECM se mezclan 6 ul de ECM+18 ul de DMEM 10% FBS

De estos 4 tubos, se toman 5 uly se mezclan con 5 pl de matriz ECM a los distintos %, de esta forma se
obtienen gotas de 10 pl con las cantidades de células indicadas precedentemente. Precaucion: realizar
este procedimiento en frio, sino, la matriz polimeriza. Se deja incubar durante 30 min volteando la placa
cada 5-10 min. Se disponen en placas de 6 pocillos con cuatro gotas en cada pocillo. Se recubren los
pocillos con medio DMEM 5%/10% FBS en funcién de si el medio es inductor de diferenciacion o no vy,
algunos de ellos, con ATRA 30 uM para diferenciarse. Para ver en detalle los cdlculos realizados ver el
apartado 7. Anexos, Anexo 1, seccion Anexo 1.1.

25% ECM 50% ECM 100% ECM
= e = 1"

Figura 2. Representacion esquemdtica de los distintos
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Se quiere obtener ahora, una densidad de 80.000 células/ml en el vial de partida para las diluciones.
Para ello, se sigue el mismo procedimiento mencionado en el apartado 3.2.1. teniendo en cuenta la
nueva densidad a alcanzar. En este caso se utilizan placas de 24 pocillos, colocando dos gotas en cada
pocillo, de forma que, una vez dispuestas las gotas en los pocillos, estos se recubren con medio DMEM
10% FBS que contenga células para que secreten factores de crecimiento y, algunos de ellos, con DMEM
5% FBS y ATRA 30 uM para diferenciarse. La adicion de células para que secreten factores de
crecimiento permite observar, en el mismo pocillo, las diferencias entre las células embebidas en la
matriz y las que crecen en 2D. Se realizan dos experimentos en paralelo con concentraciones de matriz



60y 80%. Para ver mds en detallado los cdlculos realizados y la disposicion de las gotas, ir al apartado
7. Anexos, Anexo 1, seccion Anexo 1.2.

En una placa de 96 pocillos se dispone una gota por pocillo, cada una con un nimero distinto de células
(400, 800y 1.600) con 50% ECM. El fondo de los pocillos esta recubierto con matriz ECM diluida 1:1 (15
ul de medio+15 ul de ECM) con medio completo DMEM 5%/10% FBS en funcién de si las células siguen un
procedimiento de diferenciacion o no. Esa capa inferior de ECM funciona como un colchdn para impedir
que las células se depositen en el fondo del pocillo y crezcan en monocapa. Se incuba durante 30 min
en el incubador de CO; para dejar polimerizar la matriz. Sobre esta, se dispone la solucion que contiene
matriz ECMy SH-SY5Y (8 pl de matriz ECM+8 ul de células). Para obtener una densidad de 80.000 células/ml
se sigue el mismo procedimiento mencionado en el apartado 3.2.1. De cada uno de los microtubos que
contiene las distintas cantidades de células se toman 8 ul y se mezclan con 8 pl de matriz ECM. Se
disponen en placas de 96 pocillos una gota por pocillo (no se usan todos los pocillos). Se recubren los
pocillos con 100 pl de medio DMEM 5%/10% FBS 'y, algunos de ellos, con ATRA 30 uM para diferenciarse,
como se muestra a continuacion. Para ver mds en detalle los cdlculos realizados y la disposicion de las
gotas, ir al apartado 7. Anexos, Anexo 1, seccion Anexo 1.3.

& /V DMEM 10% FBS (100 pl) = /' DMEM 5% FBS+ATRA 30 pM (100 pl)
e b

/P ECM+SH-SY5Y (16 pl) /ECI\/HSH-SYSY (16 )
——— 3 ECM+DMEM 10% FBS (30 pl) ——— » ECM+DMEM 5% FBS (30 pl)

Figura 3. Esquema de uno de los pocillos de la placa de 96 donde se muestra el orden de las soluciones afiadidas. Izda. Esquema
de las soluciones afiadidas en el pocillo que no ha sido sometido a diferenciacién, no contiene ATRA. Dcha. Esquema de las
distintas soluciones afiadidas para el caso en que las células se someten a diferenciacion, contiene ATRA.

Se realiza un experimento en paralelo en una placa de 96 pocillos donde se cultiva, por pocillo, 3.200 y
6.400 células SH-SY5Y y 30% ECM y matriz colageno 1,5 mg/ml. La elaboracion y cultivo de las gotas que
contienen matriz ECM se lleva a cabo siguiendo los mismos pasos mencionados anteriormente, pero
teniendo en cuenta que la gota, en este caso, contiene 8 ul de matriz ECM +16 ul de células.

Las gotas que contienen matriz coldgeno siguen un protocolo distinto. Primero es necesario neutralizar
el pH de la matriz, lo que se hace usando la cantidad apropiada de hidréxido sédico. La matriz de
coldgeno contiene ademds medio DMEM 10% FBS, por lo que, para la formacién del fondo de los pocillos
se adicionan directamente 30 ul de la matriz. Para las gotas basta con reducir la cantidad de medio
DMEM 10% FBS que contiene la matriz y sustituirlo por medio DMEM 10% FBS con SH-SY5Y a las
densidades mencionadas. De esta nueva matriz se toman 24 ul para formar las gotas que se recubriran,
una vez polimerizadas, con 100 ul de DMEM 10% FBS. Los cdlculos mds detallados y explicados de la
elaboracion de la matriz de coldgeno y el cultivo en 3D mediante gota, se encuentran en 7. Anexos, Anexo
1, seccidn Anexo 1.4. En este sentido, no se va a afladir ATRA a ninguno de los pocillos ya que Unicamente
se quiere comparar el crecimiento y comportamiento de la linea celular, no su diferenciacion.

Como ultimo ensayo del cultivo de la linea celular en matriz ECM, se diluye la matriz 1/10 y 1/20
respectivamente, para determinar el crecimiento de las SH-SY5Y en matrices menos densas. Para
realizar este experimento se siguen los mismos pasos mencionados en el apartado anterior, 3.2.3, que
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hacen referencia a la matriz ECM, pero teniendo en cuenta que la gota, en este caso, contiene 20 pl
totales. La relacion de volumenes a afiadir de ECM y SH-SY5Y varia en funcion del % de matriz a alcanzar.
Con respecto a la prueba en matriz coldgeno, se sigue el mismo protocolo mencionado anteriormente
para esta matriz (3.2.3), pero con la modificacién de que, para este ensayo, se aplica un método de
diferenciacion. Un pocillo se recubre, una vez afiadida la gota, con 100 ul de DMEM 10% FBS 'y, el otro,
con 100 pl de DMEM 5% FBS+ATRA 30 uM. Para el cultivo en monocapa, se disponen las células
directamente en el pocillo recubiertas con medio de diferenciacién o no, segin convenga. Para mds
informacion sobre los cdlculos realizados y representaciones grdficas esquemdticas del experimento,
acceder a 7. Anexos, Anexo 1, seccion 1.5.

3.3. Chips de microfluidica
El dispositivo microfluidico permite usar soluciones que contengan células para estudiar su
comportamiento. En este caso, es necesario que la concentracién final a la que se encuentren las células

sea alrededor de 1:10° células/ml. Se cultivan células Hela y células SH-SY5Y. Ademas de la linea de
interés, se cultivan células Hela, ya que esta linea celular es muy resistente y sencilla de manejar,
facilitando la puesta a punto del sistema. Asi, se puede comparar el crecimiento de ambas lineas
embebidas en el chip. Se determina el nimero de células iniciales (explicado con mds detalle en el
apartado 7. Anexos, Anexo 2, seccion 2.1) de cada uno de los flask a emplear en el experimento para

calcular el volumen necesario para alcanzar la concentracion final requerida.

Una vez determinado el volumen a tomar, se montan los chips. Para ello, primero se afiade DPBS
(Dulbecco’s phosphate buffered saline; PAN Biotech™ P04-36500) para lavar y enjuagar las células junto
con rojo fenol para determinar el pH del microchip y asegurar que es el adecuado (en torno a 7). En
caso de que el pH se aleje del neutro se afiade hidroxido de sodio para ajustarlo. A continuacién, se
afiade colageno con puntas de baja adherencia y muy cuidadosamente para evitar la formacion de
burbujas que limitarian mucho la resolucién. Se usa colageno como matriz debido a su densidad y
capacidad de atrapamiento de células en cultivos en 3D. Después, se adiciona DMEM 10% FBS o DMEM
5% FBS en funcién de si se aporta un medio para la diferenciacion celular o no.

Para cargar los chips, se afiaden las células a los pocillos de los extremos de forma rdpida para evitar
variaciones de temperatura.

Figura 4. Esquema de un chip de microfluidica donde se indican los pocillos a cargar con las células (flechas). En
el resto de los pocillos se afiade la matriz de coldgeno. Asi, en la zona intermedia se alcanza un contexto adecuado
que simula las condiciones in vivo para el crecimiento de las células. Chips de microfluidica. Overview - What is microfluidics?

What is microfluidic chip? | uFluidix [Internet]. [cited 2021 Mar 22]. Available from: https://www.ufluidix.com/resources/definitions/
Para evitar la aglomeracion de las células en un Unico plano, se incuban los chips y se voltean cada 5
min para asegurar la dispersion de las células por todo el pocillo. Por ultimo, se afiade a los 4 pocillos
restantes DMEM 10% FBS que aporta los nutrientes necesarios para el crecimiento y supervivencia de
las células.

o Algunos tipos celulares se mueven dentro de la matriz ya que poseen proteasas que la van
degradando y se desplazan dentro de ella.

o Las interacciones en los bordes de la matriz suelen ser distintas a las interacciones dentro de la
matriz.
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3.4. u-slides
El dispositivo utilizado en el presente trabajo es el p-slide VI 0.4 (Ibidi 80606). Se trata de una placa de
12 pocillos conectados dos a dos por seis canales, los cuales tienen una altura de 0,4mm. (40)

N (A [\ I~ Figura 5. Configuracion del u-slide VI 0.4 donde se ilustran los 12
= pocillos (a) conectados por los 6 canales (b). Las células se cultivan en

o la region del canal y los reservorios (pocillos) permiten el

(=% mantenimiento de las lineas celulares a través de la adicién de medio
‘ a \ ‘ ‘ ‘ completo, por ejemplo. kim SB. Fabrication of bioluminescent capsules and live-
NS =/ \_,) cell imaging. Methods Mol Biol. 2014;1098:117-25.

Se cultivan células SH-SY5Y para estudiar las condiciones que permiten su crecimiento y diferenciacion.
Para la elaboracién del experimento, se recubren los canales con la linea celular de estudio junto con
matriz, ECM/colageno segln convenga, lo que permite el cultivo en 3D. Los reservorios se recubren con
medio completo/medio de diferenciacion que incluye SH-SY5Y para secretar factores de crecimiento y

comparar, ademas, el cultivo en 3D de los canales con el cultivo en monocapa de los pocillos.

Estos dispositivos permiten el correcto crecimiento y diferenciacién de la linea de estudio. Por ello, se
realiza un Ultimo experimento donde se cotejan los efectos que tiene la adicion de fibras de a-sinucleina
marcadas con el fluorocromo Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen) en las SH-SY5Y tanto en su diferenciacion,
contactos célula-célula, como en su viabilidad. La a-sinucleina induce muerte celular. Este experimento,
sin embargo, no permite determinar la causa de la muerte celular observada. Para comprobar si se
mueren por la adicién de la a-sinucleina o por fototoxicidad se realiza en paralelo un control sobre las
SH-SY5Y crecidas en monocapa. Para obtener mds informacion sobre el procedimiento del experimento,
acceder a 7. Anexos, Anexo 3.

3.5. Tinciones con fluorocromos

El marcaje de las células, en el presente trabajo, con fluorocromos permite diferenciar mejor las
ramificaciones celulares de las fibras de coldgeno cuando estas estdn cultivadas en 3D con esta matriz
(marcaje con calceina (Invitrogen C3100MP)), analizar el efecto de la adicion exégena de a-sinucleina
sobre la viabilidad, diferenciacion y contactos célula-célula (marcaje con Alexa Fluor ™ 488) y la
fototoxicidad producida por el fluorocromo Hoechst 33342. La a-sinucleina exdgena estd marcada
directamente con el fluorocromo Alexa Fluor ™ 488. Por lo tanto, para visualizar el efecto de la adicién
de la proteina Unicamente es necesario adicionar 1ul de las fibras marcadas (25 pM) a las células a
estudiar y hacer un lavado tras esperar 15 min (tiempo suficiente para que las células capten una
cantidad adecuada de a-sinucleina para su visualizacién) con medio completo DMEM 10% FBS para
mejorar el contraste. Las tinciones con Hoechst y calceina siguen el mismo protocolo mencionado
anteriormente, pero, en estos casos, no es necesario lavar porque estos fluorocromos aumentan
considerablemente su fluorescencia al unirse al DNA o al ser procesados por enzimas celulares,
respectivamente.

3.6. Microscopia

La visualizacion, estudio y comparacién de las células SH-SY5Y tras los tratamientos y técnicas realizadas
se lleva a cabo con el microscopio Leica DMI6000 B (Leica Microsystems). Es la herramienta definitiva
para grabaciones por intervalos de corta o larga duracién (timelapse) combinadas con experimentos de
multiposicionamiento, stacks en Z y fluorescencia multicanal, entre otros (41). El equipo estd acoplado
a una cdmara que permite mantener las células a la temperatura y atmdsferas adecuadas (372Cy 5%
CO,). Los ensayos in vivo se realizan gracias a la funcion que dispone el microscopio de timelapse que
permite programar la adquisicién de imagenes a determinados puntos temporales a diferentes
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longitudes de onda, en distintas posiciones de la platina, en distintos planos Z y con distintos objetivos.
Para la visualizacion y procesamiento de las imagenes fuera del microscopio se emplea el software Fili,
Image J. El dispositivo emplea un software para la tomay procesamiento de las imagenes, MetaMorph®
Microscopy Automation and Image Analysis Software. Para mas informacién sobre el microscopio
acceder a  https://www.bifi.es/es/equipamiento-cientifico/#biogquimica y  http://www.leica-

microsystems.com/.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para acceder 'y observar todas las imdgenes 'y videos del presente trabajo ir al MEGA
https://meqga.nz/folder/tbYFCAll#bgAHdCCtaW8qgbb-5y8YxOq.

4.1. Crecimiento y diferenciacion de la linea SH-SY5Y en 2D vs 3D

El estudio de las condiciones éptimas de crecimiento de la linea celular en 3D se realiza mediante
pruebas de ensayo-error, a partir del crecimiento en gota mediante cultivo 3D, hasta determinar las
condiciones mas adecuadas para el posterior crecimiento y estudio de la linea en los chips de
microfluidica y p-slides a distintos tratamientos. Se basa en publicaciones en las que se han descrito
experimentos similares, pero realizando la puesta a punto en el laboratorio y con los medios del mismo.

Crecimiento y diferenciacién de la linea SH-SY5Y con 100, 200, 400 y 800 células totales y 25,

50y 100% ECM
Considerando las imagenes de la figura 6, la matriz es demasiado densa lo que impide el correcto
desplazamiento e intercambio de nutrientes y factores de crecimiento entre las células y, por tanto, el
adecuado crecimiento de las SH-SY5Y. Con respecto al nimero de células dptimo no se han observado
diferencias notables entre las distintas gotas. Ninguna de las células, salvo casos concretos, ha adquirido
la morfologia particular de las células SH-SY5Y cuando crecen en monocapa. La mayoria de ellas alcanzan
una morfologia esférica, similar a la que obtienen cuando sufren muerte celular. De este modo, se
efectlan otros experimentos con un rango de densidades mayor, para seguir estudiando las condiciones
Optimas de crecimiento en la matriz ECM. Para obtener mds informacion ir a 7. Anexos, Anexo 4, seccion
4.1 y al Anexo 8, cultivo en 3D mediante gota, video 1.1 que contiene la URL y codigo QR de un video

P

EXp//CGl'/VO o ir directamente a https://drive.google.com/file/d/104QkcioAln OCKLXMhKVCEKrArHgPESX/view Pusp=sharing.
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Figura 6. Células SH-SY5Y crecidas y diferenciadas mediante cultivo 3D en gota vistas en campo claro a 100 y 400 aumentos. A.
Gota que contiene 800 células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacion (100X). B. Gota que
contiene 400 células al 50% de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacion (100X). C. Gota que contiene 400 células al
25% de matriz ECM cultivada con medio de diferenciacion (400X). Las células de la imagen B tienen una morfologia mds similar
a la que adquieren estas células cuando crecen en monocapa, en comparacion con la morfologia adquirida en la imagen A. Esto
indica que el % de matriz de la imagen A es demasiado elevado e impide el desplazamiento y crecimiento de las SH-SY5Y. Las
células de la imagen C tienen una morfologia mds caracteristica de la linea celular cuando crece en monocapa y parece que

forman ramificaciones tipicas de las células diferenciadas (flecha). En todos los casos las células tienden a formar grumos. Barra
escalado: 200 um (A, B) y 100 um (C).

Crecimiento y diferenciacién de la linea SH-SY5Y con 200, 400, 800 y 1.600 células totales y 60
y 80% ECM
Atendiendo a las imagenes de la figura 7, las células que crecen fuera de la gota, en monocapa, tienen
la morfologia caracteristica de las células SH-SY5Y vy, al tratarlas con medio de diferenciacién, adquieren
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morfologia de células diferenciadas. Sin embargo, las células que crecen en 3D, dentro de la gota, siguen
teniendo morfologia circular y no parecen responder a la adicion de ATRA. Esto indica que la matriz
sigue siendo demasiado densa en ambos experimentos. Por ello, se realizan otros ensayos
disminuyendo el % de matriz. Ademas, se han medido las micras del enfoque mds bajo y alto del campo
Z de las imagenes E y F. Estos enfocan el borde inferior del pocillo (plano Z mas bajo, 90 micras) y la
ultima célula situada en el borde superior de la gota (plano Z mas alto, 560 micras) pudiendo determinar
asi el grosor de la gota 0,46 mm. Para obtener mds informacion ir a 7. Anexos, Anexo 4, seccion 4.2 y el

video explicativo mencionado a continuacion.
- Dentrode B

200 um 200 um

Figura 7. Células SH-SY5Y crecidas en monocapa (2D) y mediante cultivo 3D en gota vistas a 100 aumentos en campo claro. Ay
B. Gota que contiene 1.600 células al 80% de matriz ECM cultivadas en medio DMEM 10% FBS. Cy D. Gota que contiene 400
células al 80% de matriz ECM cultivadas en medio de diferenciacion. E y F. Gota que contiene 1.600 células al 60% de matriz
ECM cultivadas en medio de diferenciacion. En las 4 primeras imdgenes estd marcada la zona de la foto que corresponde a la
parte de fuera de la gota y la parte interior de la gota. Las imdgenes Ay B; y C y D, corresponden a la misma zona,
respectivamente, pero con dos enfoques distinto en funcion de si se estudia el interior de la gota (imdgenes By D) o el exterior
de la gota (imdgenes A y C). Se puede apreciar muy bien el borde de la gota ya que cambia la morfologia y el enfoque de las
células. Los planos en los que se encuentran las células son distintos, ya que, fuera de la gota crecen en monocapa y dentro de
la gota en 3D pudiendo alcanzar distintos planos Z. En algunos casos, imdgenes E y F, sobre todo, se distinguen células que
crecen en monocapa en planos Z superiores a las células que crecen en el interior de la gota. Esto puede ser indicativo de células
que hayan quedado dispuestas sobre la gota, pero que crecen fuera de esta. Las flechas resaltan las ramificaciones
caracteristicas de las SH-SY5Y diferenciadas. Barra escalado: 200 um.

Como prueba complementaria se afiade el fluorocromo Hoechst 33342 (colorante fluorescente que

permite la visualizacion de nucleos) a la placa de 24 pocillos que contiene las células SH-SY5Y cultivadas
con 60% de matriz ECM. Los resultados del efecto de la fluorescencia se exponen seguidamente.
Considerando las imagenes de la figura 8, se observa muerte celular por el uso del fluorocromo. Es decir,
las células han muerto por fototoxicidad. Esto se distingue muy facilmente ya que se forma una
separacion clara entre las células no sometidas a fluorescencia (células vivas) y las células vistas con
fluorescencia, células muertas. Para obtener mds informacion ir a 7. Anexos, Anexo 4, seccion 4.3 y al
Anexo 8, cultivo en 3D mediante gota, video 1.2 que contiene la URL y cddigo QR de un video explicativo

o ir directamente a https://drive.qoogle.com/file/d/1rIDocM5YNtpbjioCNYoeBILxEVHBFB6DY/view ?us,
Al A2 Bl B2 Cc1 Cc2

p=sharing.

zona  irradiada
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Figura 8. A'y B. Células SH-SY5Y crecidas en monocapa (2D) y mediante cultivo 3D en gota vistas a 100 aumentos en campo
claro, junto con zooms de zonas representativas (circulos) tanto sin (A1 'y B1) como irradiadas (A2 y B2) con fluorescencia. A.
Gota que contiene 200 células al 60% de matriz ECM cultivadas con DMEM 10 % FBS. B. Igual que A, pero cultivadas en medio
de diferenciacién. En ambos casos se aprecia muy fdacilmente (marcado con una linea negra) el limite de la fluorescencia ya que,
a partir de este limite, las células son viables, tienen morfologia caracteristica de las SH-SY5Y. La zona irradiada por fluorescencia
provoca la muerte celular cémo se puede apreciar en ambas imdgenes por la morfologia circular de las células. Cy D. Sucesion
de fotos del timelapse de la gota que contiene 200 células al 60% ECM cultivadas con medio de diferenciacion irradiadas con
fluorescencia vistas a 100 aumentos, junto con zooms de zonas representativas (circulos) de las mismas células, a distintos
tiempos, cultivadas en 2D (C1 y D1) y 3D (C2 y D2). En la imagen C se observan pequefias ramificaciones (flechas negras) que
intentan formar conexiones entre la célula cultivada en 3D (derecha) y las células cultivadas en 2D (izquierda). Tras pocos
minutos de exposicion continua a la fluorescencia se observa, en el panel D, la muerte de practicamente todas las células. Barra
escalado: 200 um.

4.1.3. Crecimiento y diferenciacidn de la linea SH-SY5Y con 400, 800, 1.600, 3.200 y 6.400 células
totales cultivadas en 30 y 50% de matriz ECM y matriz colageno
Debido a la alta densidad de la matriz que impide el correcto crecimiento de las células, se hace otro
ensayo en placa de 96 pocillos con porcentajes de matriz menores, 50% y 30%. Ademas, se modifica el
cultivo en 3D mediante gota con las indicaciones mostradas en el apartado 3.2.3. Con respecto a las
gotas cubiertas con la matriz de colageno, las dos Ultimas Unicamente contienen la gota formada por
las células SH-SY5Y y la matriz, recubiertas con medio DMEM 10% FBS. No disponen de una base de
matriz de coldgeno, asi se compara su comportamiento. Atendiendo a las imagenes de la figura 9, se
observa que la densidad de matriz ECM sigue siendo elevada lo que impide el correcto crecimiento y
desarrollo de la linea celular. Por ello, se hace un Ultimo ensayo a una concentracién muy baja de matriz
ECM. Para asegurar que efectivamente la matriz ECM es adecuada para el cultivo 3D, se considera un
ensayo adicional control con fibroblastos de ratéon. Estos fibroblastos expresan numerosas proteasas
gue permiten el desplazamiento sobre esta matriz. De esta forma, se determina si efectivamente la

matriz permite el desplazamiento de lineas celulares o no.

Sin embargo, si se contemplan las ilustraciones correspondientes al cultivo de la linea celular en matriz
coldgeno, se nota que las células alcanzan el fenotipo caracteristico de las SH-SY5Y cuando crecen en
monocapa, se desplazan correctamente por la matriz, forman interacciones... Es decir, las condiciones
de crecimiento y supervivencia, en este caso, son correctas. Por ello, se suprime el ensayo control con
fibroblastos, ya que, al observar el comportamiento de las SH-SY5Y en la matriz de coldgeno, permite
certificar que efectivamente, esta linea celular es capaz de crecer en 3D adecuadamente. Para obtener
mds informacion acceder a 7. Anexos, Anexo 4, seccion 4.4 y al Anexo 8, cultivo en 3D mediante gota

video 1.3 que contiene la URL y cddigo QR de un video explicativo o ir directamente a
https://drive.qoogle.com/file/d/10wlqy 5X34K5sLudAZE1YOOVRGI9ipul/view Pusp=sharing.

D ——
200 um
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Figura 9. Células SH-SY5Y crecidas mediante cultivo 3D en gota vistas a 100 (A, B) y 200 (C-E) aumentos en campo claro. Las
imdgenes corresponden a las gotas que contienen 6.400 células. Ay B. Células cultivadas con matriz ECM al 30%. Sucesion de
fotos del timelapse de 24 h. No se observan apenas diferencias entre ambas fotos lo que confirma que la densidad de la matriz
sigue siendo demasiado elevada. La morfologia de las células sigue siendo circular, inadecuada. C-E. Células cultivadas con
matriz coldgeno 1,5 mg/ml. Sucesidn de fotos del timelapse de 24h donde se distinguen células que crecen en monocapa
(circulos azules) y células que crecen en 3D (circulos negros). Barra escalado: 200 um (A, B) y 100 um (C-E).

De estas imagenes se sacan 3 conclusiones en claro:

e La matriz colageno permite el correcto desplazamiento y morfologia de la linea celular
e Se forman interacciones entre las células
e lacantidad celular, 6.400 células, permite esta interaccién celular

Como ultimo ensayo con la matriz ECM se cultivan las células SH-SY5Y en ECM diluida 1/10 y 1/20,
respectivamente. Asi, al reducir la concentracién de la matriz 10y 20 veces mas de la recomendada (1:2,
ECM:SH-SY5Y) * se determina si esta matriz es correcta y adecuada para el crecimiento de la linea de
estudio. En el estudio anterior se han determinado las condiciones éptimas de crecimiento de la linea
SH-SY5Y: SH-SY5Y cultivadas en matriz colageno 1,5 mg/ml con 6.400 células totales. Por ello, se tratan
estas células con medio de diferenciacién para determinar y estudiar, en este caso, las condiciones de
diferenciacién de las SH-SY5Y en gota.

Considerando las imagenes de la figura 10, la matriz ECM sigue siendo demasiado densa (o presenta
alglin problema adicional) e impide el crecimiento, diferenciacion y supervivencia de la linea celular en
el cultivo en 3D en gota. Por ello, se termina descartando esta matriz para el estudio de la linea. Sin
embargo, como se muestra en el panel D de la figura 10, si las SH-SY5Y crecen formando grumos, parece
que su viabilidad mejora. Esto se observa en experimentos realizados in vivo donde dentro de la matriz
se aprecia movimiento, aunque quedan confinadas en estos grumos. La matriz de coldgeno, por el
contrario, aporta las condiciones adecuadas de crecimiento e interaccion. Con respecto a las SH-SY5Y
qgue no han seguido ningun proceso de diferenciacion (Fig 10, H e 1), no se observan diferencias
significativas entre las células vistas a distintos tiempos (24 y 72 h). Sin embargo, tras varios dias (72h)
induciendo la diferenciacion de las SH-SY5Y se observa que conforme avanza el tiempo, las células
comienzan a adquirir las caracteristicas propias de células diferenciadas ya que dejan de proliferar y
comienzan a formar neuritas (Fig 10, J y K). Adicionalmente se cultivan SH-SY5Y en monocapa a las que
se les induce diferenciacion. Estas células se toman como control para comparar el crecimiento y
comportamiento de las células diferenciadas y sin diferenciar en 3D. Para obtener mds informacion
acceder a 7.Anexos, Anexo 4, seccion 4.5 y al Anexo 8, cultivo en 3D mediante gota videos 1.4.1, 1.4.2 'y

1.4.3 que contiene las URLs y cddigos QR de videos explicativos o ir directamente a
https://drive.google.com/file/d/162ZYLCyPthBXDV2xuH1zpnuUhOOGWo8A/view Pusp=sharing,https://drive.google.com/file/d/1ThPxaFuAql6
MPHnGfMGZv4J8N6Owixzl/view Pusp=sharing, https.//drive.google.com/file/d/1gRDmMRF6bFyb- jhrszZAKCIrGglyHOqEA/view Pusp=sharing.

A
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Figura 10. Estudio del comportamiento, crecimiento, viabilidad, diferenciacion y contactos célula-célula de las células SH-SY5Y
cultivadas en monocapa y 3D en matrices ECM y coldgeno. A-G. Contraste del comportamiento y diferenciacion de SH-SY5Y
crecidas en matriz ECM diluida 1/10 y 1/20 respectivamente. A y B. Timelapse de 24h y stack planos Z (1 micra/plano Z) de SH-
SY5Y cultivadas en matriz ECM 1/10 sin ATRA vistas a 100 aumentos. Estudio a las 24 'y 72h, respectivamente. C. Timelapse de
24 h de SH-SY5Y cultivadas en matriz ECM 1/10 con ATRA vistas a 100 aumentos. Estudio a las 72h. D y E. Timelapse de 24h y
stack planos Z (1 micra/plano Z) de SH-SY5Y cultivadas en matriz ECM 1/20 sin ATRA vistas a 100 aumentos. Estudio a las 24 y
72h, respectivamente. En el panel D se recalcan los grumos formados. F y G. Igual que D y E, pero con ATRA vistas a 100
aumentos. Estudio a las 24y 72h, respectivamente. H- K. Cotejo del crecimiento y diferenciacion de SH-SY5Y cultivadas en matriz
coldgeno. H e I. Timelapse de 24h, enfocado a 20 micras con respecto a la base del pocillo, y stack planos Z (1 micra/plano Z)
de SH-SY5Y en coldgeno sin ATRA vistas a 100 aumentos. Estudio a las 24y 72h, respectivamente. J y K. Igual que H e |, pero con
ATRA vistas a 100 aumentos. Estudio a las 24y 72h, respectivamente. Las flechas distinguen las neuritas formadas en respuesta
al tratamiento con ATRA. L- N. Equiparacién del crecimiento y diferenciacién de SH-SY5Y cultivadas en monocapa. L y M.
Timelapse de 24h y stack planos Z (1 micra/plano Z) de SH-SY5Y en monocapa sin ATRA vistas a 200 aumentos. Estudio a las 24
y 72h, respectivamente. Ny N. Igual que L y M, pero con ATRA vistas a 100 aumentos y 200 aumentos, respectivamente. Estudio
a las 24y 72h, respectivamente. Barra escalado: 200 um (todos los paneles excepto L, My N) y 100 um (L, M y N).

4.2. Chips de microfluidica
Considerando las imagenes de la figura 11, las SH-SY5Y crecen de forma aislada, pero con fenotipo

completamente distinto al que adquieren cuando crecen mediante cultivo 2D. Se aprecian en algunos
casos protrusiones lo que manifiesta que las células intentan desplazarse por la matriz para adquirir
nutrientes y crecer, pero no se observa un movimiento significativo. Ademas, algunas crecen formando
grumos (sobre todo aquellas células que no han sido tratadas con medio de diferenciacion). Esto puede
ser indicativo de que la matriz es demasiado densa (coldgeno 4,3 mg/ml) e impide el crecimiento
adecuado de esta linea celular. Por ello, se estudian las condiciones dptimas de la linea celular a partir
del crecimiento en gota mediante cultivo en 3D como se ha ido mencionando en el apartado, 4.1. Para
ver el comportamiento de la linea celular HelLa y obtener mds informacidon acceder a 7.Anexos, Anexo 5,
seccion 5.1 y al Anexo 8, chips de microfluidica, videos 2.1 y 2.2 que contiene las URLs y cddigos QR de

videos explicativos o) ir directamente a

https://drive.google.com/file/d/1Ht uADAx45k51a nldknozelUjk8YPIO/viewPusp=sharing https://drive.google.com/file/d/1ZKrC-
q71Dax604XiAwaSh90p9AQSVFOd/view Pusp=sharing.
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200 um 200 um 200 um 200 um
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200 um

Figura 11. Sucesion de fotos del timelapse de 24h, junto con zooms de zonas distintivas (marcadas con circulos negros), de las
células SH-SY5Y vistas en campo claro a 100 aumentos tratadas con y sin medio de diferenciacion. Las imdgenes corresponden
a distintos planos Z donde se encuentran cada una de las células. Ay B. Células SH-SY5Y cultivadas con medio DMEM 10% FBS
enfocadas a 100 micras con respecto a la base inferior del chip. C-E. Células SH-SY5Y cultivadas con medio de diferenciacion
enfocadas a 80, 20 y 80 micras, respectivamente. Como se puede apreciar en algunos casos (figura E, sobre todo) la morfologia
de las SH-SY5Y es mds similar a la que tiene esta linea cuando crece en monocapa en cultivo 2D. Barra escalado: 200 um.

4.3. W-slides

Considerando las ilustraciones de la figura 12, la matriz ECM sigue siendo demasiado densa, lo que
impide el correcto crecimiento de la linea celular (Fig 12, A). Por ello, se termina descartando esta matriz
para el estudio y cultivo de estas células, ya que, incluso con proporciones 10 y 20 veces mas bajas que
la recomendada (1:2, ECM:SH-SY5Y) ** |a densidad parece que sigue siendo demasiado elevada o puede
haber problemas con la composicion de la matriz. El coldgeno, por el contrario, aporta las condiciones
adecuadas para el crecimiento de las células ya que estas alcanzan una morfologia adecuada e
interaccionan entre si (Fig 12). Por consiguiente, se realiza un segundo experimento Unicamente con
esta matriz e induciendo la diferenciacion de las SH-SY5Y para determinar su comportamiento frente a
este tratamiento. Con respecto a las SH-SY5Y crecidas en monocapa no se observa ningln cambio en
especial. Crecen adecuadamente y alcanzan la morfologia caracteristica de esta linea (Fig 13). Las SH-
SY5Y cultivadas en 3D con coldgeno se han marcado fluorescentemente con el fluorocromo calceina que
es capaz de atravesar la membrana celular y tefiir las células por completo, para diferenciar mejor las
ramificaciones de celulares de las fibras de coldgeno. Para obtener mds informacion acceder a 7. Anexos,
Anexo 6, seccion 6.1y 6.2 y al Anexo 8, micro-slides videos 3.1y 3.2 que contiene las URLs y cddigos QR

de videos explicativos o} ir directamente a
https://drive.qoogle.com/file/d/1fhFFGDIrzTXQacseBulRyQewRzAReclF/view Pusp=sharing y
https://drive.google.com/file/d/15MnLUYmfCNgDNgu5eh0l7WB60kY7pl70/view 2usp=sharing.

A sH.sysyen 3D

SH-SY5Y en
monocapa
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Figura 12. Andlisis del comportamiento y crecimiento de la linea SH-SY5Y en matrices ECM y coldgeno. El estudio se realiza a
partir de stacks de planos Z (1 micra/ plano Z) y timelapses de 10 min. A. Stack plano Z de canal 1 (12.800 SH-SY5Y con matriz
ECM 1/10) vistas a 400 aumentos en campo claro. B. Stack plano Z de canal 3 (6. 400 SH-SY5Y con matriz coldgeno) vistas a
400 aumentos en DIC. Cy D. Stacks planos Z de regiones representativas del canal 3 vistas a 200 aumentos con el fluorocromo
calceina. La flecha marca el borde de la matriz. E. Stack plano Z de canal 4 (12.800 SH-SY5Y con matriz coldgeno) vistas a 200

aumentos con calceina. F. Stack planos Z de canal 6 (12.800 SH-SY5Y en monocapa) vistas a 400 aumentos en campo claro.
Barra escalado: 100 um.
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Figura 13. Estudio del crecimiento y diferenciacion de las SH-SY5Y cultivadas en monocapa y 3D en matriz coldgeno a partir de
timelapses de 16h y stacks planos Z (1 micra/plano Z). A y B. Stack planos Z de regiones representativas del canal 1 (3.200 SH-
SY5Y en coldgeno sin ATRA). A. Vistas en IMC a 200 aumentos. B. Vistas en DIC a 400 aumentos. C-E. Stacks planos Z regiones
representativas del canal 2 (3.200 SH-SY5Y en coldgeno con ATRA). C. Vistas en IMC a 200 aumentos. D. Vistas en DIC a 400
aumentos. Las flechas resaltan las ramificaciones formadas. E. Misma region del canal con dos enfoques distintos (E1 y E2),
vistas a 400 aumentos, lo que permite comparar el crecimiento de la célula que crece en monocapa (izda.) y la que crece en 3D
(dcha.). Se aprecia que las neuritas de la célula que crece en monocapa (flecha negra) crecen en 3D ya que se enfocan en un
plano superior (-1296,11 micras) con respecto a la célula (-1304, 02 micras). F. Stacks planos Z del canal 4 (6.400 SH-SY5Y en
coldgeno con ATRA) vistas en DIC a 400 aumentos. Se distingue una gran neurita (flecha negra) caracteristica de células
diferenciadas donde, ademds, se observan varios botones sindpticos (flechas azules). G. Stacks planos Z canal 5 (3.200 SH-SY5Y
en monocapa sin ATRA) vistas en DIC a 400 aumentos. H e I. Stacks planos Z canal 6 (3.200 SH-SY5Y en monocapa con ATRA).
H. Neurita con botones sindpticos (flechas negras) vista en DIC a 400 aumentos donde se observa conexion con otra SH-SY5Y
situada debajo de ella. I. Vistas en DIC a 630 aumentos. Se diferencia que las células establecen conexiones entre si ya que las
neuritas que asoman de la SH-SY5Y de la derecha (flechas negras) no crean la bifurcacion caracteristica que se forma si
provinieran de esa misma célula. Es decir, estas neuritas proceden de la SH-SY5Y situada a la izquierda, lo que recalca la
Analizando los resultados previos, se puede concluir que estos dispositivos permiten la diferenciacién

adecuada de las SH-SY5Y tanto en monocapa, como en 3D en matriz colageno, ya que se observa
formacion de neuritas y botones sindpticos caracteristicos de SH-SY5Y diferenciadas. Ademas, las células
establecen conexiones entre si, aunque no se puede afirmar que se formen contactos célula-célula, ya
que, considerando las imagenes previas (Fig 13, H e 1), parece que las células se cruzan y, aunque se
tocaran, podrian no estar estableciendo verdaderos contactos de tipo sinapsis. Por ello, se utilizan estas
placas para determinar el efecto que tiene la adicién de fibras de a-sinucleina marcada con el
fluorocromo Alexa Fluor™ 488 sobre la viabilidad, diferenciacién y contactos célula-célula.

4.4, Tratamiento de la linea celular con a-sinucleina

Teniendo en cuenta las imagenes de las figuras siguientes, se aprecia que una parte de la a-sinucleina
se queda atrapada en las fibras de colageno, ya que, al observar con el microscopio de fluorescencia, la
matriz emite fluorescencia observandose las fibras claramente con el objetivo de 63 aumentos (Fig 14,
B). No se observa ninguna fluorescencia emitida por las células ya que la intensidad irradiada por la a-
sinucleina que se ha quedado pegada en la matriz (tras el lavado con medio completo) es mucho mayor
por albergar, esta, una mayor concentracidn de proteina y, por tanto, oculta la emitida por las células.
Atendiendo al panel C de la figura 14, se evidencia la necesidad del lavado de los pocillos una vez ha
sido adicionada la a-sinucleina marcada, ya que esta tiene, de forma basal, mucha fluorescencia que, al
endocitarse en las células no aumenta, por ello se forma tanto ruido. Ademas, en experimentos de
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timelapse a tiempos cortos se distingue el movimiento de los endosomas que transportan las fibras de
a-sinucleina. El proceso de endocitosis es mucho mas eficaz en el soma neuronal que en las neuritas:
las neuritas no captan eficazmente la a-sinucleina, por lo que no emiten fluorescencia (Fig 14, J y K). En
general, se retraen las neuritas de las SH-SY5Y lo que indica que la a-sinucleina o la fluorescencia esta
afectandolas negativamente (Fig 14, H-1). Hecho que se confirma cuando se observa que, pasadas 3h
desde la adicién de las fibras, las células se mueren, aparentemente por apoptosis seguida de necrosis.
Para determinar si las células se mueren por la adicién de a-sinucleina o por fototoxicidad se realiza un
ensayo en células crecidas en monocapa donde se comparan SH-SY5Y con y sin a-sinucleina exégenay
vistas a fluorescencia y SH-SY5Y tratadas con a-sinucleina y vistas a campo claro (Fig 15). Para obtener
mdas informacion acceder a 7. Anexos, Anexo 7, seccion 7.1 y al Anexo 8, micro-slides video 3.3 que

contiene la  URL 'y «cddigo QR de wun video explicativo o ir directamente a
https://drive.google.com/file/d/1dBDZWU1bvZwKz604duyQIEjOz1 1IsZX/view2usp=sharing.
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Figura 14. Efecto de la adicion exdgena de fibras de a-sinucleina fusionada al fluorocromo Alexa Fluor™ 488 en la viabilidad,
crecimiento y contactos célula-célula en la linea modelo, SH-SY5Y. Ay B. Fotos de la misma region del canal que contiene 6.400
SH-SY5Y cultivadas en matriz coldgeno vistas a 630 aumentos en DIC (A) donde se aprecia el crecimiento en 3D de las células, y
vistas con el filtro para GFP (B) con el cual se observan los lugares donde se dispone la a-sinucleina. C. Stack plano Z
(1micra/plano Z) vistas a 400 aumentos del pocillo que contiene 6.400 SH-SY5Y cultivadas en coldgeno previo al lavado con
medio completo. D-I. Timelapses (10 min) y stacks planos Z (1 micra/plano Z) de SH-SY5Y cultivadas en matriz coldgeno tras 30
min de la adicion de a-sinucleina. D y E. Stack planos Z tras 10 y 15 min, respectivamente, del lavado del pocillo vistas a 400

aumentos en DIC y GFP superpuestos. F y G. Timelapse (10 min) tras 30 min del lavado del pocillo vistas a 400 aumentos en DIC
y GFP superpuestos. F. Imagen a t= 2 min. G. Imagen a t=10 min. Se observan algunas neuritas que se retraen (flechas). H e I.
Timelapse (10 min) tras 110 min del lavado del pocillo vistas a 630 aumentos en DIC y GFP superpuestos. H. Imagen a t=3 min.
I. Imagen t=10 min. Se vuelve a apreciar retraccion (flechas) lo que indican muerte celular. Las imdgenes J y K hacen referencia
a la edicidn de la imagen L (30.000 SH-SY5Y cultivadas en monocapa, tratadas con a-sinucleina durante 150 minutos, vistas a
400 aumentos en DIC y GFP superpuestos) aplicando un filtro estadistico primero, para eliminar el fondo (J) y deconvolucidn (K),
posteriormente, para mejorar la claridad de la imagen. Se observa que la fluorescencia se distribuye sobre el soma neuronal,
las neuritas no emiten fluorescencia (efecto que se distingue mejor en las imdgenes J y K). Barra escalado: 100 um.

Las imagenes de la figura 15 corroboran que la muerte de las SH-SY5Y es debida a la fototoxicidad, no a
la adicidon exdgena de a-sinucleina. Se realizan ensayos de 20 min irradiando o no con fluorescencia las
células SH-SH5Y Wild Type (WT) y SH-SY5Y tratadas con fibras de a-sinucleina marcada. Se observa que
en aquellos pocillos que no han sido sometidos a fluorescencia, independientemente del marcaje con
a-sinucleina, las células siguen vivas (Fig 15, A, B y D); mientras que los pocillos a los que se les ha
sometido a fluorescencia, las células han sufrido procesos de muerte celular (Fig 15, Cy E). Esta hipotesis
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se confirma cuando al examinar los timelapses del experimento anterior se observa que las células
sufren retraccion de neuritas, “membrane blebbing” (caracteristica de la apoptosis) y posteriormente
liberacion de contenido celular (caracteristico de la necrosis) mientras se estan realizando los videos,
esto es, cuando se irradia con fluorescencia. Se concluye, por tanto, que la muerte observada de las
células no se debe a la a-sinucleina, sino a la fototoxicidad. Esto no excluye que la a-sinucleina pueda
afectar negativamente sobre la viabilidad de la linea modelo a tiempos mds largos. Ademads,
aparentemente, las células pierden las fibras de a-sinucleina o estas se degradan, ya que, al observar
las células en GFP (“no mostrado”, puesto que, al no emitir fluorescencia no se distingue la imagen) no
se observa ninguna fluorescencia emitida por las SH-SY5Y. Para obtener mds informacidn acceder al
Anexo 8, micro-slides video 3.4 que contiene la URL y cédigo QR de un video explicativo o ir directamente

a https.//drive.qoogle.com/file/d/1CUWET6PmMnUXvbtESqvjObFqtSfsOu2fy/view 2usp=sharing.
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Figura 15. Estudio para determinar la causa de la muerte de las células SH-SY5Y en monocapa tratadas con y sin a-sinucleina y
vistas a campo claro o fluorescencia. A. Pocillo 1 del dispositivo u-slide que contiene 30.000 células tratadas con a-sinucleina.
La imagen corresponde a las SH-SY5Y vistas a 400 aumentos en DIC y GFP superpuestos, tras 60 min de la adicion de a-sinucleina
sin irradiar fluorescencia durante 20 min. Se observa que las células mantienen un aspecto viable. By C. Pocillo 2 del dispositivo
u-slide que contiene 30.000 células tratadas con a-sinucleina e irradiadas durante 20 min con fluorescencia. B. SH-SY5Y vistas
a 400 aumentos en DIC y GFP superpuestos tras 150 min de la adicion de a-sinucleina y a tiempo O de fluorescencia. C. SH-SY5Y
vistas a 400 aumentos en DIC tras 170 min de la adicién de a-sinucleina y 20 min con fluorescencia. Como se puede ver la
fluorescencia ha provocado la muerte de las células ya que estas adquieren morfologia caracteristica de células en procesos
apoptdticos y necroticos. D-F. Pocillo 4 que contiene 30.000 células irradiadas con fluorescencia durante 20 min. D. SH-SY5Y
vistas a 400 aumentos en DIC tras 120 min de cultivo sin ser irradiadas con fluorescencia. E. SH-SY5Y vistas a 400 aumentos en
DIC tras 20 min con fluorescencia. En ningun caso las células emiten fluorescencia, lo que es ldgico, ya que no estdn tratadas
con a-sinucleina. Igualmente, las SH-SY5Y terminan muriendo tras los 20 min en las que han sido irradiadas con fluorescencia.
La muerte que se observa efectivamente se produce por fototoxicidad cuando al ver, en DIC, una zona anexa a las células que
han sido vistas con fluorescencia, las células siguen viables (F). Barras escalado: 100 um.

Se ha cultivado la linea
modelo en 3D mediante gota utilizando las matrices ECM y coldgeno para determinar las condiciones
Optimas de crecimiento de la linea y el posterior cultivo en dispositivos que facilitan el crecimiento
celular en un macro y microambiente adecuado tanto en 2D como en 3D (chips de microfluidica y p-
slides). Ver Anexo 4, seccion 4.6, Tabla A17.

Previamente, otros grupos (Agholme et al, 2010*?), (Dwane et al, 2013“% ) han informado que el cultivo

tridimensional de células SH-SY5Y en gel de matriz extracelular (ECM) tiene efectos de diferenciacién
neuroldgica con caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de neuronas maduras. Sin embargo, en el
presente trabajo no se ha conseguido que las células proliferasen adecuadamente en esta matriz. Se ha
reducido la concentracion de la matriz hasta 10 y 20 veces mas de la recomendada por si el efecto fuese
debido a una mayor concentracion del stock que la utilizada por los citados autores, sin resultados

positivos. La matriz deberia ser la misma utilizada por ellos, aunque la casa comercial que la suministra
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ha cambiado, por lo que no se sabe si la composicion sigue siendo la misma o si ha habido algun
problema con el lote que se ha usado.

La matriz ECM esta formada principalmente por laminina, colageno y fibronectina, mientras que la otra
matriz utilizada incluye Unicamente uno de estos componentes, el coldgeno. La laminina y fibronectina
son glicoproteinas adhesivas que se unen al coldgeno, heparina, otras proteinas de fibronectina e
integrinas de la superficie celular. Estas interacciones forman un entramado cohesionado que permite
la adherencia de células a la matriz extracelular (44). Precisamente esta cohesion puede ser la
responsable de la densidad inadecuada de la matriz que impide el correcto crecimiento de la linea
modelo. Esta hipdtesis se refuerza cuando se observa (Fig 10, D) que la viabilidad de la linea mejora
cuando las células crecen formando grumos. Los contactos célula-célula en condiciones no dptimas
pueden facilitar la supervivencia de estas células agrupadas unido a la presencia local de factores de
crecimiento de las propias células antes de que difundan.

Las estrategias de cultivos tridimensionales (Labour et al, 2012**)) han determinado que la matriz de
coldgeno aporta las condiciones adecuadas para el crecimiento, viabilidad y contactos célula-célula. Es
interesante mencionar que la concentracidn previamente establecida de matriz a utilizar (4,3 mg/ml)
impide el adecuado crecimiento de la linea. El experimento realizado en los chips de microfluidica
concluye que las células cultivadas a esa densidad alcanzan un fenotipo completamente distinto al que
adquieren cuando crecen en monocapa y forman numerosas protrusiones en todas las direcciones del
campo, no solo en el plano del soporte de cultivo; por lo que, en contraposicidon con los resultados
obtenidos en la matriz ECM, aunque esta matriz sea densa, las células responden a ella con la formacion
de estas protrusiones. La concentracion final a emplear (1,5 mg/ml) aporta un contexto propicio para el
crecimiento e interaccion. La diferencia entre las densidades de las dos matrices utilizadas es la
concentracion final de matriz. El coldgeno es la principal proteina estructural que crea un armazén que
actla como sostén para los tejidos y resiste las fuerzas de tensién mecdnica. Se organiza formando
fibras, principalmente, que son mas elasticas en contraposicion con el entramado cohesionado formado
por la accidn conjunta de la laminina y fibronectina. Es por esta razdon que la linea modelo es capaz de
crecer y desplazarse mas libremente en este caso (46). Hecho que se recalca cuando se disminuye la
densidad de la matriz utilizando un menor porcentaje de la misma en el medio de cultivo. Es mas, esta
matriz proporciona un ambiente mas favorable para la diferenciacién de la linea modelo ya que se
observa que esta es mas significativa en las células cultivadas en 3D en los p-slides de Ibidi que en las
células cultivadas en monocapa lo que respalda la importancia del cultivo en 3D (Fig 13). Esta hipdtesis
se ha observado en los experimentos realizados a lo largo del presente trabajo, a falta de un analisis
exhaustivo que se podria determinar estadisticamente comparando, por ejemplo, el nimero de
protrusiones formadas en células cultivadas en 2D y 3D.

Se han realizado ensayos para determinar el efecto de la adicién de fibras de a-sinucleina sobre la
viabilidad, crecimiento y contactos célula-célula en la linea modelo cultivada en 3D en matriz colageno
mediante p-slides que evidencian la interaccion entre la proteina y las fibras de coldgeno. La a-sinucleina
es una proteina 4cida cargada negativamente ya que tiene un pl=4,67 que interacciona con otras
proteinas a través del dominio C-terminal (47). El coldgeno contiene, mayoritariamente, el aminoacido
no polar glicina (aminoacido polar sin carga), prolina e hidroxiprolina y el aminoacido cargado
positivamente arginina (48). La carga neta, por tanto, de esta molécula es positiva. Las fuerzas
electrostaticas entre cargas de signos opuestos son de atraccion, lo que explica la interaccion que se
observa entre la proteina y el coldgeno (Fig 14, B). El coldgeno, a pesar de tener carga neta positiva, esta

21



formado por varios aminodcidos sin carga; por ello, cabe esperar que ademas de producirse
interacciones electrostaticas entre ambas moléculas pueda haber también interacciones de Van der
Waals.

lgualmente, otros experimentos prueban que el proceso de endocitosis es mucho mas eficaz en el soma
gue en las neuritas. El soma o cuerpo celular estad definido como la parte central y principal de todas las
neuronas, en la cual se encuentra el ndcleo y la mayor parte del citoplasma con sus organulos. Las
neuritas son proyecciones del soma neuronal que se conectan con las de otras neuronas mediante la
sinapsis neuronal con el fin de transmitir sefiales entre neuronas (49). El proceso de endocitosis es un
mecanismo clave por el cual las células introducen distintas moléculas englobandolas en una
invaginacién de la membrana plasmatica, formando una vesicula que termina por desprenderse de la
membrana para incorporarse al citosol (50). Las proteinas de membrana que participan en la endocitosis
se concentran sobre todo en el soma para permitir que las que participan en la transmision del impulso
nervioso se concentren en las neuritas. Por ello, al albergar el soma una mayor cantidad de proteinas
implicadas en la endocitosis, el proceso de endocitosis serd mas eficaz en este compartimento.

La muerte celular de las SH-SY5Y es debida a la fototoxicidad, no a la adicion exdgena de a-sinucleina

|ll

(Fig 15, C). La apoptosis se observa debido al “membrane blebbing” que ocurre en la membrana
plasmatica en donde la célula, tras compactarse el nucleo debido a la condensacién de la cromatina,
comienza a fragmentarse en los llamados cuerpos apoptéticos cada uno con su membrana. En este
caso, la membrana plasmatica mantiene su integridad y permeabilidad, impidiendo la liberacion del
contenido celular, a diferencia de la otra muerte celular que se observa que ocurre al cabo de poco
tiempo, necrosis. En la necrosis se produce la entrada de agua en la célula haciendo que esta se hinche
y se vierta el contenido celular al medio extracelular produciendo inflamacién en el tejido circundante.
Para afirmar esta hipotesis se podrian hacer ensayos adicionales donde se estudia la traslocacién de la
fosfatidilserina de la monocapa interna de la membrana plasmatica a la externa (caracteristica de la
apoptosis) con anexina marcada fluorescentemente combinada con ioduro de propidio que marca
Unicamente las células cuya membrana esta dafiada (caracteristico de la necrosis). Asi mismo, tras la
irradiacion continua con fluorescencia durante 20 min, parece que las fibras de a-sinucleina se terminan
degradando, ya que al observar las células en GFP (Fig 15, C vista en DIC) no se observa ninguna
fluorescencia. Sin embargo, la falta de fluorescencia no deberia ser solamente por la degradacion de la
a-sinucleina, ya que el fluorocromo deberia seguir emitiendo. Por tanto, puede ser debido a la accién
conjunta de la degradacion de la proteina y la difusion del fluorocromo por la pérdida de la integridad
celular haciendo que este salga de la célula y se diluya por el medio.

5. CONCLUSIONES

e El cultivo tridimensional de la linea modelo a partir del cultivo en matriz ECM no aporta las
condiciones de crecimiento y supervivencia necesarias, mientras que el cultivo en 3D de la linea
modelo en uno de los componentes de la matriz ECM, el coldgeno (1,5 mg/ml), es adecuado para
el crecimiento, viabilidad, contactos célula-célula y diferenciacion.

e Los dispositivos que mejor permiten el estudio y caracterizaciéon del comportamiento de la linea
modelo cultivada en 3D son los p-slides de Ibidi. Ademas, propician una buena diferenciacion de la
linea, mejor incluso que cuando lo hacen en monocapa, y permiten la observacién de las células a
alta resolucion con el objetivo de inmersion.
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e Lla a-sinucleina interacciona “posiblemente de forma electrostatica” con las fibras de colageno,
guedandose atrapada en ella y el proceso de endocitosis de la a-sinucleina y, por tanto, la
endocitosis en general es mucho mas eficaz en el soma celular que en las neuritas.

e laretraccién de neuritas y la muerte celular se deben a la fototoxicidad, no a la adicion exdgena
de a-sinucleina. En definitiva, la muerte celular a tiempos cortos (hasta 72 horas tras exposiciones
a fluorescencia continua durante minutos) de la linea modelo se produce por la fototoxicidad, no
por la adicion de a-sinucleina. Esto no descarta, sin embargo, que la a-sinucleina pueda afectar
negativamente sobre la viabilidad de la linea a tiempos mayores.

e The three-dimensional culture of the model line from the culture in the ECM matrix does not
provide the necessary growth and survival conditions, while the 3D culture of the model line in one
of the components of the ECM matrix, collagen (1.5 mg/ml), is suitable for growth, viability, cell-
cell contacts and differentiation.

e The devices that allow the best study and characterization of the behavior of the model line grown
in 3D are the Ibidi u-slides. In addition, they favor a good differentiation of the line, even better
than when using monolayer, and allow the observation of cells at high resolution with the
immersion objective.

e a-synuclein interacts "possibly electrostatically" with collagen fibers, becoming trapped in it and
the process of endocytosis of a-synuclein and, therefore, endocytosis itself is much more efficient
in the cell soma than in the neurites.

e Neurite retraction and cell death are due to phototoxicity, not exogenous addition of a-synuclein.
In short, cell death at short times (up to 72 hours after exposures to continuous fluorescence for
minutes) of the model line is caused by phototoxicity, not by the addition of a-synuclein. This does
not rule out, however, that a-synuclein may negatively affect the viability of the line at longer times.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo 1. Crecimiento y diferenciaciéon de SH-SY5Y mediante cultivo 3D en gota
Calculos, representaciones y esquemas realizados en el experimento

Para el crecimiento y diferenciacion de SH-SY5Y a 100,200,400
y 800 célulasy 25,50 y 100% de matriz ECM, respectivamente, se pretende obtener una concentracion
final de 40.000 células totales. Por ende, se diluyen 64 ul de una suspension de células SH-SY5Y a una
densidad de 1,18-10° células/ml en 936 pl de medio DMEM 10% FBS.

Para obtener 100 células en la gota se sigue el procedimiento explicado a continuacién:

e En este caso, la gota estd formada por 5 pl de matriz ECM y 5 ul de las células. Asi, en cada
gota la concentracion de células a obtener (100 células totales en 5 pl de las células) sera
100 células totales/5 pl= 20 células/pl.

e Cadauno delos tubos con la concentracion determinada a alcanzar (mostrado en materiales
y métodos, tabla 1) se centrifuga y resuspende en 50 pl de DMEM 10% FBS. Asi, las células
totales que habra, una vez resuspendidas, en la gota seran: 20 células/pl - 50 ul = 1.000
células

e Para obtener esta cantidad de células final en la gota se parte del microtubo que contiene
40.000 células/ml. Por ello, siguiendo la relaciéon: ¢, - V; = C, - V, = 40.000 cél/ml-V1=1.000 cél
totales, se toman 25 ul de este microtubo.

Lo mismo para las demas concentraciones de células.

Para el célculo de las distintas concentraciones de matriz se requiere diluirla con DMEM 10% FBS en
funcién del % deseado.

o Para conseguir el 50% ECM se mezcla la misma cantidad de ECM que de DMEM 10% FBS. Como
tenemos 4 tubos (100, 200, 400 y 800 células) a los que se afiadiran 5 ul de matriz al 50% a cada
tubo, se necesita un volumen total de 20 ul+6 pl para compensar error de pipeteo. Asi, se mezclan
13 ul de ECM+13 pl de DMEM 10% FB.

o Paraconseguir 25% ECM, se mezclan 6 pl de ECM+18 ul de DMEM 10% FBS ya que, como tenemos
4 tubos a los que se afiadirdn 5 ul de matriz al 25% a cada tubo, esto hace un total de 20 pl+4 pl
para compensar el error. Asi, se mezclan 6 ul de ECM+18 pl de DMEM 10% FBS.

Para el crecimiento y
diferenciacién de SH-SY5Y a 200,400, 800 y 1.600 células y 80% de matriz ECM, se procura conseguir
una concentracion de 80.000células/ml. Para ello, se diluye la suspension con 1,25-10° células/ml,
mezclando 64 pl de las células con 936 ul de DMEM 10% FBS. En la tabla siguiente se muestran los
volumenes a tomar para alcanzar las distintas cantidades celulares. Los calculos realizados para obtener
los volumenes mencionados se explican en el Anexo 1.1.
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Tabla A1. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
las densidades determinadas cultivadas con 80% ECM. La gota contiene 2ul SH-SY5Y + 8 ul ECM.

Ndmero de células [l de cada gota (2 Células totales  Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000
totales a obtener ul) en cada gota células) para obtener las respectivas células
200 células 100células/ul 5.000 células 75 ul
400 células 200células/ul 10.000 células 125 ul
800 células 400células/pl 20.000 células 250 pl
1.600 células  800células/ul 40.000 células 500 pl

Tabla A2. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
las densidades determinadas cultivadas con 60% ECM. La gota contiene 4ul SH-SY5Y + 8 ul ECM.

NGmero de células [1 de cada gota (4 Células totales  Volumen a tomar {del frasco que contiene 80.000

totales a obtener ul) en cada gota células) para obtener las respectivas células
200 células 50células/pl 2.500 células 32 ul
400 células 100células/pl 5.000 células 62,5 pl
800 células 200células/pl  10.000 células 125 ul
1.600 células 400células/ul  20.000 células 250 ul

La disposicion de las gotas en la placa de 24 pocillos se muestra a continuacion.

sin ATRA con ATRA
A 3 g =
1600 células @ @ 400 células
800 células @ ® 200 células
B -
° |

\ / s
Figura Al. Representacion esquemdtica de los distintos tratamientos realizados en la placa de 24 pocillos. En la parte superior
se indican los pocillos que se han sometido a un proceso de diferenciacion y, por tanto, contienen ATRA, y los que no. Cada punto
hace referencia a la gota (2 gotas por pocillo) donde se indica el nimero de células totales que contiene.

Para determinar la cantidad de células del flask, utilizado en el experimento, a afiadir a los pocillos se
sigue el procedimiento indicado a continuacion.

e Se calculan las células/cm? que contiene el flask:
o Elflask utilizado en el experimento tiene una superficie de 25 cm?
o El microtubo que contiene las células del flask tiene un volumen de 8 ml

3,25 - 105 células/ml - 8ml = 2,6 - 10° células totales en el flask de 25cm?
- 2,6 - 10° células/25cm? = 104.000células /cm?

e Sabiendo que los pocillos de la placa de 24 pocillos tienen una superficie de 2 cm?y un volumen
de 500 pl:
104.000células 2cm?  416.000células
cm? ' 500ul - ml

en cada pocillo

La densidad de las células iniciales es 3,25-10° células/ml. Por lo tanto, al ser menor que la densidad a
alcanzar se toman directamente 500 ul del microtubo que contiene las células del flask ya que no se
conoce con exactitud la confluencia de estas células.
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Ahora, para el crecimiento y
diferenciacién de la linea SH-SY5Y a 400, 800 y 1.600 células y 50% ECM en una placa de 96 pocillos se
diluye la suspension con 8-10° células/ml mezclando 100 pl de las células con 900 pl de DMEM 10% FBS
para obtener una densidad de 80.000 células/ml. En la tabla siguiente se muestran los volimenes a
tomar para alcanzar las distintas densidades celulares. Los cdlculos realizados para obtener los
volumenes mencionados se explican en el Anexo 1.1.

Tabla A3. Resumen del nimero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
las densidades determinadas.

Numero de células []1 de cada gota (8 Células totales  Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000
totales a obtener ul) en cada gota células) para obtener las respectivas células
400 células 50células/ul 2.500 células 31
800 células 100células/pl 5.000 células 63 ul
1.600 células  200células/pl 10.000 células 125 pl

La disposicion de las gotas en la placa de 96 pocillos se muestra a continuacion.

sin ATRA con AT
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Figura A2. Representacion esquemdtica de los distintos tratamientos realizados en la placa de 96 pocillos. La flecha azul a la
izquierda indica la fila en la que se han afiadido las células con los distintos tratamientos. En la parte superior se esquematiza
los pocillos que han sido tratados con ATRA y los que no, y en la parte inferior se muestra el numero de células que contiene
cada pocillo.

Para la elaboracidn de este
experimento se diluye la suspensién de SH-SY5Y, a una densidad de 375.000 células/ml, mezclando 213
ul de células con 787 pl de DMEM 10% FBS obteniendo asi una densidad de 80.000 células/ml. En la
tabla siguiente se muestran los volUmenes a tomar para alcanzar las distintas densidades celulares en
las gotas que contienen matriz ECM. Los calculos realizados para obtener los voliumenes mencionados

se explican en el Anexo 1.1.

Tabla A4. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
las densidades determinadas.

Numero de células [] de cada gota (16 Células totales  Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000

totales a obtener ul) en cadagota  células) para obtener las respectivas células
3.200 células 200células/pl  10.000 células 125 pl
6.400 células 400células/ul  20.000 células 250 pl
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Como se ha mencionado en el apartado 3.3.3 el protocolo en el caso de la matriz de coldgeno es
diferente. Para que el pH de la matriz sea neutro y que esta esté a una densidad de 1,5 mg/ml se afiaden

los componentes mencionados en la tabla siguiente.
Tabla A5. Esquema de los distintos componentes que conforman la matriz de coldgeno y el volumen de los mismos a afiadir
para neutralizar el pH.

Componentes de la matriz ul a afiadir
DPBS 20 pl
NaOH (hidréxido de sodio) * 3ul
Colageno (4.5mg/ml) 69,28 ul
DMEM 10% FBS 107,72 ul

*La razdn por la que se adiciona NaOH para neutralizar el medio es porque el coldgeno viene diluido en
dcido acético.

Para reducir el uso de colageno al maximo se divide la mezcla anterior en 3 submezclas:

1. Mezcla 1: contiene Unicamente DMEM 10% FBS para el recubrimiento de los pocillos
2. Mezcla 2: DMEM 10% FBS y SH-SY5Y a una densidad de 3.200 células
3. Meazcla 3: DMEM 10% FBS y SH-SY5Y a una densidad de 6.400 células

Para asegurar la neutralidad de la matriz se debe mantener los volimenes de los componentes
mencionados en la tabla A5. Por ello, de los 107,72 ul de DMEM 10% FBS se retira una parte (15 ul)
correspondiente a cada submezcla para, tras afiadir los medios de cada mezcla, obtener 3 microtubos
gue contengan la matriz coldgeno sin modificar y la matriz coldgeno con las SH-SY5Y a las dos densidades
mencionadas. Asi, los nuevos volumenes a coger se muestran a continuacion.

e |os volumenes a tomar para la formacidn de gotas cultivadas en matriz ECM son 125 y 250 pl
(tabla A4), respectivamente. Estas gotas estan formadas por 16 pl de SH-SY5Y y 8 ul de matriz
ECM. Es decir, los volumenes corresponden a 24 pl.

e En el caso de la matriz de coldgeno, las células se diluyen en un volumen total de ~ 67 pl
(explicado en la figura siguiente). Es decir, las SH-SY5Y estan diluidas (67:24) ~ 3 veces mas que
en el caso anterior. Por ello, para obtener las mismas densidades en ambos casos (3.200y 6.400
células), basta con tomar 3 veces mas el volumen calculado para obtener estas densidades en
las gotas cubiertas con matriz ECM. Lo que se muestra en la tabla siguiente.

Tabla A6. Tabla resumen de los distintos volumenes a tomar de la suspension celular que contiene 80.000 células/ml para
obtener las respectivas densidades celulares.

Numero de células [] de cada gota (16 Células totales  Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000
totales a obtener pl)* en cada gota células) para obtener las respectivas células
9.600 células 600 células/ul  30.000 células 375 ul
19.200 células 1.200células/ul  60.000 células 750 pl

*Se asume que la diferencia de volumen a tomar de las células para formar las gotas (16 ul con matriz
ECM y 15 ul con matriz coldgeno) es despreciable.
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20 ul DPBS
3 ul NaOH

Mezcla 0 69,28 ul colageno

Matriz colégen%g

107,72-45=62,72 pul de DMEM 10% FBS
7
o)
et

; < .
_ Mezcla1l _\~ Mezcla 2 Mezcla 3
+15  ul  de +15 pl de SH- \ +15 pl de SH-SY5Y
\ DMEM  10% \ SY5Y a p=3.200 o a p=6.400 células
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Figura A3. llustracion esquemadtica del protocolo de formacion de las gotas con matriz coldgeno. La mezcla O contiene los
componentes necesarios para neutralizar el pH y el volumen de DMEM 10% FBS menos la diferencia utilizada para las 3 mezclas
consecuentes. Esta mezcla se reparte en 3 microtubos que afiadirdn, en cada caso, 15 ul de DMEM 10% FBS solo o con células
segun interese. Se asume que el pH sigue siendo neutro ya que el medio DMEM tiene pH cercano al neutro y las células, aunque
se desconozca su pH, estan muy diluidas, haciendo su contribucion a la variacion de pH minima.

La disposicion de las gotas en la placa de 96 pocillos se muestra a continuacion.
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Figura A4. Representacion esquemdtica de los distintos tratamientos realizados en la placa de 96 pocillos. La flecha azul a la
izquierda indica la fila en la que se han afiadido las células con los distintos tratamientos. En la parte superior se esquematizan
los pocillos que han sido cultivados con matriz ECM y con matriz coldgeno, y en la parte inferior se muestra el numero de células
que contiene cada pocillo. Los dos ultimos pocillos marcados contienen unicamente la gota dispuesta sobre el pocillo, sin una
capa de matriz de coldgeno, y recubiertas con medio DMEM 10% FBS. Se colocan los pocillos en el centro de la placa y se afiade
DPBS alrededor de los pocillos tratados para minimizar la evaporacion.

Se requiere alcanzar
una densidad 80.000 células/ml para, tras centrifugar y resuspender los nuevos volumenes, alcanzar la

poblacion celular de interés (6.400 células) en las gotas. Para ello, se diluye la suspensién de SH-SY5Y, a
una densidad 225.000 células/ml, mezclando 356 pl de las células con 644 pl de DMEM 10% FBS.

Es necesario ajustar el pH de la matriz coldgeno y que esté a una densidad de 1,5 mg/ml. A tal efecto,
se afiaden los componentes mencionados en la Tabla A5, Anexo 1.4, con los ajustes explicados para
reducir al maximo el gasto de matriz, pero teniendo en cuenta que, en este caso, Unicamente es
necesario preparar 2 mezclas (una mezcla que contiene 15 pl de DMEM 10% FBS y otra mezcla que
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contiene 15 ul de SH-SY5Y a 6.400 células totales). Asi, se reducira el contenido de medio DMEM 10%
FBS a afadir para formar la matriz en 107,72-30=77,72 ul. Esta mezcla se divide en 2 para realizar las 2
submezclas explicadas anteriormente.

Ahora, las células SH-SY5Y se diluyen en un volumen total de 100 pl (explicado en la figura siguiente). Es
decir, las SH-SY5Y se diluyen en 24 ul, para la formacion de las gotas, y estas se diluyen, previamente,
en los 100 pl de cada submezcla. Por lo tanto, las SH-SY5Y estan diluidas (100:25) 4 veces mas. Por ello,
para obtener la cantidad final de 6.400 células, se toman 4 veces mas, respectivamente, el volumen
calculado para obtener esta cantidad de células en la gota; lo que se muestra en la tabla siguiente.

Tabla A7. Tabla resumen de los distintos voliumenes a tomar del microtubo que contiene 80.000 células/ml para obtener 6.400
células totales en la gota.

Linea Ndmero de células  [] de cada gota Células totales Volumen a tomar (del frasco que contiene
celular totales a obtener (16 pl) * encadagota  80.000 células) para obtener las respectivas
células
SH-SY5Y 25600 células 1.600 80000 1000 pl
células/pl células
20 ul DPBS
\
Mezcla 0 3 pl NaOH
Matriz coldgeno 69,28 l colageno
\ 107,72-30=77,72 ul de DMEM 10% FBS
" 85
MO’e/a
n?@gc/eo
[ {
" Mezclal — Mezcla 2
+15 pl de DMEM +15 pl de SH-SY5Y
\ 10% FBS \ a p=6.400 células

Figura A5. llustracion esquemadtica del protocolo de formacion de las gotas con matriz coldageno.

En paralelo, se realiza el experimento en el cual se diluye 1/10 y 1/20 la matriz ECM. Como se quieren
obtener 6.400 células totales en la gota se realizan los célculos y diluciones necesarias, mencionadas en
el Anexo 1.1. Se diluye la suspension de SH-SYSY, a una densidad de 1,9-10° células/ml, para obtener
80.000 células/ml. En este caso la variable no es el nimero de células en cada gota, sino el % de matriz
ECM utilizada. La conformaciéon de cada gota para alcanzar las 2 concentraciones de matriz ECM
requeridas se muestra seguidamente. Ademas, en la tabla A9, se menciona el volumen necesario a
tomar, para obtener 6.400 células totales en la gota.

Tabla A8. Resumen de la relacion de volumenes a tomar de células SH-SY5Y y matriz ECM, para alcanzar las distintas
concentraciones de matriz.

Volumen final de Dilucién de la Volumen de SH-SY5Y (a una densidad de 6.400  Volumen de matriz
la gota matriz ECM células totales) a tomar ECM
1/10 18 pl 2 ul
20 4l / M it
1/20 19 ul 1wl
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Tabla A9. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar

6.400 células totales.

Dilucién de Volumen SH-
la matriz SY5Y-SNCA en
ECM cada gota
1/10 18 pl
1/20 19 ul

[1 de cada gota si se
quiere obtener 6.400
células totales

356 células/pl 17800
células
337 células/pul 16800
células

Células totales Volumen a tomar (del frasco que
en cada gota contiene 80.000 células)
obtener las respectivas células

para

222,5 l

210

La disposicién de las gotas de los dos experimentos en la placa de 96 pocillos se muestra a continuacion.
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Figura A6. Representacion esquemdtica de los distintos tratamientos realizados en la placa de 96 pocillos. La flecha azul a la
izquierda indica la fila en la que se han afiadido las células. En la parte inferior se indican los pocillos que se han usado con
medio de diferenciacidn y sin medio para diferenciar las células.
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Figura A7. Representacion esquemdtica de los distintos tratamientos realizados en la placa de 96 poct//os‘ La flecha azul a la
izquierda indica la matriz utilizada en cada caso. En la parte inferior se esquematizan los pocillos que han sido cultivados con
medio de diferenciacidn y sin medio para diferenciar las células. En la parte superior se muestra la dilucién de la matriz ECM.
Los dos ultimos pocillos, 9y 10, de la fila D, corresponden a las células SH-SY5Y crecidas en monocapa. Los datos indicados en
los pocillos inferiores se refieren a los pocillos encuadrados dentro de su misma columna.

7.2

Anexo 2. Chips de microfluidica

Figura A8. Izda. Imagen real del chip de microfluidica. Dcha.

microfluidica. Overview -

uFluidix [Internet]. [cited 2021

Esquema de un chip de microfluidica. Los puntos negros hacen
referencia a los pocillos donde se cargan las muestras. Las lineas
son los canales que convergen en la parte central implicada en
la transferencia de nutrientes y gases disueltos.

Chips de

What is microfluidics? What is microfluidic chip? |
Mar
https.//www.ufluidix.com/resources/definitions/

22]. Available from:
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Es
necesario que la concentracion final celular en los chips sea 1:10° células/ml. Asi, para alcanzar esta
densidad se siguen los pasos mencionados a continuacion:

Se determina el niumero de células iniciales que hay en cada uno de los flask a usar para calcular el
volumen de cada uno a tomar para alcanzar la concentracion final requerida.

Cl‘V1=C2'V2

e Paralas células Hela:

células (168 -10*-20)

= . 6cé
i 7 8,4 - 10°células/ml

1-10%células Il = 8,4 - 10%células

- m - V==V, =119 ul

e Paralas células SH-SY5Y:

células (105 -10* - 20)
ml 4

= 5,25 10°células/ml

106células

-1ml = 5,25 - 10%células/ml - V,
ml

V, = 190 ul

o Para el contaje de ambos tipos celulares se ha realizado una dilucién 1:20
o Se han contado los 4 cuadrantes en una cdmara de Neubauer

La concentracion maxima que se puede alcanzar
de este reactivo en los microchips es 40 mg/ml. Si la cantidad de ATRA disponible son 50 mg (PM=300,44
g/mol) a una concentracién 30 uM:

9,01m 1073
9_901.— 9
l ml

30 uM = 30- 10_6mOleS/l . 300’44g/m0l —

Cl'm1=C2'm2

40m 1073m
g-SOmg=9,01- g.
ml ml

m,—— m, = 221,98 g de ATRA

7.3. Anexo 3. p-slides

Los canales de estos dispositivos son muy Utiles para el estudio del comportamiento de la linea celular
SH-SY5Y en experimentos de flujo: utilizan volimenes pequefios y son compatibles con el uso del
objetivo de inmersién. Se cultivan las SH-SY5Y con 6 tratamientos distintos.

e Los canales 1 y 2 contienen las SH-SY5Y cultivadas con matriz ECM diluida 1/10 y 1/20,
respectivamente, a una cantidad celular de 12.800 células totales.

e |oscanales 3y 4, corresponden a las células SH-SY5Y con coldgeno a cantidades de 6.400 y
12.800 células totales.

e |oscanales5y6abarcan las SH-SY5Y cultivadas en monocapa a cantidades de 6.400y 12.800
células totales.
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Figura A9. Izda. Configuracion de los 6 tratamientos realizados en el u-slide. A. SH-SY5Y a 12.800 células totales cultivadas con
ECM 1/10. B. SH-SY5Y a 12.800 células totales cultivadas con ECM 1/20. C. SH-SY5Y a 6.400 células totales cultivadas con
coldgeno 1,5 mg/ml. D. SH-SY5Y a 12.800 células totales cultivadas con coldgeno 1,5 mg/ml. E. SH-SY5Y a 6.400 células totales

cultivadas en monocapa. F. SH-SY5Y a 12.800 células totales cultivadas en monocapa. Dcha. Imagen real del dispositivo u-slide.
Kim SB. Fabrication of bioluminescent capsules and live-cell imaging. Methods Mol Biol. 2014,1098:117-25.

Los canales tienen un volumen de 30 pl. Por lo tanto, si se requiere alcanzar una densidad de 80.000
células/ml para, tras centrifugar y resuspender los nuevos volimenes, alcanzar la poblacion celular de
interés en estos canales, se diluye, primero, la suspensién de SH-SY5Y, a una densidad de 312.500
células/ml, mezclando 260 pl de las células con 740 ul de DMEM 10% FBS.

Ahora, basta con tomar los volimenes adecuados para alcanzar las densidades de interés segun el
tratamiento que se lleve a cabo.

e SH-SY5Y con ECM diluida 1/10 y 1/20. Como se ha mencionado, los canales tienen un volumen
de 30 pl. Por tanto, el volumen final de la mezcla serd 30 pl. Asi, para obtener una matriz ECM
diluida 1/10, se mezclan 3 pl de ECM junto con 27 ul del microtubo que contiene las SH-SY5Y a
80.000 células/ml, y para obtener la ECM diluida 1/20, se mezclan 1,5 pl de ECM junto con 28,5
ul del microtubo con las SH-SY5Y. Los voliumenes a tomar para conseguir 12.800 células totales
en ambos casos se muestran a continuacion.

Tabla A10. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para
alcanzar 12.800 células totales en las células SH-SY5Y cultivadas con ECM.

Dilucién de Volumen SH- [1 de cada gota si se Células totales Volumen a tomar (del frasco que
la matriz SYS5Y-SNCA en quiere obtener 12800 en cada gota contiene 80.000 células) para
ECM cada gota células totales obtener las respectivas células
1/10 27 ul 475 células/ul 23750 300 pl
células
1/20 28,5 ul 450 células/ul 22500 281 ul
células

e SH-SY5Y con colageno 1,5 mg/ml. Se afiaden los componentes mencionados en la Tabla A5
Anexo 1.4, con los ajustes explicados para reducir al maximo el gasto de matriz. En este caso,
se preparan dos mezclas, una mezcla que contiene 15 pl de SH-SY5Y a 6.400 células totales y
otra mezcla que contiene 15 pl de SH-SY5Y a 12.800 células totales. Asi, se reducird el contenido
de medio DMEM 10% FBS a afiadir para formar la matriz en 107,72-30=77,72 ul. Esta mezcla se
divide en 2 para realizar las 2 submezclas explicadas anteriormente. Por lo tanto, las células se
dividen en un volumen total de 100 pl. De estos 100 ul se toman 30 pl para rellenar los canales.
Es decir, las SH-SY5Y se diluyen (100:30) aproximadamente 3 veces mas. Por ello, para obtener
las densidades finales de interés, se toma 3 veces mas el volumen calculado; lo que se muestra
en la tabla siguiente.
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Tabla A11. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para
alcanzar 6.400 y 12.800 células totales en las células SH-SY5Y cultivadas con colageno.

Ndmero totales de células [] de cada gota Células totales Volumen a tomar (del frasco que contiene
a obtener (15 pl) en cadagota 80.000 células) para obtener las respectivas
células
6.400-3=19.200 células 426 21.300 células 798 ul
células/ul
12.800-3=38.400 853 42.667 células 1.600 ul
células células/ul

e SH-SYSY cultivadas en monocapa. En este caso, las células irdn directamente en los canales sin
necesidad de ningun tratamiento previo. Los volumenes a tomar para conseguir las densidades
de interés se muestran en la tabla A12.

Tabla A12. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para
alcanzar 6.400 y 12.800 células totales en las células SH-SY5Y cultivadas en monocapa.

NUmero totales de [Ide cadagota  Células totales en Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000
células a obtener (30 pl) cada gota células) para obtener las respectivas células
6.400 células 213 10.650 células 133 ul
células/ul
12.800 células 426 21.300 células 266 ul
células/ul

Una vez se han rellenado los canales, se voltea el u-slide cada 2-3 min durante 15 min para que
polimericen las matrices. Las células que estdn cultivadas en monocapa se afiaden tras terminar este
proceso ya que no contienen matriz. Terminado este tiempo se afiade, a los 12 reservorios, DMEM
10% FBS junto con células SH-SY5Y a las densidades correspondientes: en el caso de las SH-SY5Y que
contienen ECM se afiade a los pocillos DMEM 10% FBS con SH-SY5Y a una densidad de 12.800 células
totales; mientras que las SH-SY5Y cultivadas en monocapa y con coldgeno contienen en los
reservorios, DMEM 10% FBS y SH-SY5Y a densidades de 6.400 y 12.800 células segun convenga. Para
obtener estas soluciones basta con tomar 80y 160 ul de los microtubos que contengan las SH-SY5Y
a densidades 80.000 y 160.000 células totales, respectivamente.

Paralelamente se realiza otro experimento en otra placa ibidi, pero tratada, en este caso, con medio de
diferenciacién. El procedimiento llevado a cabo es el mismo que se ha mencionado anteriormente, pero
con una serie de modificaciones:

e No se cultivan las SH-SY5Y en matriz ECM ya que esta linea celular no es capaz de crecer
adecuadamente en esta matriz

e Por el contrario, se cultivan en matriz coldgeno y en monocapa con medio completo y medio
gue induce su diferenciacidn para determinary estudiar el mecanismo de diferenciacion de esta
linea celular

e El nimero de células totales a obtener son 3.200 y 6.400 células en los canales, ya que la
densidad celular de 12.800 células parece ser demasiado elevada por lo que, si se induce a las
células a diferenciar, podria dar problemas. Las células cultivadas en monocapa contienen
unicamente 3.200 células en los canales.

Los volumenes a tomar para alcanzar las densidades de interés en funcidn del tratamiento a aplicar se
explican a continuacién.
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Tabla A13. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
3.200y 6.400 células totales en las células SH-SY5Y cultivadas con coldgeno.

Ndmero total de células [] de cada gota Células totales Volumen a tomar (del frasco que contiene

a obtener (15 pl) en cada gota 80.000 células) para obtener las respectivas
células
3.200-3=9.600 213 10.650 400 pl
células células/ul células
6.400-3=19.200 426 21.300 800 ul
células células/ul células

Tabla A14. Resumen del niumero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para
alcanzar 3.200 células totales cultivadas en monocapa.

NUmero totales de [1 de cada gota Células totales Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000
células a obtener (30 i) encadagota  células) para obtener las respectivas células
3.200 células 106,7 5.333 células 67 ul
células/ul

Una vez se han rellenado los canales, se voltea el u-slide cada 2-3 min durante 15 min mientras
polimerizan las matrices. Terminado este tiempo se afiade, a los 12 reservorios, DMEM 10% FBS o
DMEM 5% FBS + 30 uM ATRA junto con células SH-SY5Y a las densidades correspondientes segun se
quiera inducir o no la diferenciacion. Para obtener las soluciones que contienen 3.200 y 6.400 células
basta con tomar 80 pl de los microtubos que contengan las SH-SY5Y a 40.000 y 80.000 células totales,
respectivamente.

Asi, la configuracién del p-slide es la siguiente:
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Figura A10. Configuracion de los 6 tratamientos realizados en el u-slide. A. SH-SY5Y a 3.200 células totales cultivadas con
coldgeno 1,5 mg/ml en medio completo. B. SH-SY5Y a 3.200 células totales cultivadas con coldgeno 1,5 mg/ml con medio de
diferenciacion. C. SH-SY5Y a 6.400 células totales cultivadas con coldgeno 1,5 mg/ml en medio completo. D. SH-SY5Y a 6.400
células totales cultivadas con coldgeno 1,5 mg/ml con medio de diferenciacion. E. SH-SY5Y a 3.200 células totales cultivadas en
monocapa en medio completo. F. SH-SY5Y a 3.200 células totales cultivadas en monocapa en medio de diferenciacion. kim s8.

Fabrication of bioluminescent capsules and live-cell imaging. Methods Mol Biol. 2014;1098:117-25.

Tras el andlisis de los resultados obtenidos a partir de los experimentos previos, se confirma que este
dispositivo, junto con la matriz coldgeno, permite el crecimiento, diferenciacion e interacciones
adecuadas entre las SH-SY5Y. Por ello, se adicionan fibras de a- sinucleina exégena marcada con Alexa
Fluor™ 488 a las células SH-SY5Y cultivadas en placa de Ibidi, para determinar el efecto en la viabilidad,
crecimiento y diferenciacién. La disposicion del p-slide sobre el que se realiza este experimento se
muestra a continuacion:
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Figura A11. Configuracion de los tratamientos realizados en el u-slide. A-C. SH-SY5Y a 6.400 células totales cultivadas con
coldgeno 1,5 mg/ml en medio completo por triplicado. D-F. SH-SY5Y a 6.400 células totales cultivadas en monocapa en medio

completo por triplicado. Se realizan estos ensayos por triplicado para minimizar los errores cometidos durante el experimento.
Kim SB. Fabrication of bioluminescent capsules and live-cell imaging. Methods Mol Biol. 2014;1098:117-25.

Los volUmenes a tomar para alcanzar las densidades de interés en funcién del tratamiento a aplicar se

explican a continuacién.

Tabla A15. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
3.200y 6.400 células totales en las células SH-SY5Y cultivadas con coldgeno.

NuUmero total de célulasa  [] de cadagota  Células totales en Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000
obtener (15 pl) cada gota células) para obtener las respectivas células
6.400:6=38.400 2.560 128.000 células 1.600 pl
células células/ul

Tabla A16. Resumen del numero de células finales, concentracion y células totales en cada gota y volumen a tomar para alcanzar
3.200 células totales en las células SH-SY5Y cultivadas en monocapa.

NUmero total de [ de cadagota  Células totales en Volumen a tomar (del frasco que contiene 80.000
células a obtener (30 pl) cada gota células) para obtener las respectivas células
6.400 células 213 10.667 células 133 pl
células/ul

Una vez preparado el experimento, se adiciona 1 pl de las fibras de a-sinucleina exégena (25uM) en las
células cultivadas en 3D con matriz coldgeno. Para mejorar la resolucion y contraste de las fibras en las
células, una vez han sido endocitadas, se lavan los pocillos con medio completo DMEM FBS 10%.

Se observa que, entre otros resultados, la linea modelo sufre procesos de muerte celular y retraccién de
neuritas, indicativo de muerte celular. Para determinar la causa de esta muerte, se realiza un ensayo
control con células cultivadas en monocapa.
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Figura A12. Configuracion del experimento control en el u-slide. A. SH-SY5Y a 30.000 células totales cultivadas en monocapa en
medio completo a las que se les ha adicionado a- sinucleina marcada. B. SH-SY5Y a 30.000 células totales cultivadas en monocapa
en medio completo tratadas con a- sinucleina y fluorescencia durante 20 min. C. SH-SY5Y a 30.000 células totales cultivadas en
monocapa en medio completo vistas a campo claro. D. SH-SY5Y a 30.000 células totales cultivadas en monocapa en medio

completo irradiadas con fluorescencia durante 20 min. kim SB. Fabrication of bioluminescent capsules and live-cell imaging. Methods Mol Biol.
2014,1098:117-25.
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Para realizar el ensayo control donde se determina si la causa de muerte celular es producida por la
adicién de fibras de a-sinucleina o por la fototoxicidad se utilizan 1-10° células/pocillo para que la
confluencia sea la suficiente para poder ver este fendmeno. Estos pocillos hacen referencia a los pocillos
de la placa de 24, por lo tanto, tienen una superficie de 2cm?. El canal de la placa de Ibidi tiene una
superficie de 0,6 cm?.

5 células 4 Células 5 .
—F——=5-10 - 0,6 cm* = 3 - 10*células/canal
pocillo cm

2

Asi, para alcanzar esta densidad, partiendo de un microtubo que contiene 3,125-10° células/ml en 4 ml,
y centrifugando y resuspendiendo en 1 ml para cuatriplicar su concentracion, se toman:

cél
4.3,125- 105% -V (ml) = 3-10%*cél—— V = 238 ul

Se ha cuatriplicado la concentracion celular para ajustar las cuentas y obtener un volumen final cercano
a 300 ul (cada canal alberga 30 ul'y se prepara suficiente volumen para rellenar 10 canales, aunque solo
se usen 6).

7.4. Anexo 4. Crecimiento y diferenciacion de la linea celular SH-SYSY en 2D vs 3D

Anexo 4.1. (anélisis del crecimiento y diferenciacion de la linea SH-SY5Y con 100, 200, 400 y 800 células
totales y 25, 50 v 100% ECM). Las figuras a continuacion muestran el comportamiento, crecimiento y
diferenciacién de las células SH-SY5Y cultivadas en monocapa y en 3D mediante gota.

e
200 um 200 um

[R—— [—
200um PR . 200 um

E—
200 um

200um * 200 um 200 um
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Figura A13. Células SH-SY5Y crecidas y diferenciadas mediante cultivo 3D en gota vistas en campo claro a 100 aumentos. A.
Gota que contiene 200 células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas en medio de diferenciacion. B. Gota que contiene 200
células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacion. C. Gota que contiene 200 células SH-SY5Y al 25%
de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacion. D. Gota que contiene 400 células SH-SY5Y al 50% de matriz ECM cultivadas
en medio de diferenciacion. E. Gota que contiene 400 células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas en medio de
diferenciacion. F. Gota que contiene 400 células SH-SY5Y al 50% de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacion. G. Gota
que contiene 400 células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacion. H. Gota que contiene 800
células SH-SY5Y al 10% de matriz ECM cultivadas en medio de diferenciacion. |. Gota que contiene 800 células SH-SY5Y al 25%
de matriz ECM cultivadas en medio de diferenciacion. J. Gota que contiene 800 células SH-SY5Y al 50% de matriz ECM cultivadas
sin medio de diferenciacion. K. Gota que contiene 800 células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas sin medio de
diferenciacion. L. Gota que contiene 1.600 células SH-SY5Y al 25% de matriz ECM cultivadas en medio de diferenciacion. M.
Gota que contiene 1.600 células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas en medio de diferenciacion. N. Gota que contiene
1.600 células SH-SY5Y al 100% de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacion. N. Gota que contiene 1.600 células SH-
SY5Y al 25% de matriz ECM cultivadas sin medio de diferenciacidn. En todos los casos se observa que la morfologia adquirida
por las células es muy diferente a la que alcanzan cuando crecen en monocapa lo que recalca que, en todos los casos, la matriz
utilizada es demasiado densa. No se distingue una gran diferencia entre el fenotipo adquirido cuando se cultivan a distintos %
de matriz ECM, es decir, parece que las células no responden a esta matriz. En todos los casos las células tienden a formar
grumos. Barra escalado: 200 um.

Anexo 4.2. (estudio del comportamiento de la linea SH-SY5Y con 200, 400, 800 y 1.600 células totales y
60, 80% ECM). Las figuras a continuacion muestran el comportamiento, crecimiento y diferenciacion de
las células SH-SY5Y cultivadas en monocapa y en 3D mediante gota.
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Figura A14. Células SH-SY5Y crecidas en monocapa y mediante cultivo 3D en gota vistas a 100 aumentos en campo claro. Todas
las imdgenes estdn cultivadas en matriz al 80%. Ay B. Gota que contiene 200 células cultivadas con medio de diferenciacion. C,
Dy E. Gota que contiene 800 células cultivadas en medio DMEM 10% FBS. F, G y H. Gota que contiene 1.600 células cultivadas
en medio de diferenciacion. |y J. Gota que contiene 200 células cultivadas con medio de diferenciacion.

Las imdgenes Ay B, y Cy D, corresponden a la misma zona, respectivamente, pero con dos enfoques distintos en funcion de si
se estudia el interior de la gota (imdgenes By D) o el exterior de la gota (imdgenes Ay C). Se puede apreciar muy bien el borde
de la gota ya que cambia la morfologia y el enfoque de las células. En algunos casos, imdgenes E y F, sobre todo, se distinguen
células que crecen en monocapa en planos Z superiores a las células que crecen en el interior de la gota. Esto puede ser indicativo
de células que hayan quedado dispuestas sobre la gota, pero que crecen fuera de esta. A veces la gota no tiene forma simétrica
y forma vellosidades, por ello, se encuentran células que crecen en monocapa rodeadas por células que crecen en 3D (imdgenes
Ay B). Barra escalado: 200 um.
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Figura A15. Células SH-SY5Y crecidas mediante cultivo 3D en gota vistas a 100 aumentos en campo claro a dos enfoques
distintos. Estas imdgenes estdn cultivadas en matriz al 60% y contienen 1.600 células cultivadas en medio de diferenciacion.
Barra escalado: 200 um.

Anexo 4.3. (estudio de la viabilidad y comportamiento de la

con fluorescencia). Las imagenes a continuacién exponen la viabilidad de las células que han sido

inea celular SH-SY5Y tras la irradiacién o no

irradiadas y no, con fluorescencia. Se observa fototoxicidad.

zona con
fluorescencia

zona sin
fluorescencia
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Figura A16. Imagen A. Gota que contiene 200 células al 60% de matriz ECM cultivadas con DMEM 10 % FBS crecidas en
monocapa (2D) y mediante cultivo 3D en gota vistas a 100 aumentos en campo claro. Se distingue (marcado con una linea
negra) el limite de la fluorescencia ya que, a partir de este limite, las células son viables, con la morfologia caracteristica de las
SH-SY5Y. La zona irradiada por fluorescencia provoca la muerte celular como, se puede apreciar por la morfologia circular de las
células. Imdgenes By C. Superposicion de la sucesion de fotos del timelapse de la gota que contiene 200 células al 60% ECM
cultivadas con medio de diferenciacion irradiadas con fluorescencia. En la imagen B, se distinguen pequefias ramificaciones
(flechas) de las células con las que intentan formar conexiones entre la célula cultivada en 3D (izquierda) y las células cultivadas
en 2D (derecha). Tras varias horas de fluorescencia con exposicion intermitente a la fluorescencia cada 10 minutos se observa,
en la imagen C, la muerte de prdcticamente todas las células. Las células mueren a los pocos minutos de exposicion continua a
la fluorescencia. Barra escalado: 200 um.

Anexo 4.4. (andlisis y comparacién del comportamiento de la linea celular cultivada en matriz ECM 30%
y matriz colageno). Las imagenes siguientes muestran las diferencias obtenidas en funcién del cultivo
de SH-SY5Y en matriz ECM o en matriz colageno.
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Figura A17. Células SH-SY5Y crecidas mediante cultivo 3D en gota vistas a 200 aumentos en campo claro. Imagen A y B. Células
cultivadas con matriz ECM al 30% y 3.200 células. Sucesion de fotos del timelapse de 24 h. La densidad de la matriz es demasiado
elevada e impide el desplazamiento de las células. Se observa una aparente muerte celular ya que la morfologia es circular y las
células no se mueven o dejan de hacerlo durante el timelapse. Las que estdn en agregados siguen vivas (se observa movimiento
durante el timelapse). Imdgenes C-J. Células cultivadas con matriz coldgeno 1,5 mg/ml. Sucesidn de fotos del timelapse de 24h.
Esta matriz aporta las condiciones adecuadas de crecimiento de la linea celular. Se observa un claro desplazamiento de las células
tanto longitudinalmente, como transversalmente (sobre los distintos planos Z, ya que, pasado un tiempo, las células se
desenfocan). Igualmente se forman interacciones entre células. Imdgenes Cy Dy E 'y F. Sucesidn de fotos del timelapse de SH-SY5Y
cultivadas en coldgeno 1,5 mg/ml y a una cantidad de 3.200 células. Las imdgenes G-J hacen referencia a los pocillos que
unicamente contienen la gota con 3.200 y 6.400 células y matriz coldgeno, respectivamente, recubiertos con DMEM 10% FBS;
pero sin una base inicial de colageno. No se observan grandes diferencias entre los pocillos tratados con un fondo de matriz que
sin fondo. Sin embargo, las células parecen distribuirse mejor, en diferentes planos, cuando se afiade una base de matriz. En estas
ultimas 4 fotos, las SH-SY5Y se reparten en el mismo plano, no crecen tan en 3D como lo hacen cuando se afiade la base de matriz
inicial. Las flechas resaltan las células SH-SY5Y que crecen en 3D. Barra escalado: 100 um.

Las imagenes siguientes muestran las diferencias obtenidas entre las
SH-SY5Y cultivadas en matriz colageno.

200 um 200 um 200 um

Figura A18. Estudio del comportamiento, crecimiento, viabilidad, diferenciacion y contactos célula-célula de las células SH-SY5Y
con 6.400 células totales cultivadas en 3D en matriz de coldgeno. A y B. Timelapse de 24h, enfocado a 20 y 40 micras,
respectivamente, con respecto a la base del pocillo, de SH-SY5Y sin ATRA vistas a 100 aumentos. Estudio a las 24h. Cy D. Timelapse
de 24h, enfocado en el limite inferior y 20 micras, respectivamente, con respecto a la base del pocillo, de SH-SY5Y con ATRA vistas
a 100 aumentos. Estudio a las 24. Las flechas resaltan las células cultivadas en matriz coldgeno y las interacciones que se forman

entre ellas. Barra escalado: 200 um.

La tabla presenta un resumen de los experimentos realizados
para determinar las condiciones dptimas de crecimiento de la linea celular SH-SY5Y en cultivo 3D previo
al cultivo en chip y p-slides. Asi como, los distintos resultados obtenidos en cada ensayo.

Tabla A17. Resumen de las distintas condiciones empleadas en cada experimento de la gota colgante para determinar las
condiciones optimas de crecimiento de la linea celular SH-SY5Y.

Condiciones empleadas Resultado
Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 100, 200, 400 y 800 o Densidad ECM 100% demasiado
células y 25, 50 y 100% ECM recubiertas con elevada, 50% y 25% no muestran
medio completo DMEM 10% FBS diferencias muy sobresalientes

o Numero de células éptimo: indefinido
Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 200, 400, 800 y o Células en 2D: morfologia normal
1.600 células y 80% ECM recubiertas con medio o Células 3D: morfologia circular, no
completo DMEM 10% FBS+SH-SY5Y responden al tratamiento con ATRA

o ¢Falta de factores de crecimiento y

nutrientes en la matriz ECM?

Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 200, 400, 800 y o Densidad de matriz demasiado
1.600 célulasy 60% ECM recubiertas con medio elevada lo que impide Ia
completo DMEM 10% FBS+SH-SY5Y supervivencia celular
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7.5.

Las imagenes vistas a continuacion con el microscopio Leica muestran el comportamiento y crecimiento

Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 400, 800 y 1.600
células y 50% ECM recubiertas con medio
completo DMEM 10% FBS

Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 3.200 y 6.400
células y 30% ECM recubiertas con medio
completo DMEM 10% FBS

Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 3.200 y 6.400
células y 10% ECM recubiertas con medio
completo DMEM 10% FBS

Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 3.200 y 6.400
células y 5% ECM recubiertas con medio
completo DMEM 10% FBS

Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 3.200 y 6.400
célulasy matriz coldgeno 1,5 mg/ml recubiertas
con medio completo DMEM 10% FBS

Cultivo de SH-SY5Y en 3D a 6.400 células vy
matriz colageno 1,5 mg/ml recubiertas con
medio completo DMEM 10% FBS y medio
DMEM 5% FBS+30uM ATRA

Anexo 5. Estudio del comportamiento de la linea celular SH-SY5Y en chips de

microfluidica

de la linea celular Hela en un intervalo de 24 horas.

.

t=12h

Densidad de matriz sigue siendo
demasiado elevada

Densidad de matriz demasiado
elevada, aparente muerte celular

Densidad demasiado elevada, las
células parecen no crecer
adecuadamente en la matriz
Densidad demasiado elevada o
presenta algln problema adicional.
Descarte de la matriz.

Cantidad de células éptima: 6.400
células totales

Densidad y matriz adecuada: matriz
coldgeno 1,5 mg/ml

CONDICIONES ADECUADAS PARA EL
CRECIMIENTO DE LA LINEA CELULAR
Condiciones adecuadas para el
crecimiento, diferenciacion y
contactos célula-célula.

200 um
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Figura A18. Sucesion de fotos del zoom de una zona representativa (recuadro marcado en la imagen A) del timelapse de 24h,
enfocado a 80 micras respecto al plano inferior del chip, de las células Hela vistas en campo claro a 100 aumentos. Se observa
que esta linea celular tiende a crecer en grupos de 5-6 células y formar protrusiones. Estas se van retrayendo y estableciendo
cada cierto tiempo hasta que las células terminan muriendo por falta de nutrientes o densidad de la matriz. La formacion de
estas protrusiones puede ser producto del intento de desplazamiento o adquisicion de factores de crecimiento de las células.
Barra escalado: 200 um.

La siguiente figura incluye la sucesion de fotos del timelapse realizado mediante el microscopio Leica
donde se observa el crecimiento y morfologia que adquieren las células SH-SY5Y en los chips de
microfluidica.
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Figura A19. Imdgenes superiores, sucesion de fotos representativas del timelapse de 24h, enfocado a 60 micras, de la linea SH-
SY5Y vistas en campo claro a 100 aumentos sin medio de diferenciacion. Imdgenes inferiores (A y B), fotos representativas del
timelapse de 24h, enfocadas a 80 micras, de las células SH-SY5Y vistas en campo claro a 100 aumentos tratadas con ATRA junto
con zoom de zonas representativas de las zonas marcadas con circulos negros. Las distintas imdgenes corresponden a distintos
planos Z (stack de planos) donde se encuentran cada una de las células. En las imdgenes A y B se distinguen pequefias
ramificaciones caracteristicas de las células diferenciadas. Sin embargo, siguen sin ser capaces de desplazarse ni establecer
conexiones entre ellas. Prdcticamente la totalidad de las células crecen formando agregados. En algunos casos se forman

protrusiones lo que puede ser indicativo de que intentan desplazarse por la matriz, aun asi, se siguen manteniendo estdticas.
Barra escalado: 200 um.

7.6. Anexo 6. Estudio del comportamiento de la linea celular SH-SY5Y en p-slides (1bidi)

Las siguientes figuras muestran el comportamiento, crecimiento y diferenciacion
de las células SH-SY5Y cultivadas en 3D en matrices ECM y colageno.
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Figura A20. Andlisis del comportamiento y crecimiento de la linea SH-SY5Y en matriz coldgeno. El estudio se realiza a partir de
stacks de planos Z (1 micra/ plano Z). A. Stack planos Z (1 micra/plano Z) del canal 3 (6.400 SH-SY5Y con matriz coldgeno) vistas
a 400 aumentos en DIC. By C. Stacks planos Z de regiones representativas del canal 3 vistas a 200 aumentos con el fluorocromo
calceina. D. Stack planos Z del canal 4 (12.800 SH-SY5Y con matriz coldgeno) vistas a 400 aumentos en campo claro. Barra
escalado: 100 um.
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Las imagenes de la figura A21 determinan el comportamiento de la linea celular, frente a la
adicién de ATRA al medio, cultivadas en matriz coldgeno.
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Figura A21. Estudio del crecimiento y diferenciacion de las SH-SY5Y cultivadas en monocapa y 3D en matriz coldgeno a partir de
stacks planos Z (1 micra/plano Z). A. Stack planos Z del canal 1 (3.200 SH-SY5Y en coldgeno sin ATRA) vistas a 400 aumentos en
DIC. B. Stack planos Z del canal 2 (3.200 SH-SY5Y en coldgeno con ATRA) vistas a 400 aumentos en DIC. C. Stack planos Z del
canal 3 (6.400 SH-SY5Y en coldgeno sin ATRA) vistas a 200 aumentos en IMC. D. Stack planos Z del canal 3 (6.400 SH-SY5Y en
coldgeno sin ATRA) vistas a 400 aumentos en DIC. Se distinguen lamedipodios (flecha negra) lo que recalca el crecimiento en
monocapa de esta célula a diferencia de las células situadas en el borde de la imagen (circulo) que crecen en 3D. E y F. Stack
planos Z del canal 4 (6.400 SH-SY5Y en coldgeno con ATRA) vistas a 200 aumentos en IMC. G. Stack planos Z del canal 5 (3.200
SH-SY5Y en monocapa sin ATRA) vistas a 200 aumentos en IMC. H. Stack planos Z del canal 6 (3.200 SH-SY5Y en monocapa con
ATRA) vistas a 200 aumentos en IMC. En todos los casos se observa una alta interaccion y conexion celular. Las flechas azules
resaltan las neuritas formadas en respuesta a la adicion de ATRA al medio. Barra escalado: 100 um.

7.7. Anexo 7. Analisis del efecto de la adicién de fibras de a-sinucleina

Las siguientes figuras muestran el efecto de la adicion de aSyn en la viabilidad, crecimiento y contactos
célula-célula en la linea modelo.
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Figura A22. Efecto de la adicion exdgena de fibras de a-sinucleina fusionada al fluorocromo Alexa Fluor™ 488 en la viabilidad,
crecimiento y contactos célula-célula en la linea modelo, SH-SY5Y. A-C. Fotos del canal que contiene 6.400 SH-SY5Y cultivadas en
matriz coldgeno vistas a 630 aumentos con el filtro para GFP con el cual se observan los lugares donde se dispone la a-sinucleina.

A. Zona que no contiene SH-SY5Y para ver la fluorescencia emitida por la a-sinucleina que se ha quedado pegado en la matriz. B.
Zona que contiene SH-SY5Y para comparar la diferencia de fluorescencia emitida por la a-sinucleina que se ha quedado pegada
en la matriz y la a-sinucleina que ha sido endocitada en las células. C. Misma zona que la imagen B, pero enfocada 5 micras por
encima. Dy E. Stack planos Z (1 micra/plano Z) de SH-SY5Y cultivadas en matriz coldgeno tras 30 min de la adicion de a-sinucleina
y 20 min de lavado del pocillo vistas a 200 aumentos en DIC y GFP superpuestos. En este caso apenas se observa fluorescencia
emitida por las células ya que la intensidad irradiada por la a-sinucleina que se ha adherido a la matriz es mucho mayor. Barra
escalado: 100 um.

44



7.8. Anexo 8. URLs y Cadigos QR de los distintos videos que analizan el comportamiento
de la linea celular SH-SY5Y

1. Cultivo en 3D mediante gota
1.1. Estudio del comportamiento de la linea SH-SY5Y cultivada en 25, 50 y 100% de

matriz ECM.
https://drive.google.com/file/d/104QkcioAJn _OCKLxMhKVC6KrArHgPESX/view 2usp=sharing

1.2. Analisis del crecimiento y diferenciacion de la linea SH-SY5Y cultivada en 60 y
80% de matriz ECM, junto con la adicién del fluorocromo Hoechst que permite

el estudio de la viabilidad.
https://drive.google.com/file/d/1rIDocM5YNtpbjioCNYoeBLXEVHBFB6DY/view?usp=sharing

1.3.Contraste y comparacion del comportamiento de la linea SH-SY5Y cultivada en

30y 50% de matriz ECM y coldgeno.
https://drive.qgoogle.com/file/d/10wlgy 5X34K5sLudAZE1YOOVRGI9ipul/view?usp=sharing

1.4. Estudio del comportamiento y diferenciacién de la linea SH-SY5Y cultivada en
monocapa y 3D en 5y 10% matrices ECM y colageno

Contraste comportamiento y diferenciacion SH-SY5Y cultivadas en
matriz ECM (1/10y 1/20) con y sin ATRA

https.//drive.qoogle.com/file/d/162ZYLCyPthBXDV2xuH1zpnuUhOOGWo8A/view 2us
p=sharing

Cotejo crecimiento y diferenciacién SH-SY5Y cultivadas en coldgeno

cony sin ATRA
https://drive.qgoogle.com/file/d/1gRDmRF6bFyb-
_jhrszAKCIrGgLyHOqEA/view?usp=sharing

Analisis crecimiento y diferenciacion SH-SY5Y cultivadas en monocapa
cony sin ATRA

https://drive.google.com/file/d/1TbPxaFuAql6 MPHnGfMGZv4J8N60wixzl/view Pusp=
sharing



https://drive.google.com/file/d/1O4QkcioAJn_0CKLxMhKVC6KrArHgPFSX/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1rlDocM5YNtpbjioCNYoeBLxEvHBFB6DY/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1gRDmRF6bFyb-_jhrszAKClrGgLyH0qEA/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1gRDmRF6bFyb-_jhrszAKClrGgLyH0qEA/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1TbPxaFuAqI6MPHnGfMGZv4J8N60wixzl/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1TbPxaFuAqI6MPHnGfMGZv4J8N60wixzl/view?usp=sharing

2. Chips de microfluidica
2.1.Ensayo del crecimiento y comportamiento de las lineas celulares SH-SY5Y y Hela

en chips de microfluidica.
https://drive.google.com/file/d/1Ht uADAx45k51a nldknozelUjk8YPIO/view?usp=sharing

2.2.Comparacién del crecimiento y diferenciacion de la linea SH-SY5Y en chip.
https://drive.google.com/file/d/1ZKrC-q71Dax604XiAwaSh90p9AQSVFOd/view?usp=sharing

3. Micro-slides

3.1. Andlisis comportamiento SH-SY5Y cultivadas en 5 y 10% de matriz ECM vy
colageno

https://drive.qoogle.com/file/d/1fhFFGDIrzTXQacseBulRyQewRzAReclF/view2usp=sharing

3.2. Andlisis comportamiento y diferenciacion SH-SY5Y en cultivadas en matriz

coladgeno
https://drive.google.com/file/d/15MnLUYmfCNgDNgu5eh0I7WB60kY7pl70/view2usp=sharing

4. Tratamiento con aSyn exdgena

4.1.Efecto aSyn en SH-SY5Y cultivadas en matriz coldgeno

https://drive.qoogle.com/file/d/1dBDZWU1bvZwKz604duyQIEjOz1 1IsZX/view?usp=sharing

4.2.Ensayo control para determinar la causa de muerte celular. Efecto aSyn en SH-
SY5Y cultivadas en monocapa

https://drive.qoogle.com/file/d/1CUWET6PmMnUXvbtESqvjObFqtSfsOu2fy/view Pusp=sharing
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https://drive.google.com/file/d/1Ht_uADAx45k51a_nldknoze1Ujk8YPlO/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1ZKrC-q71Dax604XiAwaSh90p9AQSVFOd/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1fhFFGDlrzTXQacseBu1RyQewRzAReclF/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/15MnLUYmfCNgDNgu5eh0I7WB60kY7pI70/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1dBDZWU1bvZwKz6o4duyQIEjOz1_1IsZX/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1CUwET6PmnUXvbtESgvjObFqtSfs0u2fy/view?usp=sharing

