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RESUMEN

Esta linea de estudio se ubica en la corriente regenerativa neuronal. La pretension es
generar unas condiciones microambientales dptimas, in vitro, con fines de reemplazo de
tejido dafiado dopaminérgico. Para lograr este fin, se pretende encontrar un material que
favorezca la diferenciacion y el crecimiento de neuronas DAérgicas. La principal
hipétesis de estudio se basa en que el establecimiento de este microambiente idoneo lo
debe proporcionar no solo las células de reemplazo, células madre neuronales o neuronas
adultas de sustitucion, sino también los factores inductores de la diferenciacion
dopaminérgica, y ademas un sistema de soporte o andamiaje celular que permita la
funcionalidad y capacidad neuronal y donde se favorezcan los procesos de diferenciacion
neuronal para las celulas de sustitucion.

Este trabajo de tesis analiza y evalta dos materiales grafénicos que se distinguen
principalmente por su estructura molecular, uno de ellos el 6xido de grafeno y sus
especies reducidas tanto en polvo como la pelicula y el NGLC, “nanocristal glass carbon
nanotube”. Basicamente en este estudio se analizaron los procesos neuronales en ambos
tipos de materiales relacionado con: (i) la supervivencia, (ii) la capacidad de estimular o
reducir el proceso de proliferacion, (iii) la estimulacion de la maduracion neuronal y la
diferenciacion hacia el fenotipo DA. En especial con NGLC se analizé si el grosor
creciente de los materiales conferia una mayor o menor capacidad diferenciadora a las
células, ademas de analizar mediante proteinas relacionadas con la comunicacion celular
como la Sinaptofisina, la mejora de capacidad sinaptica como respuesta al estimulo
eléctrico, en funcion del grosor del material expuesto. Y de modo especial en los
materiales de GO y sus subtipos se estudiaron los procesos de disfuncion neuronal
empleando: (iv) la disfuncion bioenergética, (v) y si en un ambiente neurotdxico como
PD, puede proteger las células, mediante la reduccion de la acumulacion de proteina a-

sinucleina después de trata las células con estresores como la rotenona que emulan el



ambiente citotoxico de la enfermedad del Parkinson. Una de las conclusiones méas
notorias de este trabajo de tesis, es que los resultados aportados sugieren que la especie
oxido de grafeno parcialmente reducido es el mejor candidato para ser empleado en el
cultivo de células dopaminérgicas por poseer una mayor capacidad de
neurodiferenciacion, actividad biol6gica, neuroproteccion y un menor estrés
bioenergético, reduciendo los niveles de a-Syn de manera significativa en cultivos con
inductor a neurotoxinas. En el caso del NGLC, la comparacidn con los diferentes grosores
y rugosidades mostré que el film de 20 nm posee una mayor capacidad madurativa de las
células SN4741. Ademas, este espesor exhibié una mejor conductividad eléctrica y
mejores propiedades dpticas (como la transparencia).
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Ministra de Trabajo durante la Pandemia COVID19 2020 y actualmente Vicepresidenta
Segunda del Gobierno de Espariia: -agradecerte el elemplo de fortaleza e inteligencia en los
momentos mds dificiles vividos en los Ultimos tiempos, sin duda un ejemplo de inspiracion-.

A los/ las pacientes con Parkinson,
jpor vosotros y vosotras nos levantamos cada dia!
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Fotografia propia: Doctores Aguirre y Rodriguez-Losada con Sr.
Benjamin-Franklin, campus Universidad Pensilvania USA, 2017.

Si consistant adversum me casta, non timebit cor meun.
Si exurgat adversum me proelium, in hoc ego esperabo.
Salmo 26.

(Aungue acampe contra mi un ejército, mi corazon no temera.
Aunque estalle una guerra contra mi, no perderé la confianza)
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Graphene Oxide and Reduced
Derivatives, as Powder or Film
Scaffolds, Differentially Promote
Dopaminergic Neuron Differentiation
and Survival

Noela Rodriguez-Losada"?*, Rune Wendelbob?, M. Carmen Ocafna*®,

Amelia Diaz Casares’, Roberto Guzman de Villoria®, Jose A. Aguirre Gomez ™,

Miguel A. Arraez’, Pedro Gonzalez-Alegre®°, Miguel A. Medina*®, Ernest Arenas™ and
Jose A. Narvaez'

" Department Human Physiology, Faculty of Medicine, Biomedicine Research Institute of Malaga (IBIMA C07), University of
Malaga, Malaga, Spain, 2 Department of Didactic Science Education, Faculty of Science Education, University of Malaga,
Malaga, Spain, ° ABALONYX AS., Oslo, Norway, * Department of Molecular Biology and Biochemistry, Faculty of Sciences,
and IBIMA (Biomedical Research Institute of Mélaga), Andalucia Tech, University of Mélaga, Malaga, Spain, ° CIBER de
Enfermedades Raras (CIBERER), Mélaga, Spain, ® Laboratory of Mechanical Engineering Applied to Design, Manufacturing
and Applications of Composite Materials (LAMCOM), Department of Mechanical Engineering, University of Salamanca,
Escuela Politécnica Superior de Zamora, Zamora, Spain, " Neurosurgery Unit, Department Neurosurgery, Biomedicine
Research Institute of Malaga (IBIMA), Hospital Regional de Malaga, Andalusian Health System (SAS), Malaga, Spain,

8 Raymond G. Perelman Center for Cellular & Molecular Therapeutics, The Children’s Hospital of Philadelphia, Philadelphia,
PA, United States, ° Department of Neurology, Perelman School of Medicine at the University of Pennsylvania, Philadelphia,
PA, United States, '° Laboratory of Molecular Neurobiology, Department of Medical Biochemistry and Biophysics, Karolinska
Institute, Stockholm, Sweden

Emerging scaffold structures made of carbon nanomaterials, such as graphene oxide
(GO) have shown efficient bioconjugation with common biomolecules. Previous studies
described that GO promotes the differentiation of neural stem cells and may be useful
for neural regeneration. In this study, we examined the capacity of GO, full reduced
(FRGO), and partially reduced (PRGO) powder and film to support survival, proliferation,
differentiation, maturation, and bioenergetic function of a dopaminergic (DA) cell line
derived from the mouse substantia nigra (SN4741). Our results show that the morphology
of the film and the species of graphene (GO, PRGO, or FRGO) influences the behavior
and function of these neurons. In general, we found better biocompatibility of the film
species than that of the powder. Analysis of cell viability and cytotoxicity showed good cell
survival, a lack of cell death in all GO forms and its derivatives, a decreased proliferation,
and increased differentiation over time. Neuronal maturation of SN4741 in all GO forms,
and its derivatives were assessed by increased protein levels of tyrosine hydroxylase
(TH), dopamine transporter (DAT), the glutamate inward rectifying potassium channel 2
(GIRK2), and of synaptic proteins, such as synaptobrevin and synaptophysin. Notably,
PRGO-film increased the levels of Tujl and the expression of transcription factors
specific for midbrain DA neurons, such as Pitx3, Lmx1a, and Lmx1b. Bioenergetics and
mitochondrial dysfunction were evaluated by measuring oxygen consumption modified
by distinct GO species and were different between powder and film for the same GO
species. Our results indicate that PRGO-film was the best GO species at maintaining
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Abstract

Regenerative medicine requires, in many cases, physical supports to facilitate appropriate
cellular architecture, cell polarization and the improvement of the correct differentiation pro-
cesses of embryonic stem cells, induced pluripotent cells or adult cells. Because the interest
in carbon nanomaterials has grown within the last decade in light of a wide variety of appli-
cations, the aim of this study was to test and evaluate the suitability and cytocompatibility

of a particular nanometer-thin nanocrystalline glass-like carbon film (NGLC) composed of
curved graphene flakes joined by an amorphous carbon matrix. This material is a disordered
structure with high transparency and electrical conductivity. For this purpose, we used a
cellline (SN4741) from substantia nigra dopaminergic cells derived from transgenic mouse
embryos. Cells were cultured either in a powder of increasing concentrations of NGLC mi-
croflakes (82+37um) in the medium or on top of nanometer-thin films bathed in the same
culture medium. The metabolism activity of SN4741 cells in presence of NGLC was as-
sessed using methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium (MTT) and apoptosis/necrosis flow cytom-
etry assay respectively. Growth and proliferation as well as senescence were demonstrated
by western blot (WB) of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), monoclonal phosphorylate
Histone 3 (serine 10) (PH3) and SMP30 marker. Specific dopaminergic differentiation was
confirmed by the WB analysis of tyrosine hydroxylase (TH). Cell maturation and neural
capability were characterized using specific markers (SYP: synaptophysin and GIRK2:
G-protein-regulated inward-rectifier potassium channel 2 protein) via immunofluorescence
and coexistence measurements. The results demonstrated cell positive biocompatibility
with different concentrations of NGLC. The cells underwent a process of adaptation of
SN4741 cells to NGLC where their metabolism decreases. This process is related to a
decrease of PH3 expression and significant increase SMP30 related to senescence

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0173978 March 23,2017
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ADNc acido desoxirribonucleico complementario
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BDNF brain derived neurotrophic factor: factor neurotréfico derivado del cerebro

BSA bovine serum albumin: albimina de suero bovino

CVD chemical vapor deposition: deposicion de vapor quimico

CNTs carbon nanotube: nanotubos de carbono
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DAérgicas neuronas dopaminérgicas

DAPI 4" 6-diamidino-2-fenilindol

DAT dopamine active transporter: transportador activo de dopamina

ECL enhanced chemiluminescent substrate: sustrato quimioluminiscente mejorado

Enl/2 engrailed homeobox genes: genes homeobox grabados/adornados

EPC endothelial progenitor cells:células progenitoras endoteliales

F fluorocromo

FBS fetal bovine serum: suero bovino fetal

FITC fluorescein isotiocyanate: isotiocianato de fluoresceina

GDNF glial cell line-derived neurotrophic factor: factor neurotréfico derivado de la
linea de células gliales

GFP green fluorescent protein: proteina verde fluorescente

GO graphene oxide: 6xido de grafeno

GABA Neurotransmisor GABA” acido gamma-aminobutirico” pertenece a neuronas
gabaérgicas

GLUT Neurotransmisor Glutamato, pertenece a neuronas glutamatérgicas

Gpi globo palido interno

Gpe globo palido externo

iPS induction pluripotent cells: células pluripotentes de induccién

Limxlalb homeodominio limx factor transportador 1: homeodominio limx factor
transportador

Mashl mammalian achaete-scute homolog 1

MSC mesenchimal stem cells: células madre mesenquimales

MSC-NP mesenchymal stem cell-derived neural progenitors: progenitores neurales
derivados de células madre mesenquimales

MTPT 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina

NGF nerve growth factor: factor de crecimiento nervioso

NGLC nanocrystalline glass-like carbon

NGLC-p nanocrystalline glass-like carbon powder (polvo)

NGLC-f nanocrystalline glass-like carbon film (pelicula)

Ngn2 neurogenina 2

HUCB-NSC-NP | neural commitment of cord blood stem cells: células madre del cordon
umbilical comprometidas con neuronas

NT3 neurotrofina 3
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PCNA Proliferating cell nuclear antigen: antigeno nuclear de células en
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PRGO partial reduced graphene oxide: 6xido de grafeno parcialmente reducido

FRGO full reduced graphene oxide: 6xido de grafeno totalmente reducido

Radhl1 retinaldehido-deshidrogenasa 1

SEM scanning electron microscope: microscopio electronico de barrido

XPS X-ray photoelectron spectrometry: espectroscopia fotoelectronica de rayos X

SHH sonic hedgehog

SN sustancia negra

SNc sustancia negra compacta

SNpc sustancia negra perteneciente a la pars compacta

SNpr sustancia negra perteneciente a la pars reticulata

SOX-2 sex determining region y-box 2:factor de transcripcion SOX2

TH tirosina hidroxilasa , limitante de la sintesis de dopamina

TMF neurotrofina F

Trk tyrosin receptor kinase family: receptor de tirosina quinasa

TUJ-1 neuron-specific class iii beta-tubulin: beta-tubulina de clase iii especifica
para neuronas
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1.1. El Parkinson

La enfermedad de Parkinson (PD, del inglés “Parkison’s disease”) fue descrita

por primera vez en 1817 por James Parkinson miembro del Real Colegio de Cirujanos
(1), quien acufi6é su nombre a este trastorno motor como “paralisis agitante”, (Figura 1).
La Organizacion Mundial de la Salud, establece el 11 de abril como el dia Mundial del
Parkinson en reconocimiento al autor que describi6 esta enfermedad, siendo actualmente
descrita como un trastorno motor cuya etiologia es probablemente idiopatica y
multifactorial (2). La enfermedad neurodegenerativa de la PD se caracteriza por presentar
un trastorno clasico motor con sintomas caracteristicos como la bradiquinesia (lentitud en
los movimientos), la rigidez muscular; el temblor en reposo; alteracion en la marcha con
afectacion de reflejos posturales y alteracion del equilibrio, por tanto, aumento de la

inestabilidad (3).

A -
ESSAY

SHAKING PALSY.

Figura 1. Primer tratado sobre el Parkinson. Obtenido de Lewis, P. A. (1).

*Nota: en este trabajo de tesis se empleara la nomenclatura anglosajona para el acrénimo PD.
* En Anexo |, véase un resumen sobre el enfoque de la introduccién.
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I.1. Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson (PD)

La PD constituye el principal trastorno extrapiramidal, siendo entendida como la
red que participa de la regulacion de la motilidad involuntaria. De este sistema
extrapiramidal forman parte los ganglios basales (GB), un conjunto de nucleos profundos
subcorticales cerebrales que conforman una red conectada a diferentes partes del cortex
cerebral (véase esquema Figura 2 y 3). Los GB participan en el control de la actividad
motora de manera prioritaria, por tanto, un deterioro del sistema extrapiramidal
desencadena la manifestacion sintomatologica de la enfermedad de Parkinson, asi como

de otros trastornos extrapiramidales denominados parkinsonismos (4).

Ruta Nigroestriatal

/‘t/ I Neocortex
[ .
¢
[w” " LOlfatorio
;‘,// / &
. { at— Caudado
N2 Putamen
Swhncla( ~ > S ]
;vimmmz ‘A @igdala Accumbes L7060 Estriado, Striatum
V g

Ruta de la Dopamina
Sustancia Negra compacta

Figura 2. Esquema modelo del cerebro rata vs cerebro humano. Produccion propia,
editada por autora de la tesis N. Rodriguez Losada.
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Putamen

Nucleo caudado, cabeza B

Globus pallidum, segmentos lateral y media’

Nucleo accumbes

C

Parte compactiJL Sustancia Negra,

. “Substantia nigra”
Parte reticula

Area Tegmental Ventral

Figura 3. Vision de la disposicion del cerebro medio y los ganglios basales (A). Detalle
de la distribucion del nacleo palido (B) y area tegmental en vision ventral (C). Modelos
reproducidos y adaptados por N. Rodriguez-Losada , figura A inspirada en A.
Hasudungan (elaboracion propia).
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El proceso neurodegenerativo de la PD tiene una base fisiopatoldgica caracterizada por
la degeneracion de las neuronas dopaminergicas (neuronas DAérgicas) productoras de
dopamina (DA) y por la deficiencia en la enzima tirosina hidrolasa (TH) enzima limitante
para la sintesis de DA ademés de mostrar déficit de otros neurotransmisores
catecolaminérgicos (5). Por este motivo la DA no puede unirse al receptor D1 excitatorio,
o D2 inhibitorio de la DA, para ejercer su accion moduladora. Las neuronas DAérgicas,
estan situadas en la Sustancia Negra (SN) de la Pars Compacta (SNc) del cerebro, donde
sus cuerpos neuronales (somas) proyectan los axones a modo de fibras a través de un
circuito nigroestriatal hasta el estriado (del latin, Striatum) (véase Figura 2 y 3). En esta
region, las terminaciones axénicas liberan los neurotransmisores como la DA, y otras
catecolaminas, para realizar la accion fisiologica de control motor (6). La region SNc se
encuentra en el llamado cerebro medio (Figura 3 y 4), por tanto, su acceso es restringido,
y para su estudio se requiere de técnicas que permitan acceder a la region sin alterar el
resto del tejido por lo que es requerido el uso de técnicas estereoldgicas. La estereologia,
por definicion es una técnica que permite mediante coordenadas estereotaxicas
preestablecidas a través del mapeo de tejido cerebral, conocer con exactitud y precision
cualquier localizacién del cerebro (7). Como se ha comentado anteriormente, en la PD la
pérdida de funcion neuronal de las neuronas DAérgicas debido a componentes
intrinsecos, asi como a componentes exdgenos, llevan en Gltimo término a la muerte o

disfuncion de neuronas DAérgicas, conduciendo drasticamente a una deficiencia de la
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produccion del neurotransmisor DAy por consiguiente una pérdida de su funcion propia.
El resultado de esta pérdida es el aumento de la inhibicion celular generada tanto en los
nucleos del Globo Palido interno (GPi), como de la SN reticulada perteneciente a la SNpc
(véase esquema explicativo de la Figura 4 A y B). Y a modo general, el proceso
fisiopatoldgico de la PD esta directamente relacionado con el deterioro de la accion del
circuito dopaminérgico (Figura 4C). El exceso de inhibicion a nivel talamico viene
condicionado por la pérdida de accion excitatoria del receptor D1 en el putamen (Figura
4C) con lo que se pierde la accion inhibitoria sobre interneuronas gabaérgicas (GABA)
en el GPi, provocando una sobreinhibicién de las neuronas taldmicas que proyectan
axones hacia corteza cerebral. Por otro lado, existe una via indirecta donde el receptor D2
inhibitorio pierde su accion por falta de ligando (DA) dando como resultado la pérdida
de la inhibicion sobre neuronas GABA del globo palido externo (GPe) y como
consecuencia las neuronas glutamatérgicas (GLUT) del nicleo subtaldmico sufren un
aumento de activacion que repercute en un aumento de inhibicion de neuronas GABA del
GPi generando un exceso inhibitorio talamico, como resultado hay una pérdida de la
modulacion del control motor condicionando la aparicion de los tipicos sintomas de la

PD (véase figura 4 C).
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Figura 4. Esquema de la SNpc en sujeto control vs sujeto con PD en vision lateral (A), donde se
ha reproducido la denervacion del tracto nigroestriatal asi como la pérdida de la sustancia negra.
(B) Modelo de corte sagital de un modelo esquematizado de cerebro de rata. (C) Representa el
circuito de accion neuronal afectada por laPD. D1y D2 representa los receptores dopaminérgicos
de excitacién e inhibicién. GLUT: neuronas glutamatérgicas, GABA: neuronas Gabaérgicas. La
sustancia negra corresponde SNpc donde se proyectan neuronas DAérgicas. El circuito
deteriorado por la ausencia de DA, y por consiguiente una inactividad de los receptores D1y D2
inducen un exceso de actividad inhibitoria en la region talamica por lo que se pierde la
modulacién motora (reproducido y adaptado por N. Rodriguez-Losada, figura C, inspirada en
A. Hasudungan).
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1.2. Epidemiologia de la PD

El PD es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun segun los datos
aportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y su prevalencia continuaré
creciendo a medida que la poblacion envejezca (8). Se ha descrito una incidencia de la
PD en 1-2 casos por 1000 habitantes, afectando mayoritariamente mas a hombres que a
mujeres. En concreto en Espafia, se conoce que la prevalencia afecta al 1% de las personas
por encima de 65 afios (9). Igualmente, se estima que la poblacién envejecida relacionada
directamente con las enfermedades neurodegenerativas serd del 77% en el afio 2050,
motivo por el cual es crucial seguir desarrollando estudios sobre los mecanismos de
accion, los diagnosticos preventivos o los tratamientos efectivos que puedan reducir la

aparicion de la PD o ralentizar su aparicion.

1.3. Etiologia de la PD

A pesar de la gran cantidad de estudios en ciencia basica y estudios clinicos, los
mecanismos moleculares implicados en el desencadenamiento de la PD siguen siendo
inciertos (10). No obstante, la busqueda del posible detonante de la enfermedad, es de
gran complejidad debido a que las causas, que convergen en la neurodegeneracién
caracteristica de la PD, son multifactoriales. Existe un gran nimero de publicaciones que
respaldan que la muerte celular programada es la causante de la muerte de neuronas

DAérgicas del cerebro en pacientes con PD, observandose una correlacién con el estrés
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oxidativo relacionado con la disfuncion mitocondrial o bioenergética y la
neuroinflamacién, como factores clave de esta enfermedad (11). Por otra parte, se ha
descrito que el proceso neuroinflamatorio participa como un agente potenciador de la PD
(12), sugiriendo que el efecto de ciertos factores inflamatorios no esteroideos (NSAIDS)
pudiera actuar como acelerantes de la enfermedad de PD, sin embargo, aunque que podria
tener un efecto protector, la literatura cientifica sigue siendo controvertida ante este
respecto (13).

Por el contrario, trabajos publicados como los de Aguirre et al. (14) describe a
nivel molecular, como los inhibidores de la ciclo-oxigenasa inducida de la isoforma 2
(Cox-2) tienen un efecto positivo rescatando a las células DA del dafio celular. Entre otras
causas probables, también se han descrito causas genéticas tanto de genes que contribuyen
a la enfermedad a través de un patrén de herencia dominante (SNCA, VPS35), recesivo
(PARK2, PINK1, DJ-1), que incrementan el riesgo de desarrollar la enfermedad con una
penetrancia incompleta (GBA, LRRK2).Entre otras causas probables, autores como
Bandres-Ciga et al., (15), Klein et al., (16) o Nalls et al., (17) describen causas genéticas

vinculadas a la PD y asociadas a homocigosis del gen PARK.
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1.3.1 La alfa sinucleina

La alfa sinucleina (a-Syn) es una proteina de bajo peso molecular (véase Figura
5). Tiende a agregarse de manera aleatoria en el citosol, pudiendo encontrarse con
estructura de a-heélice tetramérica cuando se asocia a fosfolipidos (18). La proteina a-Syn,
se expresa de manera predominante en las terminales presinapticas y en los nucleos de
las neuronas (19). En condiciones fisioldgicas, la a-Syn, desempefia un papel en la
liberacion de vesiculas sinapticas, en el trafico de membranas, por tanto, participa en el
proceso de neurotransmision y plasticidad sinaptica (20). La a-Syn es una proteina de
conformacién pequefia, cuyo numero de acceso al banco genético es, GenBank:
AAA98493.1 registrado en el National Center for Biotechnology Information

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Su secuencia proteica contempla en el locus

AAA98493 (nimero de acceso al locus L36674), unos 126 aminoacidos. Existe una
variante de 112 aminoacidos (acceso AAA98487.1), aunque se han descrito hasta 4
variantes alélicas del gen SNCA en la especie humana denominadas: variante 5, 8, 11, 14

(fuente extraida de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipg/AAA98493.1). Se han detallado al

menos 4 isoformas de esta proteina, isoforma CRA a (EAX06035.1, que carece del
componente precursor amiloide, procedente de la especie humana, Homo sapiens s.),
isoforma 3 (PNI56471.1, descrito en especie Pan troglodytes), isoforma 4 (PN156472.1,

Pan troglodytes), isoforma 10 (PN156478.1, Pan troglodytes).
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Figura 5. Imagen de la cristalizacién de un oligbmero de a-Syn
(figura tomada de Salveson, Spencer y Nowick (26).

Se ha atribuido como detonante de la apoptosis de neuronas DAérgicas, a la

presencia de la acumulacion de la proteina alfa sinucleina (a-Syn) en vesiculas

intracelulares agregadas, denominadas cuerpos de Lewy (LB) tanto en modelos y

pacientes con PD (5). También se ha descrito la acumulacion en neuronas y células gliales

en un grupo de enfermedades neurodegenerativas denominadas a-sinucleinopatias (21).

De manera tradicional, se ha asociado a una acumulacion anormal de a-Syn a la PD

debido en parte a que el gen que codifica para la a-Syn (SNCA) causa una forma juvenil

de PD asociada a la dosis genética que presenta por duplicidad o multiplicidad de este
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gen (22, 23). No obstante, sigue siendo controvertida la asociacion entre la acumulacién
de a-Syn y la apoptosis celular, ya el trabajo publicado por Rodriguez-Losada et al., (24)
describe cOmo un aumento de expresion de a-Syn no se relaciona con un aumento de la
apoptosis, sino con un aumento de oncogenicidad, observado en células de
neuroblastomas SH-SY5Y. El trabajo de Caro-Astorga et al., (25) refiere el mecanismo
que podria explicar el fendmeno anteriormente descrito, estos autores demostraron como
la histidina decarboxilasa puede secuestrar el ciclo celular generando una perpetuacion

de la célula, siendo este proceso regulado por a-Syn.

.4. Proceso de diferenciacion de las neuronas DAérgicas del

mesencéfalo

El desarrollo y progresion de las neuronas DAérgicas en los cerebros fetales
requiere de la actuacion de factores de transcripcion regulados por gradientes morfégenos
(véase esquema Anexo 1) que estabilizan los patrones de expresion del gen en el tejido
embrionario (27,28). ElI mesencéfalo es la regidn cerebral, donde existe el 75% de
neuronas adultas DA (29,30). Tal como describe Arenas et al., (31) las neuronas se
disponen en los dos nucleos principales, anteriormente comentados, la SNc y el area
ventral tegmental (véase Figura 3y 4). Los estudios en tejido mesencefalico de embriones
de modelos animales han permitido la caracterizacion del desarrollo de células

DAérgicas. Este proceso de desarrollo lo pivota principalmente el morfégeno Sonic
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Hedgehog (SHH) y WNT1 (del inglés, “wingless type mmtv integration site family,
member 1”). La accion de SHH y WNTI modulan la activacion de factores de

transcripcion como Foxal/2 (del inglés. “Forkhead box protein A1/A2”) (32).

Los trabajos desarrollados en tejido embrionario muestran tres regiones en el suelo
de la placa ventral del mesencéfalo, como son la zona ventricular, la zona intermedia 'y la
zona marginal (31). Las neuronas progenitoras DAérgicas se localizan en la zona
ventricular, y expresan los factores de transcripcion Sox2 (del inglés: “sex determining
region Y)”), Ngn2 (Neurogenina 2), Lmxla/b (“Homeodominio Lmx Factor de
transcripcion 17), Foxa 1/2, Mash 1 (del inglés: “mammalian achaete-scute homolog-
17), Otx2 (del inglés: Orthodenticle Homeobox 2). Posteriormente, las células
progenitoras migran hacia la zona intermedia y sufren un proceso de diferenciacion post-
mitdtico dando lugar a las neuronas precursoras de DA, o también considerados
neuroblastos. Estos neuroblastos post-mitoticos expresan los factores de transcripcion
Nurrl (receptor nuclear asociado 1), Lmxla/b y Foxa 1/2, En1/2 (del inglés: “Engrailed
Homeobox 1), Raldhl (retinaldehido deshidrogenasa 1) y Tuj-1 (B -111-Tubulina). Los
neuroblastos migran hacia la zona marginal para diferenciarse en neuronas DA maduras
(28) expresando los factores de transcripcion Nurrl, TH y Pitx-3 (Homeobox 3 de la

hipéfisis).
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1.5. Enfoques terapéuticos para el abordaje de la enfermedad de PD

Enfoques terapéuticos abordados en este apartado:

1.5.1. Enfoque terapéutico mediante tratamiento farmacologico
1.5.2. Enfoque terapéutico mediante tratamiento quirdrgico

1.5.3. Enfoque terapéutico mediante tratamiento con factores neurotroficos:
GDNF

1.5.4. Enfoque terapéutico mediante terapia génica

1.5.5. Enfoque terapéutico mediante uso de la microbiota

1.5.6. Enfoque terapéutico mediante tratamiento de terapia celular
1.5.6.1. Uso de las células heter6logas como tejido de reemplazo en la PD
1.5.6.2. Uso de células aut6logas en las terapias de reemplazo de la PD

I.5.7. Limitaciones técnicas en la remodelacion.

El abordaje clasico de la enfermedad del PD se ha centrado en el tratamiento
farmacoldgico y quirdrgico que resumiremos en el siguiente apartado. No obstante, se
encuentra en creciente aumento el desarrollo de terapias que emplean factores que
mejoren la viabilidad celular y reducen el estrés oxidativo, que muestran resultados
esperanzadores tanto en modelos animales como en ensayos clinicos en pacientes con
PD. Asi mismo, los nuevos enfoques en el estudio microbiota intestinal, dan luz a nuevas

perspectivas para el abordaje de la enfermedad del PD.
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1.5.1. Enfoque terapéutico mediante tratamiento farmacoldgico

Los tratamientos actuales, estan destinados a paliar los sintomas motores de la PD
mediante el uso de farmacos que estimulen la produccion de DA (33,34), como son el
farmaco oral L-Dopa (L-3,4'dihidroxifenilalanina) conocido como Levodopa (Parkinson
Study Group) (35). Este farmaco es el que presenta mayor efectividad sobre todo a la hora
de controlar la bradiquinesia, no obstante, los pacientes a largo plazo muestran efectos
secundarios asociados al tratamiento como fluctuaciones motoras y disquinesias. En la
actualidad, la teoria de la neurotoxicidad de la L-DOPA (36,37) es controvertida, de
hecho, la estrategia antigua de retrasar el inicio de la L-DOPA en favor de agonistas
dopaminérgicos no esta vigente hoy en dia (38, 39,40). La asociacion de dos farmacos;
carbidopa (comercialmente conocida como Sinemet®) y la benseracina (comercialmente
conocida como Madopar®) ambos inhibidores de la dopa carboxilasa, se han convertido
en un importante avance en el tratamiento terapéutico de estos pacientes, por los
resultados positivos en su administracién. Estas sustancias actGan inhibiendo la
metabolizacion de la L-Dopa por el organismo para favorecer la mayor asimilacion por

parte del al sistema nervioso central (41).

En un estadio inicial de tratamiento con la L-Dopa, todos los pacientes responden
muy bien a la administracién de este farmaco. Sin embargo, la administracion durante un
largo periodo de tiempo de L-Dopa, se relaciona con efectos no deseados que afectan al
sistema nervioso central, como son disquinesias, alteraciones psiquiatricas, o procesos de

fluctuacion clinica donde se observa una disminucion del tiempo de beneficio del
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tratamiento terapéutico (42). Estas fluctuaciones pasan por periodos de “on
caracterizados por una funcién motora normalizada y con desaparicion de los sintomas,
y periodos de “off” cuya funcion motora se ve comprometida, y reaparecen los sintomas

caracteristicos del Parkinson (43).

Existen otros tratamientos en los cuales se administran agonistas del receptor DA,
es decir, moléculas analogas que suplen las funciones de la DA: agonistas
dopaminérgicos (44). A este grupo pertenecen la Pergolida (comercialmente conocido
como: Pharken®), el Lisuride (comercialmente conocido como: Dopergin®); la
bromocriptina  (comercialmente conocida como: Parlodel®) vy el Popirinol
(comercialmente conocido como: Requip®) (34,45). EI mecanismo de accién de estos
agonistas es directamente sobre los receptores dopaminérgicos postsinapticos, es decir,

no actla directamente en el almacenamiento del neurotransmisor DA (46).

Tratamientos con apomorfina, son empleados en fases avanzadas y en casos
severos de fluctuaciones (47). Este farmaco se utiliza mediante la administracién
subcutanea, y tiene como inconveniente el corto periodo de vida media, por lo que debe
ser administrado en forma de infusién continua (48). Existen también los parches de
rotigotina, otro agonista que emula el mismo efecto de la DA en el cerebro. Este
tratamiento permanece estable durante 24 horas, sin oscilaciones. No obstante, como
sucede con el resto de los analogos, presenta efectos secundarios como las nauseas,

vomitos, discinesias, somnolencia, entre otros (49).
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Caben destacar aquellos tratamientos cuya estrategia se basa en inhibir el
metabolismo de la DA, potenciando la accion dopaminergica por blogueo de su
degradacion metabdlica (50) como la Selegilina (comercializados como Plurimen®).
Finalmente, existen tratamientos basados en la administracion de anticolinérgicos (51),
comercialmente conocidos como: Biperideno (Akineton®) y Trihexifenidilo (Artane®).
Estos tratamientos se emplean principalmente en pacientes jovenes con enfermedad
incipiente, sin embargo, posee efectos secundarios como vision borrosa, estrefiimiento,
nauseas y mareos efectos que limitan su empleo en un espectro mayor de pacientes (52).
El ultimo tratamiento comercializado es la Opicapona, un inhibidor periférico, selectivo
y reversible de la catecol-O_metiltransferasa (COMT), que actla aumentando los niveles
plasmaticos de la L-DOPA cuando se utiliza en combinacién con levopa/inhibidores de

la dopa decarboxilasa (53).

1.5.2. Enfoque terapeutico mediante tratamiento quirudrgico

Con respecto a los tratamientos para la PD, la gran mayoria de los pacientes
presentan una buena respuesta al tratamiento durante 5 a 10 afios. A partir de ese
momento, debido a la progresiéon de la enfermedad y a los efectos secundarios de la
medicacion, existe un alto nimero de pacientes muy limitados por las fluctuaciones
motoras y disquinesias. Todo ello hace que en fases avanzadas de la enfermedad los

farmacos no actian de manera efectiva, requiriendo una intervencion quirdrgica.
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Clasicamente, las intervenciones consistian en procedimientos ablativos, es decir generar
una lesién en un ndcleo concreto, siendo este un tratamiento irreversible (54). Los
tratamientos ablativos principales son: la palidotomia estereotactica guiada por
microelectrodos y la talamotomia (nucleo ventrolateral) y, mas recientemente, la lesion
mediante ultrasonidos de alta frecuencia (55). Los procedimientos ablativos han sido
sustituidos, en la mayoria de los casos por la estimulacién cerebral profunda (56). Esta
técnica se realiza empleando un marco estereotactico (Marco Lexell o CRW, véase Figura
6) o con técnicas de neuronavegacion donde no se requiere el empleo de marcos
estereotacticos. Basicamente en la intervencion quirdrgica lo que pretenden es, revertir el
efecto en estadios avanzados donde las fluctuaciones y discinesias son severas (57).

En los afios 60, se observo que un tratamiento de cirugia con talatomia del nicleo
ventral medio, mejoraba los sintomas de temblores y la rigidez. El caso de la estimulacién
cerebral profunda, el procedimiento consiste en realizar un implante mediante electrodos
en el nacleo subtalamico y el globo pélido, estos electrodos se encuentran conectados a
un estimulador a nivel subcutaneo que puede ser controlados para mejorar el tratamiento
y los sintomas (58). Estos tratamientos consiguen controlar sintomas de la enfermedad,
asi como permitir disminuir dosis de medicacion, ofreciendo al paciente una mejor
calidad de vida durante bastantes afios. Sin embargo, tal como describe Nombela et al.,
(59) la enfermedad sigue progresando, y a la larga los pacientes volveran a presentar

sintomas y complicaciones derivados de los tratamientos.
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Figura 6. Marco Lexell o CRW empleado para la Neurocirugia de PD,
Imagen procedente de: “Marco de estereotaxia Leksell® Vantage™
Elekta” ( https://www.medicalexpo.es)

1.5.3- Enfoque de tratamiento empleando factores neurotroficos

Las neurotrofinas o factores neurotroficos, son una familia de proteinas muy
estrechamente relacionadas, cuyo efecto bioldgico estd enmarcado en la estimulacion de
la proliferacion de progenitores neuronales, por lo tanto, tienen una implicacion clara en
el desarrollo, asi como en la supervivencia celular. A nivel funcional estan implicadas en
la plasticidad neuronal sinaptica, en la capacidad inmune o la muerte celular tras dafio del

tejido neuronal, donde ejercen su accién tanto en el sistema nervioso periférico como en
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el sistema nervioso central (60). Las neurotrofinas cumplen su funcion neurotréfica
mediante la accion de los receptores de la familia tirosina quinasa (del inglés “tyrosine
receptor kinase family ”, familia TRK) cuya activacion promueve una cascada de sefiales
intracelulares que activan los diferentes mecanismos de accion celular de las
neurotrofinas (61). Se ha podido determinar en sujetos con PD, como el desarrollo de
actividad fisica incrementa la produccién de factores neurotréficos mejorando la

neuroproteccion celular (62).

Los tipos de neutrofinas més estudiadas son: el factor neurotrofico derivado de
cerebro (BDNF, “Brain derived neurotrophic factor”), factor de crecimiento nervioso
(NGF, “Nerve growth factor”) y factor neurotrofico derivado de glia (GDNF, “glial
derived neurotrophic factor”), la neurotrofina 4 (NT4), la neurotrofina 3 (NT3), factores
neurotroficos derivados de astrocitos mesencefalicos (MANF), y los factores
neurotréficos dopaminérgicos cerebrales (CDNF, “cerebral dopamine neurotrophic

factors”) (63) .

Hoy en dia, el mayor ensayo clinico desarrollado en pacientes con PD se ha
realizado empleando un factor neurotréfico denominado factor neurotrofico derivado de
la glia, (glial derived neuro factor GDNF) (64,65). Los primeros resultados del ensayo
clinico empleando GDNF como factor neurotréfico mostraron una buena tolerancia al
tratamiento. En la actualidad se continua con el seguimiento de estos pacientes para

conocer el verdadero alcance de la restauracion celular (66).
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1.5.4. Enfoque de tratamiento mediante terapia génica

Otras estrategias moleculares emplean terapia génica con la finalidad de intentar
vehiculizar vectores genéticos insertos en virus, como los lentivirus o adenovirus (AAVS)
cuya funcion es infectar a las células DA. Los vectores virales portan un promotor para
expresarse e infectar exclusivamente en ese tipo celular, y una vez infectada la célula
diana, ésta libera su contenido genico (ARN preferiblemente) para incrementar la
produccién de DA en el tejido SN o bien, para proteger a las células DA del dafio, asi
como el aclaramiento de la a-Syn, tal como describe el trabajo dirigido por el investigador
Laciengo (67) empleando vectores rAAV9 para el gen GBAL. Las estrategias que se
proponen en este estudio versan sobre la estimulacién o incremento de actividad
glucocerebrosidasa (GCase), una enzima relacionada con la digestion lisosomal, cuya
accion se relaciona con la reduccion de la acumulacion de la a-Syn. Estos autores
describen una mayor supervivencia de neuronas DAérgicas tras el uso terapeltico del

vector.

1.5.5. Enfoque de tratamiento mediante uso de la microbiota, el rol del

microbioma en la PD.

El intestino humano es capaz de albergar decenas de billones de microorganismos,
incluidas mas de 1000 especies de bacterias (68). Se denomina microbioma a los genomas

colectivos de los microorganismos que pueblan el intestino. Este genoma es cien veces
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mas grande que el computo total de genoma del ser humano. Diversos estudios como el
de Zhernakova et al., (69) o como el de Treangen et al., (70) han avalado el importante
papel de la microbiota en las funciones fisiologicas del ser humano, incluido en los
procesos de reparacion celular. En el marco de Pandemia de la COVID19, se los asocio
a un papel relevante como biomarcadores de evolucion de la enfermedad (71). Ademas,
se han realizado estudios donde demuestran que existe una evidencia entre el fenotipo
microbiano y la PD (72). Los estudios realizados sobre la microbiota intestinal mostraron
una asociacion entre los sintomas gastrointestinales como es el estrefiimiento, y el
anticipo de los signos motores de la PD, asi como la inflamacion del colon asociada a la
PD (73). Los cuerpos de Lewy y la a-Syn se han encontrado en el intestino antes de
aparecer en el cerebro. Por ello, se ha hipotetizado que la PD podria empezar en el
intestino antes que en el cerebro y que, desde el intestino podria propagarse hasta el
cerebro (74). El hecho de que exista un aumento de la permeabilidad de las membranas
del intestino junto con la presencia de a-Syn en los estadios iniciales de la enfermedad,
induce a sospechar que a través del sistema nervioso entérico se podria propagar la
enfermedad hasta el sistema nervioso central (75). En trabajos publicados sobre el
trasplante de microbiota fecal (TMF), donde se administran las especies de Lactobacillus
y Bifidobacterium, los resultados han demostrado una atenuacién de los sintomas de la
PD, sobre todo en el caso de estrefiimiento severo, (sintoma recurrente en la PD) (76).
Los resultados preliminares publicados recientemente por Van Laar et al., (77), sugieren

una mejoria de los sintomas motores y no motores de la PD estudiando el efecto de la

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883

NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM 22



% UNIVERSIDAD
P55 DE MALAGA

TMF en 15 pacientes. Los autores describen que la administracion colonica presenta
mejor respuesta que la administracion nasofaringea, apuntando a este tipo de

administracion como una nueva opcion al tratamiento de la PD.

1.5.6. Enfoque terapeutico mediante terapia celular

Otra de las lineas de trabajo para abordar la PD es la terapia celular que emplea
modelos de PD in vivo e in vitro. Para poder realizar los estudios de implante in vivo, se
emplean modelos animales en los cuales se les induce una lesion similar a la que padecen
los pacientes con PD. Las lesiones de vias nigroestriatales (Figura 3, véase region
nigroestriatal) se provocan utilizando farmacos neurotoxicos especificos lo cual genera
un modelo de PD ampliamente utilizado en este campo de investigacion. En la actualidad,
los modelos animales mas utilizados son el modelo de 6-hidroxidopamina (6-OH DA) en
la rata (78) y el MPTP en el raton negro C57bl/6 y en primates (79,80). Para intentar
restaurar células DA funcionales, se han empleado diferentes tipos de células madre de

origen heter6logo, es decir procedentes de otro individuo distinto al hospedador.

1.5.6.1 Uso de las células heterologas como tejido de reemplazo en la PD

En el area de la medicina regenerativa, dentro del tipo de células heter6logas que
se han empleado se encuentran las células fetales/embrionarias humanas, incluyendo

células embrionarias DAérgicas (81). El uso de células fetales embrionarias ha tenido un
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éxito discreto en los ensayos clinicos en fase 1, donde se ha encontrado una elevada
morbilidad y mortalidad en pacientes de edad avanzada (82). Este fenOmeno se asocia en
parte a los efectos secundarios, que supone un implante de tejido pluripotencial, definido
como todo aquel tejido con capacidad de originar cualquier linea germinal del organismo
y puede originar por si mismo todas las estructuras celulares necesarias (83), como son

los tumores asociados o las disquinesias producidas por el injerto (84).

Ademas, el empleo de células embrionarias humanas posee una serie de
limitaciones ético-legales para el uso, lo cual lo hace inviable en muchos paises. Otro de
los tipos celulares utilizados son las células madre neuronales y células adultas neuronales
multipotentes a partir de las cuales se ha conseguido originar células DAérgicas con éxito
(81,82). Ademas de los mencionados, otro tipo celular que ha mostrado resultados
prometedores como describe Wolf et al., son las células madre endometriales como

alternativa para la restauracion de células DAérgicas (85).

1.5.6.2. Uso de células autdlogas en las terapias de reemplazo de la PD

Las células madre de origen autélogo empleadas pueden ser células madre
mesenguimales procedentes de médula dsea (BMSC) (revisado por Rodriguez -losada N
et al., (86), células circulantes endoteliales (EPC) cuyo origen puede ser tanto médula
Osea roja o el hemangioblasto (83) y las células inducidas pluripotenciales (iPS) que se

pueden obtener tanto de fibroblasto como de células endodérmicas (87). En este caso, el
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empleo de iPS (88,89) evidencio que el uso de un coctel de genes inductores de la
diferenciacion DAérgica establece con éxito una poblacion de células DA funcionales.
Estos estudios preliminares anteceden a los ensayos preclinicos para conocer la capacidad
funcional de estas células iPS transformadas en neuronas DAérgicas para restaurar tejido
afectado por la PD. Recientemente han demostrado (90) el rol regenerativo que poseen
las células EPC empleadas como una herramienta eficiente para el implante dada su

capacidad neuroprotectora.

El empleo de EPC en otras areas biomédicas, como en el rea cardiovascular, ha
sido extenso (revisado por Rodriguez-Losada (86) obteniendo resultados positivos en
base a la supervivencia del paciente, pero también negativos por ausencia o disfuncion de
la conductividad eléctrica en el corazdn injertado (91). No obstante, en lineas generales,
los resultados, aunque prometedores en modelos animales, siguen sin resolver el
problema de la eficacia a largo plazo del implante y los efectos secundarios del propio

implante (92).

1.5.7. Limitaciones técnicas en la remodelacion de la funcion DAérgica

empleando injerto

Los ensayos clinicos previos en terapias de reemplazo celular mostraron que
ciertos injertos pueden restaurar la funcion dopaminérgica estriatal (93). Freed et al., (94)

describieron la supervivencia de los trasplantes realizados y la generacién de un alivio
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sintomatico adecuado en algunos pacientes durante méas de una década despues de la
operacion. Asi mismo, Doi et al., (95) publicaron que las células iPS eran beneficiosas
como tratamiento para la PD. Sin embargo, las iPS poseen una alta capacidad mutacional,
un hecho que pone en cuestionamiento la viabilidad del uso en humanos (96). Por otra
parte, las iPS estarian relacionadas con problemas relacionados con la capacidad para
corregir la excitabilidad celular en tejidos como el corazon, el envejecimiento celular
rapido y la desdiferenciacion celular; de hecho, todavia no es segura la implantacién de

iPS en ciertos tejidos (97).

1.6. Materiales grafenicos y NGLC “Nanocristal glass carbon nanotube”
como candidatos para soportes celulares: empleo como neuroprotesis

El grafeno fue aislado y caracterizado en profundidad por primera vez por
Novoselov y Giem, laureados con el premio Nobel de Fisica en el afio 2010. A raiz de
este descubrimiento (98), han sido muchos los estudios sobre la biocompatibilidad de éste
en modelos in vitro y en modelos animales in vivo (99). Algunas formas alotrdpicas,
como grafeno, nanotubos, nanofibras (100), fullerenos, carbono amorfo, se consideran
potenciales andamios para la regeneracion celular (101-104), revisado por Rodriguez-

Losada y Aguirre (105,106).
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1.6.1. ¢ Qué es el grafeno?

El grafeno es una forma alotrépica del carbono, al igual que son el diamante o el
grafito (107). El aspecto més revolucionario del grafeno esté en su estructura, siendo un
material nanométrico bidimensional, consistente en una sola capa de atomos de carbono
fuertemente cohesionados mediante enlaces que presentan hibridacion sp? y dispuestos
en una superficie uniforme, ligeramente ondulada, con una estructura semejante a un
panal de abejas por su configuracion atomica hexagonal. (véase Figura 7, reproducida por
Liuetal., (108)). En 1986, Boehm y colaboradores emplearon el uso de la palabra grafeno

para nombrar a las l&minas individuales de grafito, revisado por Dreyer et al., (109).
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Figura 7. Estructura de Grafeno, Figura recuperada de Liu et al., (108).
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Tal como describen Menéndez y Blanco (110), aunque el término grafeno hace
referencia a un “hidrocarburo aromatico policiclico infinitamente alternante de anillos de
solo seis atomos de carbono”, actualmente en la literatura dicho término se aplica a
agrupaciones de varias laminas de grafeno, refiriéndose a grafeno monocapa, bicapa o
multicapa (menos de 10 capas), con propiedades diferentes y de gran interés para el
desarrollo de nuevos materiales. La estructura del grafeno es precursora de otras formas

de carbono como son, los fullerenos, los nanotubos y el grafito (véase Figura 8).

Los materiales grafénicos poseen una combinacion de propiedades Unicas, lo que
los hace susceptibles de ser aplicados en el campo de la biomedicina. En primer lugar,
hay que destacar su biocompatibilidad, ya que pueden ser empleado para el cultivo de
modelos animales, como de lineas humanas (111), asi como la biocompatibilidad
demostrada en inyecciones directas de Oxido de grafeno en modelos animales en
cantidades bajas y medias de concentracion (112). Una de las caracteristicas méas
importantes a nivel bioldgico es su capacidad bactericida sin afectar al DNA humano

(113).

El grafeno propiamente dicho, al ser una capa de un &tomo de carbono de espesor
es un material transparente (114), lo que lo convierte en un material muy atractivo para

su uso como injerto ocular o de tejido (115).

El grafeno es un material muy duro (116) y tiene una resistencia mecanica cien

veces superior al acero (42N/m grafeno vs 0.40 N/m acero) por lo que puede soportar
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deformaciones del 10%, gracias a esta capacidad de deformarse podria acoplarse a tejidos

no regulares.

Igualmente, es un excelente conductor eléctrico y térmico, propiedades muy
interesantes para la generacion de andamiajes de tejido nervioso o cardiaco (117).
Ademas, tiene una gran capacidad de absorcion de moléculas (118) por lo que es en un

material adecuado para la generacién de chips de proteinas 0 DNA, o sondas de DNA

/IRNA etc. (119).

GRAFENO EN MULTICAPA NANOTUBE DE CARBONO FUTBOLENO, BUCKYBOLA

Figura 8 Estructuras derivadas de grafeno.
Recuperado de Lloyd-Hughes y Jeon, DOI: 10.1007/s10762-012-9905-y
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1.6.2. Obtencion del grafeno

Existen dos tipos de metodologias existentes para obtener grafeno:

) Las metodologias top-down que implican la “separacion” de las capas de
grafeno de estructuras tipo grafito ya existentes (el grafito esta compuesto de
muchas capas de grafeno).

En este grupo se engloban: exfoliacion micromecanica, exfoliacion quimica a través

de la oxidacién del grafito, exfoliacion electroquimica y exfoliacion/reduccién

térmica (120, 121).

i) Las metodologias bottom-up, que depositan capas de grafeno sobre
determinados sustratos empleando hidrocarburos como fuentes de carbono.
En este grupo se engloban: CVD (chemical vapor deposition), conversion
quimica de CO-, apertura de CNTs (carbon nanotube), descarga de arco,
autoensamblado de surfactantes, crecimiento epitaxial sobre SiC y métodos

solvotermales.

En la actualidad son numerosos los trabajos en los que se emplea la ruta quimica a partir
del grafito para obtener numerosos materiales grafénicos (desde éxido de grafito a 6xido
de grafeno y materiales parcial o totalmente reducidos, lo que ofrece una amplia variedad
de materiales con estructuras y propiedades quimico-fisicas diversas, haciendo

susceptibles de aplicacion en diversos campos de investigacion (122, 123).
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1.7. Qué es el “Nanocristal glass carbon nanotube”, NGLC

ElI NGLC es una forma de carbono amorfo formado por nano-cristales de carbono.
Estos nano-cristales tienen hibridacion sp? y pueden formar fragmentos de diversos
tamafios tipo fullereno, orientados aleatoriamente en funcién de la temperatura del
procedimiento de sintesis empleado (veéase Figura 8) (124-126). Sin embargo,
visualizadas en conjunto estas estructuras muestran una apariencia vitrea que combina
propiedades tan interesantes como la estabilidad a altas temperaturas, la extrema
resistencia a la corrosion quimica, alta dureza, baja densidad, asi como alta
impermeabilidad a gases y a liquidos (125,126). Asimismo, estas peliculas delgadas de
carbono amorfo son capaces de poseer la propiedad de transparencia, igual que las
peliculas de grafeno y con un espesor similar a los grafenos de pocas capas mediante el
procedimiento de pirolizacién (accién del calor) de una resina fotorresistente (127). Este
material, por sus cualidades, ha sido empleado para realizacion de implantes neuronales
flexibles de sensores de dopamina (128). Del mismo modo que el grafeno, los NGLC se
caracterizan por disponer de una superficie especifica excepcional debido a su alta

densidad (129). Es caracteristico que los nanocristales embebidos dentro de las matrices
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de carbono amorfo, pueden ser inductores de un fuerte paramagnetismo atribuida a la
presencia de un momento magnético en los bordes de la capa de grafeno (130). Una de
las ventajas por las cuales empleamos el NGLC para este estudio es el hecho de que es
mas facil de manipular y visualizar, ademas su proceso de produccion favorece su
capacidad de reproduccion. Igualmente, el NGLC permite la delaminacién parcial de las

peliculas de carbono similares al vidrio (131).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Esta memoria de tesis se enmarca en la corriente regenerativa neuronal. EL
objetivo fundamental es generar unas condiciones microambientales dptimas, in vitro,
con fines de reemplazo de tejido dafiado dopaminérgico. Para lograr este fin, se pretende
encontrar un material que favorezca la diferenciacion y el crecimiento de neuronas
DAérgicas.

La principal hipotesis de estudio se basa en que el establecimiento de este
microambiente iddneo debe proporcionar no solo las células de reemplazo, células madre
neuronales o neuronas adultas de sustitucion, sino también los factores inductores de la
diferenciacion dopaminérgica, y ademas un sistema de soporte o andamiaje celular que
permita la funcionalidad y capacidad neuronal y donde se favorezcan los procesos de
neurodiferenciacion para las células de sustitucion a neuronas DAérgicas.

Asi pues, esta hipotesis parte del hecho que ese soporte fisico debe ser ademas
biocompatible a largo plazo, en definitiva, un facilitador de la funcion neuronal,
reproducible o escalable a nivel industrial para la aplicacion biomédica. Es por ello, que
se han elegido materiales idoneos, que contengan carbono en su estructura, como son los
materiales grafénicos y el nanocrystaline glass-like carbon (NGLC) cuyas caracteristicas
fisicoquimicas les confieren la capacidad de facilitar el desarrollo y la neuroproteccién
de neuronas DAérgicas para ser empleadas en modelos de Parkinson. Esta hipotesis, se
ampara en estudios previos con el uso del 6xido de grafeno mostrados en la introduccion,
donde observa un aumento de neurogénesis en células progenitoras neuronales entre otros

trabajos (132-139).
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Se plantean las siguientes cuestiones:

(1) Si estos materiales estudiados podrian ser adecuados para ser empleados a modo
de protesis neuronales, por tanto, si pudieran ser biocompatibles en cultivo celular
durante un largo periodo de tiempo sin provocar procesos aberrantes como

procesos neoplasicos.

(i)  Si estos materiales pudieran favorecer el desarrollo de neuronas DA maduras, asi
como la funcionalidad neuronal entendida como un proceso de comunicacién

sinaptica.

(iif) Y, por otro lado, se cuestiona si estos materiales pudieran proteger a las células

DAérgicas del ambiente citotoxico de la PD.

Para abordar estas cuestiones cientificas y estudiar el efecto real que producen los
diferentes materiales grafénicos evaluados, asi como el NGLC, se empleara una linea
celular embrionaria estable (SN4741) que podria proporcionar informacién real tanto en
la biocompatibilidad, como en la diferenciacion y funcionalidad. Esta linea celular, por
sus caracteristicas propias comparte caracteristicas embrionarias y dopaminérgicas, es
decir, posee la concomitancia para alcanzar el fenotipo dopaminérgico. Ademas, al tratase
de un tipo clonal, SN4741, podria permitir conocer si los materiales estudiados facilitan

o no la diferenciacién neuronal.

A partir de la hipdtesis formulada, los objetivos planteados son los siguientes:

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883

NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM 35



P SERS,

*@ﬁ; UNIVERSIDAD
W5 DE MALAGA
Doras

2

Objetivo General: estudiar la biocompatibilidad de los materiales graféncios (GO,
PRGO, FRGO) asi como NGLC. Y analizar el posible efecto biologico que
pudieran tener sobre la linea celular embrionaria SN4741 en relacion con los procesos de
proliferacion, diferenciacion y funcién o disfuncién neuronal, asi como la posible
capacidad neuroprotectora de los materiales cuando se reproduce in vitro las condiciones

oxidativas del Parkinson.

Para poder alcanzar este objetivo general, se desarrollaran los siguientes objetivos

especificos:
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Objetivo especifico relativo a los diferentes materiales grafénicos: GO, PRGO y
FRGO:

1. Estudiar la biocompatibilidad de dichos materiales en las células SN4741,
mediante ensayo de MTT y marcadores de citometria de flujo de vitalidad y
mortalidad:

1.1. Efecto biocompatible de los materiales en polvo (GO-p: PRGO-p
y FRGO-p) a partir de los cuales se conformaran laminas(films) que

se emplearan como soporte.

1.2. Efecto biocompatible de las peliculas de los diferentes materiales
(GO-f; PRGO-fy FRGO-f).

2. Estudiar la citoarquitectura celular y cambios morfoldgicos ocasionados por el
cultivo con estos materiales.

3. Estudiar la disfuncion celular bioenergética que pueda provocar cualquiera de los
compuestos analizados como sustrato de andamiaje.

4. Estudiar la funcionalidad neuronal de los diferentes materiales grafénicos tanto en
polvo como en forma de pelicula.

5. Estudiar el efecto sobre la diferenciacion dopaminérgica de los diferentes
materiales grafénicos tanto en polvo como en forma de pelicula.

6. Awveriguar el efecto sobre la maduracion neuronal DAérgica de los diferentes
materiales grafénicos tanto en polvo como en forma de pelicula.

7. Estudiar la capacidad neuroprotectora de los diferentes materiales grafénicos tanto
en polvo como en forma de pelicula mediante andlisis de acumulacion de a-Syn
empleando rotenona como estresor y analisis del marcador de actividad neuronal
cFos como marcador de funcionalidad neuronal cuando las células son cultivadas

con el estresor y los materiales.
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Objetivo especifico para el material de carbono amorfo NGLC:

1.

Estudiar efecto biocompatible del NGLC en polvo mediante MTT en las células
SN4741, mediante ensayo de MTT y marcadores de citometria de flujo de
vitalidad y mortalidad.

Estudiar la capacidad de adherencia celular, la citoarquitectura celular y cambios
morfolégicos ocasionados por el cultivo con NGLC.

Estudiar funcionalidad mediante analisis de proteinas relacionadas con el ciclo
celular, proliferacion y senescencia.

Estudiar capacidad neurodiferenciadora y de maduracion mediante el analisis de
los marcadores para célula DA madura y funcional.

Estudiar si la rugosidad o el espesor de las ldminas de NGLC que se relaciona
con caracteristicas eléctricas, tienen algin efecto o cambio potencial en el
comportamiento, maduracion, funcionalidad o crecimiento de las células
SN4741.
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Resumen (ver Anexo I11)

M. I. Metodologia empleada y descrita para el estudio de los efectos de los diferentes

materiales grafénicos

M.1. Sintesis de materiales grafénicos
M.2. Cultivo de células dopaminérgicas embrionarias: SN4741
M.2.1. Anélisis del tiempo que tarda una célula SN474
en duplicar su numero en cultivo
M.2.2. Cultivo de células SN4741 sobre los diferentes
materiales grafénicos en forma polvo y pelicula
M.3. Anélisis de la Viabilidad Celular de células SN4741 en exposicion a los
diferentes materiales grafénicos
M.3.1. Determinacion mediante ensayo de MTT
M.3.2. Determinacién mediante ensayo de Necrosis
M.3.3. Determinacion de la disfuncion bioenergética
M.3.3.1 Parametros valorados en el ensayo de
disfuncion bioenergética
M.4. Analisis de la influencia de los diferentes materiales grafénicos sobre
los mecanismos proliferativos
M.4.1. Ensayo de loduro de Propidio
M.4.2. Ensayo de Bromodeoxiuridina (BrdU)
M.4.3. Ensayo de Western-blot para determinacion de
proteinas relacionadas directamente con el ciclo
celular: proliferacion, quiescencia y senescencia
M.5. Anadlisis de la influencia de los diferentes materiales grafénicos sobre
los mecanismos de diferenciacion y maduracion DAérgica
M.5.1. Ensayo de Western-blot para la determinacion
de proteinas implicadas en la diferenciacién vy
maduracion DAérgica
M.5.2. Ensayo de Inmunofluorescencia
M.5.3. Ensayo de expresion génica de genes
implicados en la diferenciacibn y maduracion
DAérgica
M.6. Disfuncion Neuronal
M.6.1.Estudio de la capacidad/habilidad neuroprotectora
de los diferentes materiales grafénicos: analisis por
Western-blot de a-Syn y c-fos en tratamientos con
Rotenona
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M.11. Metodologia empleada y descrita para el estudio de los efectos de NGLC

M.7. Sintesis de NGLC
M.8. Cultivo de células SN4741 expuestas a NGLC
M.9. Ensayo de la viabilidad celular

M.9.1. Ensayo de la viabilidad celular y metabolismo de
células SN4741 en exposicion a NGLC mediante ensayo de
MTT

M.9.2. Ensayo de la Viabilidad Celular de células SN4741
en exposiciéon a NGLC (en forma de polvo y pelicula)
mediante ensayo de viabilidad y citotoxicidad
LIVE/DEAD®

M.10. Ensayo de Western-blot para el estudio de proteinas implicadas
en la proliferacion y la diferenciacion celular

M.11. Evaluacion de la capacidad de las peliculas de NGLC para la
diferenciacion y maduracién celular como andamio a largo plazo en
cultivo: técnica de inmunofluorescencia

M.111. Analisis Estadistico
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M.1. Metodologia empleada y descrita para el estudio de los efectos de
los diferentes materiales grafénicos

M.1. Sintesis de materiales grafénicos

El 6xido de grafeno (GO) fue sintetizado por la empresa Abalonyx AS (Oslo,
Norway), siguiendo protocolos estandarizados y recogidos en la literatura (140).

El GO se obtuvo a partir de grafito natural, siguiendo una modificacion del método
de Hummers y Offeman (141), empleado el permanganato de potasio como agente de

oxidacion.

Procedimiento
El GO se lavd con HCI para evitar la precipitacién de manganeso como MnO. y

a continuacion fue centrifugado para formar una pasta acuosa.

La pasta fue mezclada con NaCl, y se seco de tal forma que al disolver el NaCl se
obtuvo un andamio de GO en forma de pelicula.

Las peliculas fueron usadas sin tratamiento térmico adicional para obtener una
pelicula GO, o bien se calentaron a 300C en aire (en atmdsfera de N2) para reducir
parcialmente el GO (PRGO), o se trataron a una temperatura de 1100°C en aire (en
atmosfera de N2) para obtener GO completamente reducido (FRGO) en forma de polvo
o pelicula o microescamas (producto de las peliculas trituradas).

Para la determinacion de la quimica superficial de las peliculas se empleé la

espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS) a alto vacio ademas del empleo de la
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microscopia electrénica de barrido convencional y ambiental (SEM) para el estudio de la

morfologia de los materiales, realizado en el Centro INA (Zaragoza, Espafia).

Tabla 1. Materiales grafénicos empleados en la presente memoria de tesis

Acroénimo Compuesto Acronimo Compuesto
Oxido de Grafeno en Oxido de Grafeno en forma de
GOp GO f
polvo pelicula/film
Oxido de Grafeno Oxido de Grafeno Parcialmente
PRGO p Parcialmente Reducido PRGO f Reducido en forma de
en polvo pelicula/film
Oxido de grafeno Oxido de grafeno totalmente
FRGO p totalmente reducido en FRGO f reducido en forma de
polvo pelicula/film

*Nota aclaratoria:

En este documento de Tesis se empleara el término anglosajon film para designar las peliculas o
laminas de material empleado. El término de microescamas, define a las peliculas trituradas
cuya microestructura difiere del polvo empleado para su fabricacion.

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883 43
NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM



M.2. Cultivo de células dopaminérgicas embrionarias denominadas

SN4741

Las células dopaminérgicas SN4741 fueron aisladas de ratones transgénicos
embrionarios por el grupo de Son et al.,1993 (142). Siendo su enclave para la obtencién
la SN, estos autores describen el modo de mantenimiento general de las células. Para los
desarrollos experimentales se emplearon estas condiciones normales de cultivo como

referencia estandar para el desarrollo experimental.
Procedimiento

Las celulas SN4741 se mantuvieron a 5% de CO2 en atmosfera himeda en medio
de cultivo, que consistio en DMEM (Gibco) a 4,5¢/L de D-Glucosa al 10% FBS 6 FCS,
y suero fetal de vaca o cabra (Fetal bovine serum; Fetal calf serum, Gibco) previamente

inactivado a 37°C toda la noche o empleado 1 hora a 56°C.

El medio de cultivo se suplement6 con los antibidticos penicilina y estreptomicina
(50 U/ml) y L-glutamina (2mM) y 1M piruvato sddico. Las placas de cultivo (Corning,

Fisher) que se emplearon no requirieron de tratamiento adicional.

Previamente al uso a nivel experimental, las células cultivadas fueron analizadas
para detectar la presencia de micoplasmas en contacto con las células empleando kit para
la deteccion (Cell Culture Contamination Detection Kit C7028, Thermo Fisher Scientific,

USA).
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M.2.1. Andlisis del tiempo que tarda una célula SN4741 en duplicar su

ndmero en cultivo

Para conocer el tiempo que tarda una célula SN4741 en doblar su nimero y
emplear este dato para poder establecer el nimero inicial de células que son sembradas
en funcidn de la superficie de los soportes empleados, se estimo el tiempo de doblaje de
las células SN4741. Este paso fue fundamental para evitar la confluencia celular en corto
periodo de tiempo por exceso de nimero de células sembradas, asi como para conocer los
efectos de un cultivo de bajo numero de células sembradas para comprobar si se
ralentizaban los procesos metabolicos. Para poder observar el efecto celular que
provocaban los materiales empleados, fue necesario obtener células activas
metabolicamente, pero sin disparar la confluencia celular. Se sembraron 20000 células en
placas de cultivo de 12 pocillos, y se realiz6 una cuantificacion a tiempo 0 (t=0); a las 24
horas se cuantificaron las células de manera sucesiva durante 1 semana (t=1 hasta t=7).
Las células se cuantificaron en un contador electronico modelo Coulter Z2 (Coulter
Electronics). Los datos fueron analizados empleando el programa Doubling time

(http://www.doubling-time.com/), donde se obtuvo el tiempo medio de doblaje celular tras

realizarlo en tres experimentos independientes, segin la ecuacion formulada a

continuacion (143).

Duracion * log(2)

Tiempo duplicado =
Log(concentracion final)-log (concentracién inicial)
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M.2.2. Cultivo de células SN4741 sobre los diferentes materiales

grafenicos en forma de polvo y pelicula

Las células control y células tratadas, con los diferentes materiales grafénicos
tanto en polvo (GO-p, PRGO-p, FRGO-p) como en peliculas (GO-f, PRGO-f, FRGO-f),
fueron cultivadas en medio de cultivo estandar (normal).

Se realiz6 un seguimiento y registro para analizar los efectos que a nivel
morfoldgico y celular genero el tratamiento con los materiales estudiados.

En este primer paso experimental, se pone de manifiesto si el material empleado
genera algun cambio morfoldgico visible a microscopia que pudiera indicar un proceso
de diferenciacion o, por lo contrario, un proceso de aberracion celular o muerte por

toxicidad.

Procedimiento

Los materiales grafénicos en forma de polvo fueron pesados y disueltos en medio
de cultivo a la concentracion de Img/ml y posteriormente se emplearon para los diferentes
experimentos en un rango de concentracion conocido.

Para poder emplear correctamente los materiales graféncios en forma de pelicula
se trituraron a tamafio de microescamas por encima de un rango de 5-10 pm?, con el fin
de evitar el proceso de genotoxicidad asociada a nanoparticulas de materiales grafénicos

de pequefio tamafio por debajo de las 5 pm? (144,145).
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Se trataron con radiacion ultravioleta a una longitud de onda de 185 nm durante
15 minutos con el fin de confirmar la ausencia de cualquier contaminacion biologica en
la muestra derivada de su manipulacién (146). Después de dos semanas de tratamiento
se tomaron fotografias y se analizaron los cambios morfoldgicos comparandolos con
células SN4741 cultivadas en las mismas condiciones, pero sin material grafénico, en un
tiempo respuesta entre el dia 1 y el dia 30 de cultivo.EIl analisis de los efectos
morfoldgicos que pudieran derivarse de la exposicion de las células a los materiales
grafénicos evaluados, a una concentracion conocida de 50 pg/ml en contacto con las
células SN4741 fueron registradas mediante microscopio invertido, modelo TE2000-U

unido a una cdmara Nikon DS5MC empleando el microscopio Zeiss LSM700.

M.3. Andalisis de la viabilidad celular de células SN4741 en

exposicion a los diferentes materiales graféenicos

M.3.1. Determinacion mediante ensayo de MTT (Bromuro de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)

a) Fundamento, breve descripcion metodoldgica

El ensayo de MTT (Roche, catadlogo 11 465 007 001) se basa en la capacidad que
tiene la mitocondria de reducir la sal MTT (tetrazolium) en un compuesto reducido de
formazano, mediante la accion de la succinato deshidrogenasa y otras reductasas

citosolicas (véase Figura 9, donde se representa de manera esquematizada el proceso).
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Figura 9. Esquema de funcionamiento de MTT. La figura muestra esquematicamente
como actla el MTT, transformandose en formazan por actuacion mitocondrial, dando
lugar a un cambio colorimétrico de amarillo a violeta. (Imagen de elaboracion propia).

Este proceso tiene como consecuencia, la liberacion de formazano de MTT,
visualizado en las células como pequefias acumulaciones de sal de color violeta. Cuando
se disuelven estas sales producidas por las células mediante un disolvente organico
(isopropanol: HCI o SDS) el cambio colorimétrico muestra la actividad celular. Con lo
que es posible medir el cambio de colorimetria mediante un espectrofotometro a lectura

de densidad 6ptica de 540 nm.

b) Procedimiento experimental
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Se sembraron células SN4741 a una densidad conocida (Tabla 2) para cada tiempo
respuesta de 24 horas, 3, 7 y 15 dias en medio de cultivo normal en una placa de 96

pocillos (Thermo Fisher Scientific).

Tabla 2. Densidad de siembra celular analizada tras el estudio de doblaje celular

Densidad Celular Dias de cultivo Placa de Cultivo
1.75 10° células /cm? 24 96
6.7 10* células/cm? 3 96
6.7 10* células/cm? 7 96
3.3 103 células /cm? 15 96

Las células fueron tratadas con los materiales grafénicos (GO-p, PRGO-p; FRGO-
p; GOf, PRGO-f, FRGO-f) a una concentracion de 1, 5, 10, 20, 50, 100, 500 y 1000 pg/mi
en medio de cultivo esencial DMEM sin fenolftaleina en condiciones normales. Para
desarrollar la curva de concentracion se utilizaron soluciones stock de los materiales
grafénicos tanto en polvo como en pelicula, de 2 mg/ml en medio DMEM sin
fenolftaleina. Se emplearon triplicados por cada experimento (intraensayo) y al menos se

realizaron tres experimentos de manera independiente (interensayo).
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En cada experimento se contempl6 usar un control negativo, el cual consistio en
células SN4741 sin tratamiento con GO y un control positivo, como control de células no
viables que se fundamentod en células SN4741 cultivadas y tratadas con Triton x-100 al
10%. Para el anélisis se realizd una normalizacion de los datos en funcion de los

resultados obtenidos del control negativo.

M.3.2. Determinacion mediante ensayo de necrosis

Se dispuso del kit LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Assay (ThermoFisher
Scientific, referencia L3224), para determinar el namero de células vivas que habian
captado la Calceina AM a 488 nm de longitud de onda, siendo detectadas por el detector
en verde que es donde emite la Calceina AM. Ademas de manera simultanea se pueden
visualizar las células no viables tanto necréticas como apoptéticas, mediante el marcador
Etidium homodimero-1, que muestra la integridad de la membrana plasmatica.
Posteriormente, empleando la citometria de flujo, se pudieron discriminar las dos

poblaciones celulares cuantificando el total de células vivas y muertas o no viables.
Procedimiento experimental

Se cultivaron una densidad de 2.4 x 10* células/cm? de SN4741 en placa de cultivo
de 24 pocillos (Corning) empleando medio de cultivo normal con DMEM sin

fenolftaleina. Posteriormente tras 12 horas de cultivo se renovo el medio de cultivo y a
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continuacion se afiadieron los tratamientos: GO-p, PRGO-p; FRGO-p; GO-f, PRGO-f,
FRGO-f, controles positivos (Triton x-100 al 10%) y control negativo (sin tratamiento).
Se empled una curva de calibracion de 1, 5, 10, 20, y 50 pg/ml. Se utilizo el citometro
BD Accuri™ para la recogida de los datos y el anélisis de las muestras. Para el anlisis

se realiz6 una normalizacion de los resultados en funcién del control negativo.

M.3.3 Determinacion de la disfuncion bioenergética

El anélisis de disfuncion bioenergética se realizé mediante el analizador Seahorse
XF €24 que tiene la capacidad de medir de manera simultanea el flujo de protones que
son derivados de la glucolisis y la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial denominada
OCR (“oxygen consumption rate”), lo cual establece un balance que proporciona un perfil

bioenergético de células vivas.

El analizador Seahorse tiene como ventaja la capacidad de detectar cambios en la
funcion metabdlica en tiempo real, proporcionando una ventana en los primeros eventos

del cambio metabdlico que permiten ser registrados.

En este analisis, se emplea Rotenona y Antimicina A, como inhibidores de la
cadena transportadora de electrones dentro de la mitocondria, en concreto el complejo |
y Il de la cadena transportadora de electrones (Figura 10). Ademas, se emplea la

oligomicina que inhibe el complejo V de la ATP sintetasa y el FCCP (carbonil cianida-
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Figura 10. Cadena transportadora de electrones mitocondrial. Imagen
inspirada en https://www.agilent.com/en/products/cell-analysis/seahorse-xf
(Imagen de elaboracién propia, N. Rodriguez-Losada).

MATRIZ MITOCONDRIAL I
H+

M.3.3.1. Parametros valorados en el ensayo de Disfuncidn Bioenergética

medidos en el en SeaHorse

I.- Consumo de Oxigeno (“Non-mitochondrial Respiration Oxygen consumption”)
procedente de la respiracién no mitocondrial, se emplea como pardmetro para medir
aquella respiracién que persiste a pesar de estar bloqueado el complejo 1y 111 debido al

efecto de la Rotenona y Antimicina A.
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Il.- Respiracion Basal por consumo de Oxigeno (“Basal Respiration Oxygen
consumption”) muestra la demanda energética de la célula en condiciones basales. En
concreto mide el oxigeno utilizado en satisfacer la demanda celular de ATP y resultante
de la fuga de protones mitocondriales. Es decir, este parametro fue empleado para
comprobar la demanda celular de ATP que es resultante de la fuga de protones

mitocondriales (H+, Figura 10).

I1l.- La Tasa de Respiracion Maxima (“Maximal Respiration”), se define como la tasa
maxima de consumo de oxigeno que la célula puede lograr cuando es agregado el

desacoplador de electrones FCCP.

El FCCP, actia imitando una demanda de energia que estimula la cadena
respiratoria para que funcione a la méxima capacidad de demanda. Como consecuencia,
se genera una rapida oxidacion de los sustratos como azUcares, grasas 0 aminoacidos, 1os

cuales cumplen con las necesidades metabdlicas.

IV.- Capacidad de reserva respiratoria (“Spare Respiratory Capacity”), s una medida
que indica la capacidad que posee la célula para responder de manera activa a la demanda

energética, mostrando la capacidad o flexibilidad de la célula a dar esta respuesta.

V.- Ratio de produccion de ATP (“ATP Production rate”), €S un parametro que mide el
ATP producido por las mitocondrias para satisfacer las necesidades energéticas de la
celula. Y para ello se empleo oligomicina, tratamiento que inhibe el ATP sintetasa, con

la finalidad de medir la disminucién en la tasa de consumo de oxigeno que experimentd

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883

NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM 53



¢ UNIVERSIDAD
DE MALAGA

la célula. Se represento la porcion de la respiracion basal que se estaba utilizando para

impulsar la produccion de ATP.

VI.- Fuga de H + (Proton) (“H + (Proton) Leak”), midi0 la respiracion basal no acoplada
a la produccion de ATP. La fuga de protones podria ser un signo de dafio mitocondrial o

podria usarse como un mecanismo para regular la produccion mitocondrial de ATP.

Procedimiento

Se empled la ratio del consumo de oxigeno (Oxygen consumption rate (OCR))
para medir la actividad metabdlica de las células mediante el analizador Seahorse XFe24
Extracellular Analyzer (Agilent). Las células fueron sembradas en las placas de 24
pocillos, XFe24Cell Culture Microplates (Agilent), a una densidad de 1.8 10° células/cm?.
Transcurridas 12 horas de la siembra, las células fueron lavadas con XF Medio Basal
(Agilent) que contenia 25 mM glucosa, 4 mM glutamina, y 1 mM piruvato sodico.
Posteriormente las placas se incubaron durante una hora a 37°C en ausencia de COz previo
al inicio del desarrollo experimental. Se realizaron 4 medidas basales para desarrollar el
experimento antes de la adiccién de 1 uM de oligomicina, 0.6 uM de FCCP y 1 uM
actinomicina-A, y 1 uM de Rotenona (Rot). Se realizaron tres medidas entre las diferentes
inyecciones de los farmacos. Dentro del protocolo disefiado para la toma de datos, en cada
ciclo, se tomaron las mediciones tras un tiempo de mezcla de 3 minutos, y uno de espera

de 2 minutos. Posteriormente, la adquisicion de los datos se tom¢ tras 3 minutos. Los
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datos se normalizaron con respecto al contenido de proteinas de las células obtenidas por

el ensayo de Bradford (Bio-Rad).

M.4. Analisis de la influencia de los diferentes materiales

grafenicos sobre los mecanismos proliferativos

M.4.1. Ensayo de loduro de Propidio

a) Fundamento del ensayo, breve descripcion

El ioduro de propidio (IP), es un marcador que tiene afinidad por el material
genético nuclear, porque se intercala entre la molécula de ADN, de manera inespecifica.
Este marcador emite una sefial a una longitud de onda de excitacion/emision méxima de
A= 536/617 cuando se une al ADN. Esta sefial puede ser detectada por el citdbmetro de
flujo, en el detector FL-2 (Forward-scattered Light 2 Area). El detector de FL-2 de ADN
emite una sefial recogida por el equipo que muestra la cantidad de ADN obtenida por cada
célula que pasa de manera independiente por el citometro de flujo. Como resultado, se
genera un diagrama que representa la cantidad de ADN que hay en la fase G1/G0 cuando
la célula no ha entrado todavia en fase de division celular, y por tanto su ADN no esta
amplificado; la fase S de sintesis de ADN y la fase G2/M de mitosis celular, donde se
observa un incremento del ADN de doble cadena producto de la duplicidad de este. El

citometro permite hacer ventanas “gates” y seleccionar cada fase del ciclo celular dando
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un porcentaje relativo de sefial emitida por el detector. Para poder tefiir adecuadamente el

material genético, se emplea etanol al 70%, Triton x-100 y RNasas.

b) Procedimiento experimental

Las células SN4741 fueron crecidas en una densidad inicial de 1 x 10* células/cm?,
y permanecieron bajo el tratamiento con los diferentes materiales grafénicos, control
positivo y negativo durante 3 y 7 dias en cultivo respectivamente. Transcurrido este
tiempo se subclonaron las células, empleando Tripsina/EDTA (0,25%) (Thermo Fisher
Scientific) durante 2 minutos en incubador celular. A continuacion, se centrifugaron
durante 5 minutos a 800 rpm y se resuspendieron en PBS (phosphate buffer saline, tampén
de solucion salina, Gibco), Posteriormente, se fijaron con etanol al 66% en hielo durante
2 horas, se lavaron y se incubaron con 0,25% de Tritdn X-100 durante 30 minutos.
Finalmente, se incubo la solucion de IP 50 pg/ml en PBS y RNasa 100 pg/ml (Thermo
Fisher Scientific) en PBS, durante 30 minutos en incubacién a 37 °C en oscuridad. La
reaccion fue leida en un lector Becton Dickinson FACsort en el canal FL-2 (con una
excitacion del laser de 488 nm). El ciclo celular y las fases de distribucion fueron
determinadas mediante citometria de flujo (Dako cytomation) y empleando el programa
Summit v4.3.02. Los datos mostrados fueron normalizados empleando la muestra control

sin tratar.
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M.4.2. Ensayo de Bromodeoxiuridina (BrdU)

a) Fundamento, breve descripcion

El ensayo de BrdU, se basa en la incorporacion de BrdU en vez de timidina en la
cadena de DNA, de tal manera que durante la sintesis de DNA que se requiere para la
mitosis celular, la célula incorpora nucledtidos para sintetizar nuevas cadenas de DNA
para la amplificacion del material genético. Una vez que la célula incorpora la molécula
de BrdU, es posible reconocerla empleando un anticuerpo anti-BrdU. Para ello, es
fundamental favorecer el acceso del anticuerpo al nucleo de la célula y la estrategia se
basa en una fijacion con Etanol que favorece la fijacion nuclear y la permeabilizacion del

nucleo, mediante el &cido clorhidrico y una solucién tensoactiva como el Triton X-100.
b) Procedimiento experimental

Las células SN4741 fueron cultivadas sobre cubreobjetos para cultivo celular, a
una densidad de 1.3 x 10*células/cm? durante 3 dias; a una densidad de 4 x10° células/cm?
para 5y 7 dias en placa de 13mm en ausencia y presencia de los materiales grafénicos

(GO; PRGO; FRGO en polvo and pelicula) a una concentraciéon de 50 pg/ml.

Se trataron las células con 10 uM de BrdU durante 4 horas, y posteriormente
fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos. Se lavaron con 70% de
etanol durante 20 minutos y con 4N HCI durante 2 minutos. Finalmente, las células fueron

bloqueadas usando un 2% de suero de caballo.
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El anticuerpo primario anti-raton BrdU (Sigma-Aldrich) fue incubado a 1:75
durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron lavadas

durante 3 veces con PBS con incubaciones intermedias de 10 minutos.

El anticuerpo secundario anti-raton FITC (488 nm) fue usado a una concentracion
de 1:500. Los cubreobjetos fueron montados en gel de montaje (Flourescent Mountain
gel, Agilent-Dako) y visualizados en microscopio de fluorescencia modelo Zeiss
LSM700 con cédmara TE200-UNikon DS5MC (Servicios Centrales, Universidad de

Malaga).

M.4.3. Ensayo de Western-blot para determinacion de proteinas
relacionadas directamente con el ciclo celular: proliferacion,

guiescencia y senescencia

a) Fundamento del ensayo, breve descripcion

De manera resumida, la técnica de western-blot o inmunoblot
(inmunotransferencia), consisten en una separacion electroforética de las proteinas en
funcién de su tamafio eliminando el gradiente idnico de las proteinas (147). Paraello, se
emplean soluciones como el agente tensoactivo, el dodecilsulfato sédico (SDS,
M=288,38) y el agente reductor como ditiotreitol (DTT, Mr=154,25) o B-mercaptoetanol

(2-mercaptoetanol, M, =78,13). Cuando las proteinas se disponen en un campo eléctrico
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con diferencia de potencial eléctrico, todas ellas migran hacia el polo positivo permitiendo
distinguirlas mediante peso su molecular. A su vez, se emplea un “Ladder” una escalera
de proteinas, que establece un peso molecular conocido con lo cual es posible extrapolar
el peso molecular del Ladder de proteina al peso concreto de cada proteina. Para conseguir
la separacion adecuada de las proteinas desnaturalizadas y cargadas negativamente, se
requiere de una matriz que permita su migracion en funcién de su tamafio. Para ello, se
emplea un agente de reticulacion, la poliacrilamida, esta estd compuesta del monémero
acrilamida (CsHsNO; M;= 71,08) y del dimero de la bisacrilamida
(N,N'metilenbisacrilamida (C7H10N2O2; M= 154,17)). El gel se constituye de la
combinacion de ambas, acrilamida:bisacrilamida mediante su polimerizacion (Malke,
Maniatis y Sambrook, 1989,147). La polimerizacion, se genera principalmente por a la
adiccion de amoniopersulfato (APS, N2HsS20s; M, = 228,2) como iniciador, asi mismo
el TEMED  (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (CsHisN2;M; =116,21))  como
propagador de la polimerizacion del gel.

El porcentaje de acrilamida:bisacrilamida varia en funcién de las necesidades
experimentales, en el desarrollo experimental de esta tesis se ha empleado un porcentaje
de 1:29. Igualmente, porcentaje de concentracion del gel fabricado esta relacionado con
el tamafio del poro por el cual migraran las proteinas estara en funcion del tamafio de
proteinas que el desarrollo experimental requiera separar, en este caso particular, el gel
de resolucion empleado para las proteinas analizadas en esta tesis requirié ser de un

porcentaje de acrilamida:bisacrilamida del 10% (147). EI medio acuoso que favorece la
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migracion proteica se compone de soluciones tampon como TrisHCL/Glicina (Tris
(hidroximetil) aminometano (C4H1:NO3; M, = 121,14); acido aminoacético (C2HsNO;
M; =75,07)) y a la presencia de SDS (C12H2sNaO4S; M, =288,38).

Una vez separadas las proteinas por migracion, las proteinas se transfieren, a una
membrana (PVDF o nitrocelulosa) que permite la hibridacion con anticuerpos
especificos. Este proceso se realiza mediante un “sandwich” que permite la migracion
proteica, donde a través de una diferencia de potencial eléctrica se consigue una
migracion de las proteinas desde el polo negativo (gel) hacia el polo positivo (membrana).
Esta transferencia se consigue mediante el empleo de una solucién que contiene un
componente tampon (Tris-HCL/Glicina) que contiene sales y metanol, como agente
transferente.

Tras el bloqueo de la membrana, se procede a la hibridacion con los anticuerpos
primarios especificos y los secundarios que se encuentran unidos a un enzima
quimioluminiscente como la peroxidasa de rabano picante (HPR, horseradish peroxidase)
o la fosfatasa alcalina (AP) que cuando son excitados mediante un sustrato que desprende
una sefial luminosa, la cual puede ser recogida en una pelicula fotografica, o bien, por un
equipo fotografico especifico para su captacion (Thermo Fisher), estos sustratos son
capaces de excitar desde femtogramos a picogramos (ELC sustrate-West Pico Plus,

Thermo Fisher).

b) Procedimiento experimental
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Tanto las células control como las ceélulas SN4741 tratadas con GO y los
diferentes subtipos (a una concentracion de 50 pg/ml) fueron cultivadas en placas de
pocillos de 90 mm durante 3 y 7 dias a una densidad de 5,3 x 10° células/cm? y

2,4x103células/cm? respectivamente.

Las células se lavaron dos veces con PBS (1X) y se lisaron usando 100 pL de
tampén RIPA (Thermo Fisher) con inhibidores de proteasas (1% NP - 40, 0,5% de
desoxicolato de sodio, 0,1% de SDS, 100 mU/ g/ ml de PMSF, 30 mU | / ml de aprotinina
y ortovanadato de sodio 1 mM). Los lisados celulares, se recogieron mediante raspado,
se transfirieron a tubos de microcentrifuga, se pasaron a través de una aguja de calibre 21
y se centrifugaron a 16000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Los lisados, (un total de 40ug),
se calentaron a 95°C durante 5 minutos en tampon Laemmli 1x (Sigma-Aldrich) y luego
se analizaron por electroforesis en gel de dodecil sulfato de sodio y poliacrilamida (147)
(SDS-PAGE, TGX™ Staining -Free Fast Cast™, Biorad) 10% a un voltaje de 15V/cm

por 1 hora.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF para inmunotransferencia
y se incubaron durante 4 horas a temperatura ambiente en el tampdn de bloqueo, que
contenia leche en polvo desnatada al 5% en tampon TBS (Tween-20 al 0,1% en TBS al
0,1%). La incubacion con los anticuerpos especificos para deteccion se realizd de la
siguiente manera. Primero, el anticuerpo primario contra P27-Kip (27 kDa, Abcam) se

incubd a 1:5000 a temperatura ambiente durante 2 horas.
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Los anticuerpos primarios siguientes fueron incubados toda la noche a 1:1000 y
una temperatura de 4°C: el anticuerpo ciclina E (50 kDa, Abcam) que se corresponde con
una proteina que inicia el proceso de division celular en el ciclo celular. Ademas, se utilizo
la PH3-Serl0 (20 kDa, Abcam), una proteina de union a la cromatina que marca la
transicion de la fase de sintesis a la fase G2 del ciclo celular. Igualmente se empleo el
anticuerpo gKI167 (Millipore, 360kDa), una proteina que marca de manera especifica la
mitosis, es decir la fase G2 del ciclo celular, el anticuerpo PCNA (36 kDa, Abcam)
aparece expresada en la fase del ciclo celular G2 / M y la proteina SP30 (30 kDa, Santa

Cruz) que esta involucrada en procesos senescentes.

Para todos los casos se empled B-actina (42 kDa, Sigma) que permite la
normalizacion de la cantidad de proteina total. La deteccion de proteinas se realiz6 con

los anticuerpos secundarios correspondientes (1:10000) diluidos en el tampdn de blogueo.

Las sefiales, de emision de los anticuerpos acoplados, fueron detectadas con
sistemas ECL (Thermo-Fisher, Rockford, EE. UU). Las imagenes y la cuantificacion de
las bandas se analizaron utilizando Image Lab 4.0.1 y el programa Fiji / ImageJ en tres

experimentos diferentes.
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M.5. Analisis de la influencia de los diferentes materiales grafénicos

sobre los mecanismos de diferenciacion y maduracion DAérgica

M.5.1. Ensayo de Western-blot para la determinacién de

proteinas implicadas en la diferenciacion y maduracion DAérgica

Procedimiento experimental

Las células SN4741 a una densidad de 2,4 x 10° células / cm? se trataron con los
diferentes materiales en estudio (GO-p; PRGO-p; FRGO-p; GO-f; PRGO-f; FRGO-f) a
una concentracion de 50 pg/ml durante un periodo de 21 dias. Las células sin tratar se
cultivaron durante 7 dias. Se realizaron los experimentos en placas de cultivo de 60 mm.
La deteccidn de proteinas se realiz6 con anticuerpos primarios diluidos en tampon de
blogueo: anti-TH (60 kDa; Nobus biolédgicos), anti-DAT (80 kDa; clon DAT-Nt,
Millipore), anti-sinaptobrevina (13 kDa; clon 69.1, Synaptic Systems Gotinga,
Alemania), anti-sinaptofisina (38 kDa; Sinaptofisina, clon SY38, Chemicon) y anti-
GIRK2 (48 kDa; Nobus bioldgicos). Todos los anticuerpos primarios (1:5000) se
incubaron a 4°C durante la noche en un agitador y luego se agregd el anticuerpo
secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de rdbano (1:10000) diluido en
tampon de bloqueo. Se detectaron sefiales con sistemas ECL (Thermo-Fisher, Rockford,
EE. UU.). Las imagenes y la cuantificacion de las bandas se analizaron con el programa

NIH Fiji-ImageJ (148).
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M.5.2. Ensayo de Inmunofluorescencia

a) Fundamento del ensayo, breve descripcion

En resumen, el ensayo de inmunofluorescencia es una técnica que se basa en la
deteccion de antigenos mediante anticuerpos especificos. Para poder detectarlos se
emplea un anticuerpo que lleva conjugado un fluorocromo (F), por lo que donde exista
unién especifica antigeno-anticuerpo se encontrara la deteccion de una sefial especifica,
que puede ser recogida por un detector (véase Figura 11 explicativa del ensayo). El
método para detectar la sefial varia segun el ensayo, pero el fundamento es el mismo. Los
métodos que emplean microscopia de fluorescencia se realizan mediante la excitacion del
F unido a un anticuerpo. La excitacion del F genera una absorciéon de energia a una
determinada longitud de onda especifica (espectro de excitacion), y cuando las moléculas
del F regresan a su estado de relajacion emiten una sefial de menor energia y de mayor
longitud de onda (espectro de emision). Esta sefial es visible segun el espectro de emision
del F, que sera observada por el experimentador en un microscopio convencional de
fluorescencia de color rojo, verde, azul, violeta, amarilla (etc.), y esto dependera del tipo
de F que seréa elegido dependiendo del desarrollo experimental (FITC, Alexa-fluor 488:
luz emisidn verde; Rodamina, Alexa-fuor 555: roja, DAPI: azul; GFP:proteina verde
fluorescente, etc.). La microscopia de fluorescencia confocal permite la lectura de una
muestra en una dimension de densidad y espesura determinada ya que el laser empleado

para detectar la sefial realiza un barrido en toda la densidad “Z” determinada por el
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experimentador. EI método que emplea la lectura de células individualizadas, fijadas o
vivas, es el citometro de flujo. La citometria de flujo emplea el mismo fundamento, pero
en este caso las células deben de ser individualizadas antes de su lectura, dando
informacién de la complejidad celular y del tamafio. Los métodos cromatograficos de
fluorescencia permiten el empleo de esta tecnologia a traves de un soporte fisico, y la
deteccion se realiza en solucion liquida (suero, plasmas, sobrenadantes).
Comercialmente, hay anticuerpos primarios que directamente estan unidos a un F, por lo
que no se requiere de un anticuerpo secundario unido a éste (inmunofluorescencia
directa). Estos anticuerpos estan ampliamente empleados en citometria de flujo. O bien,
se emplean anticuerpos primarios especificos de epitopos que se conjugan con
anticuerpos secundarios con un F que reconoce a los primarios (inmunofluorescencia
indirecta). Esta segunda opcidn permite jugar con los F y sus distintas longitudes de onda

para detectar diferentes sefiales en una misma muestra.
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Anticuerpo secundario unido a F

Reconoce al anticuerpo primario que ha sido
originado en un organismo mamifero: rata,
ratdn, caballo, cabra,mono, etc.

Anticuerpo primario
Reconoce al antigeno que va a detectar de
marea especifica

soporte

Figura 11. Esquema modelo de la reaccion de inmunomarcaje especifica.
Inmunofluorescencia indirecta (esquema de elaboracion propia).

b) Procedimiento experimental

Las células SN4741 tratadas los diferentes materiales fueron incubadas y crecidas

sobre cubreobjetos, a una densidad de 2,4 x 10° células / cm? durante 21 dias.

Las células control no tratadas se fijaron en el dia 7 in vitro, debido a que a partir

de una semana de cultivo las células alcanzan su confluencia maximay empiezan a morir.

La fijacion celular se realizé con paraformaldehido al 4% (p/v) (Sigma-Aldrich)
en PBS 0,1 M y pH 7,4 durante 20 minutos, y posteriormente se enjuagd tres veces con

PBS y se permeabilizé con 0.1% Triton X-100 en PBS. Seguidamente, las células se
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bloquearon con suero de cabra normal al 5% (NGS, Invitrogen) en PBS con BSA al 3%
(Invitrogen). Los anticuerpos primarios se usaron a una concentraciéon de 1:100 en PBS

con BSA al 3% durante la noche a 4°C.

Se usaron los siguientes anticuerpos: conejo anti-Tirosina Hidroxilasa (TH, Nobus
bioldgicos), raton anti-Tuj-1 (beta-I11 tubulina 1, Promega), cabra anti-GIRK2 (canal de
potasio rectificador interno regulado por la proteina G 2 proteina, Abcam), rata anti-DAT

(transportador transmembrana DA, Millipore).

Después de la incubacion, las células fueron lavadas en PBS con Tween-20 al
0,1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios (Alexa Fluor
488 cabra anti-ratén o Alexa Fluor 555 cabra anti-conejo), fueron incubados durante 2

horas 1:500 a temperatura ambiente en PBS con 3% de BSA.

Las células fueron lavadas durante 1 hora en PBS con Tween-20 al 0,1% y después
se tifieron con DAPI (marcador de nucleo, Sigma-Aldrich) a 1:200 durante 15 minutos a
temperatura ambiente. El analisis del coeficiente de colocalizacion para la microscopia
de fluorescencia para cuantificar las interacciones de proteinas se realizd utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson (PCC) utilizando el programa Fiji-ImageJ plugin
Col2 (149). Laregion de interés (ROI) para el analisis de colocalizacion se utilizo después
de un proceso de desconvolucion para reducir el fondo (150) de todas las imagenes

confocales (Zeiss Confocal). Con el fin de reducir el fondo aleatorizado, se evalu6 el
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coeficiente de costes en todos los analisis (complemento Colo2) confirmando que la

correlacion entre las proteinas no dependia de artefactos.

M.5.3. Ensayo de expresion génica de genes implicados en la

diferenciacion y maduracion DAérgica

a) Fundamento del ensayo, breve descripcién

El ensayo de expresion génica contempla el aislamiento de material genético
(ARN mensajero, 6 secuencias de ADN complementario, ADNc) y la amplificacion de
una secuencia especifica empleando pequefias secuencias complementarias a modo de
cebadores. La reaccion es desarrollada por una enzima polimerasa (Tag-polimerasa,
Biorad) que trabaja sobre la secuencia de ADN a unas temperaturas concretas (la enzima
empleada en este estudio trabajé a 42 °C). Por tanto, empleando ciclos de temperatura de
desnaturalizacion y enfriamiento, se activa la enzima polimerasa y se amplifican
secuencias especificas. Actualmente, los equipos a tiempo real permiten la deteccion in
situ mediante el empleo de sondas unidas a sefializadores fluorescentes (sondas Tagman,
Applied Biosystems) o mediante moléculas que emiten una sefial fluorescente cuando se
unen a doble cadena de ADN (SYRBgreen, Roche). Cuando se amplifica la secuencia de
un transcripto que dara lugar a una proteina, ese ARN mensajero o transcripto debe de

ser retrotranscripto a ADN nuevamente para que la Tag-polimerasa pueda desarrollar la
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reaccion PCR. Las enzimas que retrotranscriben denominadas retrotranscriptasas inversas
(superscript Reverse Transcriptase, Invitrogen) amplifican a temperaturas préximas al

cuerpo humano, por ejemplo, 40°C, y generan el ADNCc.

b) Procedimiento experimental

Las células SN4741 fueron sembradas a una densidad de 2,4 x 10 células / cm?
en pocillos de 60 mm por triplicado durante 2 semanas en condiciones normales y se
trataron materiales grafénicos usando una concentracion de 50 pg/ml a largo plazo en
cultivo (21 dias). Las células incubadas en condiciones normales sin grafeno durante 7

dias fueron empleadas como control negativo.

Laextraccion de ARN y la RT-PCR para obtener el ADNc correspondiente a partir
de 200 ng de ARN se llevaron a cabo utilizando el kit RNase (Qiagen) y la Superscript
Reverse Transcriptase (Invitrogen) y Oligo (dT) 16 (Promega, Madison, EE. UU). Se
establecieron las siguientes condiciones de incubacion y ciclos, como muestra en la Tabla

3, este protocolo desarrollado en termociclador (Applied Byosystems):
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Tabla 3. Ciclos empleados para RT-PCR

TEMPERATURA Tiempos
Ciclos
(°C) (minutos)
25 10 1
42 60 1
70 15 1
4 0

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa a tiempo real (RT-
gPCR) se realizd utilizando un sistema de PCR en tiempo real AB 7500 (Applied
Biosystems). La amplificacion se realiz6 segin lo recomendado por los fabricantes (ver
Tabla 4) utilizando 20 pL de la mezcla de reaccion con 10 pL de SYRB Green | Universal
Taq Mix (Roche Diagnostic, Suiza), 0.25 UM de cebadores apropiados y 2 L de ADNCc.
Se utilizaron las siguientes secuencias de cebadores mostrados en la Tabla 5. Cada
experimento de RT-gPCR fue realizado por triplicado para el analisis de cada gen. Los

datos fueron analizados conforme lo descrito por Pfaffl et al., (151).
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Tabla 4. Ciclos empleados para RT-qgPCR (PCR cuantitativa, “quantitative PCR”)

Tiempo
TEMPERATURA (°C) Ciclos
(segundos)
Activacion Enzimética, (Holding
95 600
Stage)
95 15 40 ciclos, amplificacién
5560 60 (Cycling Stage)
95 10
60 60
Curva de Fusion, (Melt Curve Stage)
95 15
60 15
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Tabla 5. Secuencias cebadoras

Gen Secuencia FW (orientacién 5°-3") Secuencia RW (orientaciéon 5°-3")

Pitx3 5-TTCCCGTTCGCCTTCAACTCG-3’ 5 -GAGCTGGGCGGTGAGAATACAGG-3

Limx1b 5-GGCACGAGGAGTGTTTGCAGT-3 5-GTTTGCAGTACAGTTTCCGATCC-3

Limxla 5-TTGCACTCTCGCACA-3’ 5 -GCCTGCTTGCCGAAT-3’
5’_
Tujl b-11-
CCATTCAGAGTAAGAACAGTAGTTA 5- GGATGTCACACACCGCTACCTT-3
Tubulina
CT-3
5'_
Th 5"- CAGAAAATCACGGGCAGACAGTA-3
GCTGGAGGATGTGTCTCACTTCTT-3
Dat/Slc6a3 5"-GCCATGTACCCCAGGAAGGA-3’ 5-CTACCGTCTTCGTGAGGCAT-3’
5- CAGCTCCGATTTCTTAACTCCAG-
Nr4a2/Nurr 5 - GGTGAGGTCCATGCTAAACTTGA-3
3
5 - GAGAAACCTGCCAAGTATGATGA-
Gadph 5 - AGACAACCTGGTCCTCAGTGTA-3

3
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M.6. Disfuncion neuronal

El entorno micromolecular donde las neuronas DA estdn afectadas por la
enfermedad del PD, es un microambiente seriamente dafiado donde el potencial de estrées
oxidativo esta incrementado, y por tanto, en este entorno fisiopatoldgico, los materiales
grafénicos deben de responder a la pregunta de si ellos potencian este ambiente
neurotdxico disfuncional, que incrementa, por ejemplo, los niveles de a-Syn, o por el
contrario, si son capaces de conferir a las células cierta proteccion y, por lo tanto,
disminuir dichos niveles. Para responder a estas preguntas se ha ideado la siguiente

metodologia experimental descrita a continuacion.

M.6.1. Estudio de la capacidad/habilidad neuroprotectora de los
diferentes materiales grafénicos: analisis por Western-blot de a-

sinucleina y c-fos en tratamientos con rotenona

Se cultivaron las células SN4741 para todas las condiciones a una densidad de
2x10% células / cm? durante 7 dias. Posteriormente, las células se trataron con rotenona
1,2 uM (Rot) en DMSO al 0,1% durante 24 horas como se describié previamente por
Rodriguez-Losada et al., (25). La expresion de a-Syn se midié mediante Western-blot
usando un anticuerpo monoclonal de a-Syn (clon Syn S211 peso molecular: 18 KDa;

Thermo Fisher) y c-Fos (peso molecular de aproximadamente 62 kDa descrito pero
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previsto alrededor de 46 kDa; Abcam) como marcador involucrado en la regulacion de la

actividad de genes con actividad y funcion neuronal y neuroplasticidad (152).

M.I1. Metodologia empleada y descrita para el estudio de los

efectos de nanocrystalline glass-like carbon (NGLC)

M.7. Sintesis de NGLC

a) Fundamento del ensayo, breve descripcién

El NGLC, es considerado un buen ejemplo de material de carbono desordenado
con hibridacion sp? Su produccion fue desarrollada por R. Guzméan de Villoria
(Investigador Principal, Universidad de Salamanca) y P. Romero del IMDEA Materiales
(Madrid, Espafa). EI NGLC se utiliz6 en forma de peliculas delgadas transparentes con
diferente grado de espesor controlado para el cultivo de células embrionarias DAérgicas.
En concreto, se estudio la influencia del espesor de las diferentes ld&minas producidas
sobre las condiciones bioldgicas o funcionales de las células cultivadas. Este
procedimiento, al contrario de la obtencion de GO, PRGO y FRGO, es un procedimiento
optimizado especificamente para esta tesis, por tanto, el protocolo para su obtencion se

detalla a continuacion.
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b) Procedimiento obtencidn de peliculas delgadas de NGLC

Las peliculas delgadas de NGLC fueron producidas siguiendo el protocolo
publicado previamente por Romero et al 2016 (120). Las peliculas de NGLC fueron
derivadas de la sintesis controlada por depdsito quimico en forma de vapor a presion
atmosférica (CVD) en ldaminas de cobre a partir de las cuales también se obtuvo polvo de
NGLC. El proceso de CVD consistié en la descomposicion térmica de una fuente de
carbono (CzH4) a 850°C sobre una lamina de cobre (22 x 60 mm?) en una atmdsfera
controlada de argon e hidrdgeno. Se emplearon tres composiciones de gases diferentes
para obtener diferentes peliculas de NGLC con diferentes espesores controlados (valores
en sccm, Ar / H2 / C;H4 = 500/20/20, 300/120/120 y 0/70/70 correspondientes a ~5 nm,
20 nm y peliculas de 80 nm de espesor).

Posteriormente, se transfirieron las peliculas de carbono sintetizado a polimero de
polimetacrilato de metilo (PMMA) diluido en anisol (495 PMMA Resists, Microchem).
Para ello, se realizd previamente una distribucién homogénea de 0.5 ml de PMMA en la
parte superior de la pelicula de “carbono/ ldmina de cobre” usando una pipeta desechable
de plastico. Se dejé secar al aire (12 horas) para evaporar el disolvente y se repitio el
proceso 2 veces mas.

Este proceso dio como resultado un espesor de pelicula de PMMA de 20-40 pm.
Luego, el sistema de “PMMA/ pelicula de NGLC/ cobre” se coloco en un bafio de acido
(disolucidn estandar de cobre, Alpha Aesar) para disolver la ldmina de cobre. EI PMMA

se coloco en el fondo y se sumergio totalmente en el bafio acido. Se reemplazé todo el
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acido disolvente de cobre por uno nuevo, y después de 2 horas se dejo sumergido durante
24 horas. La pelicula de “material de carbono 0 NGLC/ PMMA?” resultante se limpio
eliminando el acido disolvente de cobre con agua desionizada, reemplazando el agua 5
veces. A continuacion, se limpid en el bafio de agua desionizada durante 24 horas.
Posteriormente se tomd la muestra (con la pelicula de carbono mirando hacia arriba y la
pelicula de PMMA hacia abajo) y se atrap6 con una pelicula transparente limpia (PVC
A4 180 um CE011880E) dejando secar durante 24 horas. Finalmente, se cortd la muestra
en una superficie de ~8x8mm?, empleando una cuchilla.

Para poder llevar a cabo la evaluacion del efecto del PMMA y la rugosidad del
cobre, se prepararon dos muestras de referencia. EI primer paso fue la preparacion de la
muestra de “PMMA/cobre” siguiendo el proceso de transferencia descrito anteriormente,
usando una muestra de cobre en bruto que no se habia introducido en el reactor CVD
(proceso de pelicula sin carbono).

También fue preparada una muestra de cobre siguiendo el mismo proceso de
sintesis de CVD para hacer crecer una pelicula de NGLC pero con una composicion de
gas diferente (Ar/H2/C2H4 =1000/20/0sccm) (pelicula de carbono tratada térmicamente).
Al no eliminarse ningan hidrocarburo durante el proceso de CVD, esta muestra de
"pelicula de carbono tratada térmicamente™ no tenia un NGLC encima, pero imitaba la
aspereza del cobre producida durante el proceso de CVD, y corresponderia a la muestra
control. Por otro lado, se obtuvo polvo de NGLC como material para testar la

citotoxicidad y potencial genotoxicidad de las células en contacto con este material.
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¢) Produccion de polvo de NGLC

La produccion de polvo de NGLC fue realizada mediante un CVD sobre una
lamina de cobre enrollada (10x30 cm?) empleando una concentracion de gas de Ar / Hz /
C2H4 = 100/20/20 durante 60 minutos.

El CVD resultante fue consecuencia de la deposicion de una pelicula de carbono
de ~ 300 nm de espesor. Para producir la dispersion de polvo de NGLC, se introdujo una
pelicula de NGLC de 300 nm de espesor depositada sobre cobre en un bafio de etanol.
Mediante la accion de ultrasonidos de alta energia (1 minuto, 40% de amplitud y 1 pulso
por segundo, Vibra-Cell 500 W) la pelicula fue separada y rompiéndose en forma de
escamas 0 copos. Posteriormente se analizaron las peliculas de NGLC por microscopia
electronica de transmision (JEOL JEM 3000F), tanto las peliculas como el polvo por
microscopia electronica de barrido (EVO MAL5, Zeiss) y la espectroscopia Raman con
laser verde Nd: YAG (532 nm, Jasco, NRS-5100).

Los materiales fueron comparados con una lamina comercial de grafeno de alta
pureza depositada en una oblea de silicio (Graphenea, Espafia). La topografia de la
superficie del compuesto de pelicula “NGLC/ PMMA” se caracterizd por microscopia de
fuerza atobmica (AFM) en condiciones ambientales (Park XE150). Las imagenes se
adquirieron en modo "sin contacto” (PPP-NCHR, Park System) con un punto de ajuste
de la punta de aproximadamente ~ 30-40 nm y amplitudes entre ~ 25-45 nm con una
velocidad de exploracién de 0.50 Hz. Las imagenes obtenidas (512x512 pixeles y areas

de 10 um?) se procesaron y analizaron utilizando el programa XEI (version 1.7.1).
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M.8. Cultivo de células SN4741 expuestas a NGLC

El cultivo de SN4741 sobre las peliculas de NGLC o en contacto con el polvo, se
realiz6 en un rango de concentraciones de 1, 5, 10, 20 and 50 pg/ml con el fin de conocer
el efecto citotoxico y neurodiferenciador del polvo en disolucion. Previamente a su
empleo en cultivo, las peliculas y los polvos de NGLC se irradiaron con radiacion
ultravioleta a una longitud de onda de 185 nmy se confirmaron la ausencia de micoplasma
en el cultivo empleando un kit comercial para ello.

Las celulas se cultivaron en las peliculas con tres diferentes espesores de 5nm,
20mm y 80nm. Se desarroll6 un seguimiento de la evolucién morfoldgica de las células
mediante microscopia invertida empleando TE2000-U unida a una camara Nikon
DS5MC y un microscopio Zeiss LSM700. Se empled un tiempo respuesta de 24 horas
posteriores hasta los 30 dias de cultivo para la determinacion de los efectos de NGLC.
Para ello, se emplearon células control sin tratar y para las peliculas se emplearon unas
peliculas sin el carbono amorfo pero que reproducian el tratamiento termal y la rugosidad

de la pelicula.
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M.9. Andlisis de la viabilidad celular

M.9.1. Ensayo de la viabilidad celular y metabolismo de células SN4741

en exposicion a NGLC mediante ensayo de MTT

Para medir la activacion del metabolismo celular en la viabilidad, las células
SN4741 se expusieron a diferentes concentraciones de nanoflakes de NGLC. Los
controles consistieron en células cultivadas sin NGLC. Los tratamientos se aplicaron por
triplicado a las 24 horas, 3 y 7 dias a concentraciones de 0 pg/ml (control), 1 pg/ml,
5ug/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml y 50 pug/ml. En todos los casos, se us6 una solucién madre
(2mg/ml) en medio esencial sin fenolftaleina. Las microescamas se suspendieron en
DMEM a la concentracion de stock (2 g / ). Los experimentos se realizaron en placas de
96 pocillos (Corning) utilizando 2500 células por pocillo cultivado en DMEM
suplementado con 10% de penicilina estreptomicina FCS (1000 U / ml) y se incubaron a
37°C en CO2 humidificado al 5%. El analisis de MTT se realiz6 siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Roche, ensayo del kit MTT) utilizando un control
positivo con 10% de tratamiento con Triton X-100 (15 minutos) y un control negativo sin
Triton X-100 ni NGLC. La reaccion se ley6 usando un lector de luminiscencia BioTek a
una longitud de onda de prueba de 570 nm con una longitud de onda de referencia de
630nm. El andlisis de viabilidad se consider6 como una tasa de viabilidad: 100 - (control
positivo de muestra con Triton X-100 (10%) x 100% como se describid previamente en

el protocolo de Roche para el ensayo de viabilidad MTT.
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M.9.2. Ensayo de la viabilidad celular de células SN4741 expuestas a
NGLC mediante ensayo de viabilidad y citotoxicidad LIVE/DEAD® en

pelicula y en polvo

Para este analisis, se emplearon las células SN4741 cultivadas en multipocillos (6
pocillos, Corning) (150000 células por pocillo) con microflakes de NGLC a la misma
concentracion (1-50 pg/ml) en el ensayo MTT, realizandose el experimento por
triplicado. Después de 24 horas, 3y 7 dias de cultivo, las células se procesaron siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Las células tefiidas se contaron por citometria de flujo
utilizando el programa BD Accuri TM para el analisis. Ademas, se realizaron estudios de
microscopia de inmunofluorescencia in vivo de células cultivadas en microflakes de
NGLC, para validar la técnica. Las imagenes se obtuvieron utilizando una microscopia

invertida TE2000-U unida a una cdmara Nikon DS5MC y un microscopio Zeiss LSM700.

M.10. Ensayo de Western-blot para el estudio de proteinas implicadas

en la proliferacion y la diferenciacion celular

La deteccion de proteinas fue realizada empleando los anticuerpos primarios contra el
antigeno nuclear de células proliferativas anti-conejo policlonales (PCNA) (1:5000) y la
anti-tirosina hidroxilasa policlonal de conejo (TH, Sigma-Aldrich) (1:1000). Los

anticuerpos primarios se incubaron a 4°C durante la noche en un agitador con anticuerpo
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conjugado con peroxidasa de rabano picante (1:10000) diluido en tampdn de bloqueo. Se
detectaron sefiales con sistemas ECL (Thermo Fisher, Rockford, EE. UU.). Las imagenes

y la cuantificacion de las bandas se analizaron utilizando el programa Fiji-ImageJ.

M.11. Evaluacion de la capacidad de las peliculas de NGLC para la
diferenciacion y maduracion celular como andamio a largo plazo:

técnica de inmunofluorescencia

Las células SN4741 fueron cultivadas en la parte superior de las peliculas de
NGLC (espesor de 5, 20 y 80 nm) durante 15 dias, y los controles se fijaron con
paraformaldehido al 4% (p / v) en PBS 0,1 M, pH 7,4 durante 20 minutos, enjuagados
tres veces con PBS y permeabilizados con 0.1% Triton X-100 en PBS. Las células se
bloguearon con suero de cabra normal al 5% (NGS, Invitrogen) en PBS en BSA al 3%
(Invitrogen). Se emplearon los siguientes anticuerpos: anti-Sinaptofisina (Sinaptofisina,
clon SY38, Chemicon) y anti-GIRK2 de cabra (proteina del canal 2 de potasio del
rectificador interno regulado por proteina G) (Abcam). Los anticuerpos marcadores
primarios se usaron a 1:100 en PBS con BSA al 3% durante la noche a 4°C. Después de
la incubacion, las células se lavaron en PBS Tween-20 al 0,1% durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios (Alexa Fluor 488 cabra anti-raton;

Alexa Fluor 555 cabra anti-conejo) se incubaron con células durante 2 horas a una
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concentracion 1:500, RT, en PBS con BSA al 3%. Las células se lavaron durante 1 hora
en PBS en Tween-20 al 0,1%, y finalmente, se tifieron con DAPI (marcador nuclear,
Sigma) a 1:200 durante 15 minutos a temperatura ambiente. El analisis del coeficiente de
colocalizacion para microscopia de fluorescencia para cuantificar las interacciones entre
proteinas especificas se realizo utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson,
mediante el programa de procesamiento de imagenes Fiji-ImageJ. El contador de células
totales (por nimero de marcaje nuclear, DAPI) en cada pelicula se realizd usando el
contador de particulas, Pluging Counter Particles; (Fiji-ImageJ, Schindelin et al., 2012,

148).
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M. I11. Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados como media + SD (desviacion
estandar, del inglés “standard derivation”). El mismo experimento fue repetido al menos
3 veces, excepto el ensayo del ciclo celular que se repitié 2 veces. Los datos obtenidos se
analizaron utilizando el programa de anélisis de datos GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA). Para la comparacion de la significacion estadistica entre dos
grupos, se emplearon las pruebas t de Student (después de la validacién de la
homogeneidad de la varianza mediante la prueba de Levene) para datos paramétricos. Se
uso la prueba de ANOVA de una via o dos vias, con la prueba post hoc de Fisher para
datos no paramétricos. El analisis del coeficiente de colocalizacion empleado en
microscopia de fluorescencia para cuantificar las interacciones de proteinas se realiz6
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, como describieron anteriormente Dunn
et al., (149), utilizando el programa Fiji-lmageJ. Se considerd estadisticamente
significativo a partir de un valor de p <0,05. Los datos se analizaron utilizando el
programa de analisis de datos GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). Los

datos se expresaron como la media + error estandar de la media (SEM).
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la proliferacion
R.12. Maduracion celular
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R.13.1. Analisis de la morfologia y la distribucion celular en

células cultivadas sobre peliculas NGLC
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R.l. Resultados empelando materiales grafénicos

R.1. Resultados acerca de la estructura y composicion quimica de los

diferentes materiales grafénicos

Los cambios en la morfologia de la pelicula de GO-f, de PRGO-f y FRGO-f se
muestran en la Figura 12A. Se observa se observan las corrugaciones tipicas de este
tipo de materiales, como consecuencia de su propio proceso de obtencion. En el
estudio morfoldgico de las laminas, no se observaron cambios evidentes con respecto
a la morfologia de las peliculas de PRGO-f y de FRGO-f. Sin embargo, se evidencio
como FRGO-f mostré pequefios puntos claros (menores de 10 nm de diametro) en la
superficie. Este fendmeno, pudiera ser producto de la temperatura de reduccion de la
pelicula FRGO-f, que es significativamente mas alta que la de la pelicula de PRGO-
f (1100C y 300 T, respectivamente). Por consiguiente, se pudieron haber formado

particulas de carbono u otras impurezas durante el proceso de reduccion.

Para evaluar la efectividad del proceso de reduccion y composicion de las
peliculas (Figura 12B), se analizé la relacion O 1s /C 1s obtenida mediante XPS (Pei
y Cheng, 2012). ElI O/C de la pelicula GO-f disminuyé de 0.37 a 0.19 cuando se
redujo a 300°C en argén (PRGO-f). Los datos mostraron que cuando la temperatura
de reduccion aumentaba a 1100C, la presencia de oxigeno disminuy6
significativamente a solo 0.04 O/C para FRGO-f (Figura 12B), que muestra la
efectividad de este proceso de reduccion. Para FRGO-f, se comprob6 igualmente
como la presencia de nitrégeno y azufre se habia reducido. Sin embargo, para todas
las peliculas, tanto el nitrdgeno como el azufre estaban por debajo de la concentracion

atdbmica del 1%.
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E3 GO-film PRGO-film && FRGO-film

Figura 12. Estructura y composicion de diferentes materiales grafénicos. (A) Micrografias
de microscopia electrénica convencional de barrido de las peliculasGO (GO-f), GO
parcialmente reducido (PRGO-f) y GO totalmente reducida (FRGO-f) a diferentes aumentos
(1000x, 10000x y 100000x). (B) Composicion quimica (atomo: at.%).
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R.2. Resultados relativos al efecto que los materiales grafénicos
ejercen sobre la morfologia celular y arquitectura en SN4741

Estos resultados muestran el efecto de los materiales evaluados sobre las
células SN4741 cuando son tratadas durante largo tiempo en cultivo (30 dias)
empleando una concentracion de 50ug/ml con los distintos sustratos (Figura 13).
Cabe sefialar que en el analisis morfolégico de las células control, no fue posible
registrar el seguimiento a largo tiempo en cultivo. Y esto fue debido a que su
comportamiento clonal inducia a las células a un proceso de proliferacion ilimitado,
hasta adquirir la confluencia celular. Este proceso dispar6 los procesos apoptéticos y
necréticos detonando la muerte celular y evidenciando un aumento progresivo de
cuerpos celulares en flotabilidad. Y, por tanto, el andlogo comparativo del cultivo
control vs cultivos con grafeno de células SN4741, en el mismo tiempo respuesta de
registro, seria con células deterioradas. Motivo por el cual, se tuvieron que emplear
registros de células control con 7 dias de cultivo para muestras control. Este hallazgo,
que evidenciaba los cambios morfoldgicos de las células mantenidas en placa,
mostrando procesos neuronales propios de neuronas adultas, fue el paso previo para
investigar y demostrar si realmente se favorecia o se inducian los procesos de
diferenciacion y de maduracion celular, por lo que las células dejarian de comportarse
como células tumorales (control) y madurarian a linaje neuronal DA cuando se tratan
con GO vy subtipos. En los ensayos por microscopia optica se pudo observar un

cambio en la morfologia y citoarquitectura en los cultivos con materiales grafénicos
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(Figura 13). Estos cambios estructurales se aproximaban a una morfologia cercana a
la de una neurona madura con producciones neuronales como son los botones
axonales al final de las terminaciones celulares, o un alongamiento del cuerpo
neuronal simil a las estructuras axonales. Ademas, se observaron procesos de
arborescencia similares a las estructuras presinapticas, para permitir incrementar los
contactos entre las células. En especial estos procesos fueron evidenciados en

cultivos donde se habia empleado PRGO y FRGO.

GO polvo (50pg/ml) PRGO polvo (50pg/ml) FRGO polvo (50pug/ml)

v 50um
2

Figura 13. Cambios observados empleando microscopia de campo claro y contraste, se muestra
los cambios morfoldgicos de las células SN4741 cuando han sido expuestas durante largo
tiempo (30 dias) a los materiales grafénicos (polvo y pelicula) y células control (7 dias, maximo
tiempo mantenidas en cultivo sin producir confluencia celular).
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Con respecto al cultivo de las células SN4741 directamente sobre GO-f,
PRGO-f y FRGO-f, se realizaron experimentos con marcaje fluorescente, ya que las
peliculas son opacas a la transmisién luminosa. Se empled la microscopia de
fluorescencia para observar si las células eran capaces de crecer adheridas o
integradas en las laminas de materiales grafénicos. Se utilizé el marcador nuclear
DAPI, para visualizar la presencia de los nucleos celulares (Figura 14). Los
resultados obtenidos por inmunofluorescencia demostraron que tanto el GO-f (14A),
PRGO-f (14B) como FRGO-f (14C) permitieron el crecimiento de las células. No
obstante, esta técnica permitié observar la citoarquitectura celular en las células
cuando se cultivaron con PRGO (14B) y FRGO (14C). El tratamiento con los
grafenos evidencid los procesos de orientacion celular (lamina de PRGO-f, 14B) y
organizacion arquitecténica en forma de matriz (lamina FRGO-f, 14C) que no

parecen responder a una organizacion randomizada sino por el contrario estructurada.
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A

células SN4741
sembradas sobre
lamina de GO-f

B

Cultivo de células
SN4741 sobre
laminas de PRGO-f

C

Cultivo de células SN4741
sobre laminas de FRGO-f

Figura 14. Cambios observados en la orientacion y en la arquitectura sobre materiales grafénicos.
Se muestra la disposicion de las células, cuando las células son cultivadas sobre GO-f (A),
PRGO-f (B) y FRGO-f (C) a modo de soporte celular (15 dias de cultivo).
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R.3. Resultados obtenidos del estudio de viabilidad celular

La Figura 15, muestra los resultados obtenidos de los ensayos de MTT, donde se
muestra la capacidad de las células SN4741 de metabolizar MTT vy transformarlo en
formazan. Los experimentos mostrados en las graficas describen la viabilidad medida por
espectrofotometria, en un rango de dosis-respuesta de 1 a 1000 ug/ml y con una
temporalidad de respuesta para los dias 3, 7 y 15. Los datos normalizados muestran el
incremento o descenso de la viabilidad en funcion del control SN4741 que no se mantuvo
con los materiales grafénicos.

Los resultados reflejaron como tras 3 dias con tratamiento los materiales
grafénicos, los cultivos mantenidos con una alta concentracion (500 y 1000 pg /ml) de
los mismos, redujeron la viabilidad celular en un 40-60% (*p <0.05). Sin embargo, a los
3 dias, la muestra con GO en polvo, mantuvo la viabilidad relativa mayor que el control
(150 % viabilidad frente al 100% del control) a 100 pg / ml (Figura 15A). Sin embargo,
en términos generales a concentraciones mas bajas (rango entre 100 y 1 pg/ml), la
mayoria de las condiciones reflejaron buena viabilidad (entorno al 80 y 100%).

A los 7 dias de cultivo celular con los tratamientos de materiales grafénicos
analizados, se observd un aumento general en la viabilidad celular en comparacion con
los cultivos de control sin material de grafeno. La viabilidad fue particularmente buena
con respecto al control del 90-150% (*p <0.05) para el GO-py PRGO-p a 100 a 5 ug/ml

(Figura 15B).
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A los 15 dias, se hallo que la mayoria de los sustratos aumentaron la viabilidad,
pero a diferentes concentraciones (Figura 15C). Se detectd un aumento significativo en
rango de 1 a 100 pg/ml para los tratamientos con GO-p, PRGO-f y FRGO-f (*p<0.05).
De manera extraordinaria se observo como el PRGO-p aumento la viabilidad relativa solo

a las concentraciones mas altas (1000 pg/ml) y més bajas (1 y 5 pug/ml).
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Figura 15. Efectos del tratamiento con materiales grafénicos sobre la viabilidad
celular de las células SN4741. (A) Ensayo MTT que muestra la viabilidad celular
relativa (%) después de 4 h (A), 7 dias (B) y 15 dias (C). Los resultados se normalizan
a las células sin tratamiento, representadas como una linea horizontal negra. Los datos
se expresan como media = DE, n = 3 experimentos (cada uno en determinaciones por
triplicado). * p <0,05 en comparacion con el control mediante ANOVA bidireccional.
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Para confirmar estos resultados, se realizaron medidas de viabilidad adicionales
con el marcador de Calceina-AM y se examiné la muerte celular usando el marcador de
Homodimero de Etidio 1, que se une al ADN solo en las células que han perdido la
integridad de la membrana plasmatica. Como control positivo, se emplearon las células
tratadas con Triton X-100 al 10%.

Los resultados derivados de este ensayo mostraron un mantenimiento preciso de
la viabilidad celular y la ausencia casi completa de muerte celular en el dia 7 en polvo o
pelicula GO (Figura 16), polvo o pelicula PRGO (Figura 17) y polvo o pelicula FRGO
(Figura 18) en un rango de concentraciones de 50 a 1 ug / ml, lo que subraya la excelente

biocompatibilidad de materiales grafénicos ensayados.
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Figura 16. Ensayo de vida / muerte celular, utilizando Calceina-AM (células vivas) y
Homodimero de Etidio-1 (células muertas), expresado como el porcentaje del nimero total
de células marcadas y cuantificadas por citometria de flujo en el dia 7. Las células se
cultivaron con GO y control para la normalizacion del experimento. Los controles positivos
C+ muestran los resultados tras tratamientos con Tritdn x-100 y los controles negativos C-
muestran las células sin tratamiento y cultivadas de manera convencional. Los datos se
expresan como medias + SD, n = 3. *** p <0,001; **** p <0,0001, en comparacién con el
control que usa ANOVA bidireccional.
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Figura 17. Ensayo de vida / muerte utilizando Calceina-AM (células vivas) y Homodimero de
Etidio-1 (células muertas) en PRGO tanto en su forma en polvo como en las peliculas. Los datos
se expresan como medias + SD, n = 3. *** p <0,001; **** p <0,0001, en comparacion con el
control gque usa ANOVA bidireccional.
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Figura 18. Ensayo de vida / muerte utilizando Calceina-AM (células vivas) y Homodimero de
etidio-1 (células muertas) en FRGO tanto en su forma en polvo como en las peliculas. Los datos
se expresan como medias + SD, n = 3. *** p <0,001; **** p <0,0001, en comparacion con el
control que usa ANOVA bidireccional.
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R.4. Proliferacion celular

R.4.1. Ensayo de ciclo celular

El andlisis de ciclo celular se realizé empleando el ensayo de yoduro de propidio
(PI, del inglés “propidium iodide”) mediante citometria de flujo a los 3 y 7 dias de
tratamiento con material de grafeno o en la muestra control sin tratar. Los resultados
evidenciaron que existia un patron diferente en las células tratadas con éxido de grafeno
y los subtipos en comparacion con las células control, que se relacionaba con la capacidad
proliferativa (cantidad de ADN duplicado) y con el proceso de division celular (sintesis
de ADN para iniciar la mitosis). Es decir, se observo como el GOy los diferentes subtipos
afectaban al desarrollo del ciclo celular de estas células tratadas con respecto al ciclo

celular de células sin tratar tanto a los 3 dias como a los 7 dias de tratamiento.

El analisis en el dia 3 del ciclo celular (Figura 19) revel6 que la mayoria de las
células SN4741 sembradas sobre los diferentes soportes/sustratos a una concentracién de
50 pg / ml se encontraban en la fase del ciclo en G2 /M (aumento de 2,5 veces, * p <0,05)
en comparacion con el control. Esto es, las células sembradas con los grafenos se hallaban
en pleno proceso ya de escision celular o de inicio, ya que el material genético habia sido
duplicado y la célula poseia el doble de cantidad de ADN como refleja la fase G2/M. Sin
embargo, las células control se encontraban en otra fase del ciclo celular, probablemente
en la fase de quiescencia GO/G1 o sintesis de ADN (fase S), por lo que se refleja en el

gréfico (Figura 19). Las células tratadas con 0xido de grafeno mostraron una disminucién

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883

NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM 98



. UNIVERSIDAD
DE MALAGA

significativa de 0.5 veces de la cantidad de ADN en la fase S, con respecto a las células
control, en los grafenos PRGO y FRGO (tanto en polvo como en pelicula, *p<0.05). No
obstante, se observé que GO en polvo, no origind un cambio significativo en la cantidad
de ADN detectada en ninguna de las fases del ciclo celular, por lo que su comportamiento
celular en relacién con la capacidad proliferativa no se vio afectada y se mantuvo igual

que las células control.

Bl GO polvo

Bm PRGO polvo

Bl FRGO polvo

B GO Film/microescamas
3 - Bl PRGO Film/microescamas
3 d ia s BB FRGO Film/microescamas

Numero de células
(relativo al control)

G1/GO S G2/M

Fases del ciclo celular

Figura 19. Efecto del tratamiento con materiales grafénicos (50 pg / ml) sobre la
distribucion del ciclo celular y la proliferacion de células SN4741. Porcentaje de células
en GO/ G1, Sy G2/ M. Los datos se expresan como media £ SD, n = 2 experimentos
(por triplicado). Anélisis estadistico: t-Student, muestra la significacion estadistica * p
<0,05 en comparacién con el control.
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En contraste, en el dia 7 la mayoria de las células se observaron en fase GO /G1 (aumento
significativo de 2.5 veces en comparacion con el control, * p <0.05), y se detecté una
reduccion en el nimero de células en G2 / M (0.5 veces en comparacion con la condicion
de control, * p <0.05), lo que sugiere que las células se detienen en GO/ G1. No obstante,
GO-p no mostro diferencias significativas en comparacion con el control en ninguna fase
a los 7 dias. Ademaés, GO-f y PRGO-f registraron un numero reducido de células en fase

S (Figura 20), lo que sugiere un papel adicional en la detencion del ciclo celular en GO/G1.

@l GO polvo

B PRGO polvo
2.5- 1 ®8 FRGO polvo
* * * % 7 dlas 0 GO Film/microescamas
W8 PRGO Film/microescamas
Bl FRGO Film/microescamas

Numero de células
(relativo al control)

GO0/G1 S G2/M

Fases del ciclo celular

Figura 20. Efecto del tratamiento con materiales grafénicos (50 pg / ml) sobre
la distribucion del ciclo celular y la proliferacion de células SN4741. Porcentaje
de célulasen GO/ G1, Sy G2/ M. Los datos se expresan como media + SD, n =
2 experimentos (por triplicado). Andlisis estadistico: t-Student, muestra la
significacion estadistica * p <0,05 en comparacién con el control.
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R.4.2. Ensayo de 5"-Bromo 2- deoxiuridina (BrdU)

La proliferacion celular también se examin6 mediante la incorporacion de BrdU
tratando a las células durante 4 horas, en un tiempo respuesta de 3, 5y 7 dias de
tratamiento con los diferentes materiales grafénicos. Los resultados mostraron que en el
dia 3, la incorporacion de BrdU disminuy6 significativamente (* p<0.05; **p<0,01) en
comparacion con el control (Figura 21.A). Esto fue particularmente pronunciado en
PRGO y FRGO tanto en polvo como en pelicula, ya que se evidencié un aumento
significativo en el dia 5 (Figura 21.B) y una disminucion posterior en la incorporacion de
BrdU en el dia 7 (Figura 21.C), lo que sugiere un fuerte efecto de PRGO y FRGO en

relacién con la disminucién de la proliferacion.
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R.4.3. Analisis de proteinas relacionas con el ciclo celular

Para confirmar los resultados anteriormente visualizados y entender mejor el
proceso de mitosis alterada por los materiales grafénicos, se examinaron los niveles de
proteinas involucradas en el ciclo celular por el ensayo de inmunotransferencia por
Western blot, (Figura 22A) y se cuantificaron las expresiones de intensidad de banda de

cada proteina Ki67, Ph3, Ciclina E, SP30 y P27 (Figura 22B).

Los resultados mostraron que el analisis de la proteina Ki67, un marcador de
proliferacion degradado en GO/G1 y que aparece de manera especifica en G2/M, no reveld
cambios después del tratamiento con los diferentes materiales ensayados en los 3 dias de
tratamiento. No obstante, se evidencio una disminucidn después de 7 dias, especialmente

significativa con las formas GO-f, PRGO-f y FRGO-f.

El estudio de PH3 (Ser10), un marcador especifico de mitosis que participa de la
fosforilacion de histonas para empaquetar el ADN, mostré un aumento significativo
después de 3 dias de tratamiento (hasta 10-30 veces, ** p <0.01), pero una diferencia no

significativa en comparacion con las muestras de control en dia 7.

El analisis de ciclina E, una proteina requerida para la progresion a través de G1
y el inicio de la replicacion del ADN (fase S), no mostré ningun cambio significativo en

las muestras tratadas con materiales de grafeno con respecto al control. Sin embargo, en
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el marcador de replicacion, PCNA, se encontrd una regulacion negativa en el dia 7 de

tratamiento con todos los sustratos analizados, excepto GO-p.

Finalmente, el andlisis de marcadores involucrados en senescencia (SP30) o
quiescencia / diferenciacion (P27/cKip) revel6 un aumento significativo (* p <0.05) en

las células tratadas con PRGO-fy FRGO-f en el dia 7.

En general, los resultados de proliferacion indicaron que PRGO-f y FRGO-f
induce un efecto antiproliferativo en las células SN4741 en el dia 7 sugiriendo un posible

efecto pro-diferenciador.
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Figura 22. Proteinas implicadas en el ciclo celular. (A) muestra el panel de expresion de proteinas analizadas
en el ciclo celular a los 3y 7 dias. (B) Muestra la cuantificacion proteica, n=3 £ SD, n = 3 * p <0.05, ** p
<0.01, *** p <0.001 en comparacion con muestras de control usando ANOVA unidireccional con la prueba

post hoc de Fisher para la comparacion entre grupos vs control.
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R.5. Resultados relacionados con el metabolismo mitocondrial y

bioenergético

En el siguiente experimento, se analizé el metabolismo mitocondrial analizado en
el Seahorse, empleando inhibidores de diferentes pasos de la cadena de transporte de
electrones mitocondriales (ETC) y midiendo la tasa de consumo de oxigeno (OCR) en
tiempo real (Figura 23). Los resultados mostraron el efecto de los inhibidores analizados
secuencialmente en este experimento empleando oligomicina, un inhibidor de la ATP
sintasa (complejo V), que provoca una disminucion en el OCR; el FCCP, un agente de
desacoplamiento que colapsa el gradiente de protones e interrumpe el potencial de
membrana mitocondrial, estimulando la actividad de ETC y aumentando asi la OCR. La
combinacién de antimicina A, un inhibidor del complejo 111, y Rotenona, que inhibe el
complejo |, cierra la respiracion mitocondrial y deja caer el OCR al nivel minimo
vinculado a la respiracién mitocondrial. Esta estrategia permitié calcular diferentes
parametros metabdlicos como el consumo de oxigeno no mitocondrial, la respiracion
basal y maxima, la capacidad respiratoria de reserva y la produccién de ATP (véase
Figura 23). Los resultados analizados con Seahorse mostraron una diferencia significativa
en el mayor consumo de oxigeno no mitocondrial después de los tratamientos con los

materiales grafénicos con la condicion de control (* p <0.05) (Figura 24).
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Figura 23. Efecto del tratamiento con materiales grafénicos sobre la tasa
de consumo de oxigeno (OCR) de las células SN4741. Esquema
representativo de pardmetros metabdlicos calculados a partir de los
resultados de OCR (modificado por MA Ocafia) .
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Figura 24. Efecto del tratamiento con materiales grafénicos sobre la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) de las células SN4741. Produccion de consumo
de oxigeno no mitocondrial de células SN4741 tratadas durante 7 dias con
50 pg/ml de dichos materiales. Los datos se normalizan a la cantidad de
proteina y se expresan como medias = SD, n > 3. * p <0.05, ** p <0.01, p
<0.001 comparado con el control usando ANOVA.
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Los resultados mostraron como el FRGO-f fue el Unico que disminuyé la respiracion

basal, entendida como la tasa de respiracion en condiciones basales, con una alta

significancia (** p <0.01) (Figura 25).

' Respiracion Basal
25-

OCR (pmol/min/pg proteina)

C GO PRGO FRGO GO PRGO FRGO

polvo film

Figura 25. Efecto del tratamiento materiales grafénicos sobre la
respiracion basal, produccion de células SN4741 tratadas durante 7
dias con 50 pg/ml en cada tratamiento. Los datos se normalizan a la
cantidad de proteina y se expresan como medias + SD, n > 3. ** p
<0.01, comparado con el control usando ANOVA.

Con respecto a los resultados sobre el efecto en respiracion maxima celular, el

GO-p y GO-f, se observd una disminucion de la respiracion maxima, es decir, la

capacidad respiratoria mas alta de la célula (* p <0.05). Sin embargo, en PRGO-p y
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PRGO-f no se observé un efecto significativo en la respiracion basal o maxima (Figuras

26).

Respiracion Maxima
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Figura 26. Efecto del tratamiento con materiales grafénicos sobre la
respiracion maxima, produccion de células SN4741 tratadas durante 7 dias
con 50 pg/ml de los materiales. Los datos se normalizan a la cantidad de
proteina y se expresan como medias + SD, n > 3. * p <0.05, ** p <0.01,
comparado con el control usando ANOVA.

Los resultados sobre el espacio de la capacidad respiratoria, parametro que indica
la capacidad de una célula para responder a la demanda energética, mostraron de manera
notable como el GO-p y FRGO-f disminuian significativamente la capacidad respiratoria
de reserva de estas células (* p <0.05) (Figura 27). Por lo general, la respiracion maxima
baja se correlaciona con una capacidad respiratoria de reserva baja, como se observo con

GO-p y FRGO-f. Curiosamente, FRGO-p no afecto la respiracion maxima pero aumento
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la capacidad respiratoria de reserva de estas celulas (** p <0.01). Sin embargo, PRGO-f
no altero la capacidad respiratoria maxima manteniéndose a niveles semejantes a la célula
control. Los resultados sobre la respiracion mitocondrial, vinculada a la produccion de
ATP mediada por el complejo V del ETC mostraron como el PRGO-p, GO-f y FRGO-f
disminuyeron significativamente la respiracion ligada al ATP (* p <0.05) (Figura 28).
Esta respiracion vinculada al ATP puede interpretarse como la produccion de ATP debido

a la actividad del ETC.

' Espacio de la capacidad respiratoria
15+
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Figura 27. Efecto del tratamiento con materiales grafénicos obre la produccion
de capacidad respiratoria de reserva de células SN4741 tratadas durante 7 dias con
50 pg/ml. Los datos se normalizan a la cantidad de proteina y se expresan como

medias £SD, n > 3. * p <0.05, ** p <0.01 comparado con el control usando
ANOVA.
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Figura 28. Efecto del tratamiento de materiales grafénicos la produccion de
ATP en células SN4741 tratadas durante 7 dias con 50 pg/ml. Los datos se
normalizan a la cantidad de proteina y se expresan como medias +£ SD, n > 3. *
p <0.05, ** p <0.01 comparado con el control usando ANOVA
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R.6. Resultados relacionados con la diferenciacion neuronal y

DAérgica

Como mostramos en el apartado 1.2, se examind la influencia de diferentes
materiales (concentracion de 50 pug/ml) sobre los cambios morfoldgicos en la arquitectura
celular y el desarrollo de morfologias similares a las neuronas en el dia 7. La
diferenciacion neural més notable se detecto en células tratadas con PRGO-f, donde se
detectaron morfologias similares a neuronas DA y colocalizacion significativa de TH y

Tujl (Figura 29).

Los resultados de inmunotincién especifica para células dopaminérgicas
empleando el coeficiente de Pearson y analizando el doble marcaje neuronal Tuj-1 (b-I11-
tubulina) y TH, revelaron un aumento de 2.5 a 4.5 veces mayor en colocalizacion de las
muestras tratadas con polvo y pelicula ( PRGO-p, PRGO-f y FRGO-p, FRGO-f ,** p

<0.01; * ** p <0.0001), y por GO-f (* p <0.05) (Figura 30).
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Figura 30. Efecto del tratamiento de materiales grafénicos sobre la morfologia y
los marcadores neuronales de las células SN4741. (B) Analisis cuantitativo de
colocalizacion de TH y Tujl, adquirido con un umbral automatico (Fiji-ImageJ,
NIH) y expresado como coeficiente de colocalizacion de Pearson (PCC). Los
datos se normalizan para controlar la condicion y se expresan como media = DE,

n=6.*p <0,05 ** p <0,01; *** p <0,0001 en comparacién con el control
mediante la prueba t de Student.
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Células con Doble marcaje
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Igualmente, se comprobd que mientras las células SN4741 de control conservo
una morfologia similar a las células fibroblasticas, la citoarquitectura de las células
tratadas con las peliculas empleadas como soportes o andamios, cambiaron
drasticamente, induciendo la formacién de procesos similares a las neuritas (Figura 31 A
PRGO-f y Figura 32 FRGO-f). En especial, también exhibieron procesos de contactos
sinapticos o terminaciones de conexion neuronal que sugieren un mecanismo de
comunicacion entre células especializado, las células doblemente positivas para Tuj-1y
TH tratadas con los andamios para PRGO-f y FRGO-f (Figura 31A PRGO y Figura 31B
FRGO).
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Figura 31. Muestra los cambios morfoldgicos de las células SN4741 cuando se cultivan en
andamios de PRGO-f. Las fotografias muestran inmunotincion de células tefiidas con DAPI
(marcador de nudcleos en azul) Tuj-1/ beta-111 tubulina 1 (verde) y TH (rojo), mostrando el
proceso neuronal. (A) Estructuras arborescentes similares a neuritas en células cultivadas
en PRGO-f. (B) Contacto entre neuritas TH-positivas de células cultivadas en
pelicula PRGO



MERGE DAPI /

Figura 32. Detalle de los cambios morfoldgicos y contactos celulares de las células SN4741
cuando se cultivan en andamios de FRGO-f. Las fotografias muestran inmunotincion de
células teflidas con DAPI (marcador de ndcleos en azul) Tuj-1 / beta-I1l tubulina 1 (verde) y
TH (rojo), mostrando el proceso neuronal. Células cultivadas en la pelicula FRGO que
muestran los procesos de las células Tuj-1 (verde) y TH (rojo).
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Para determinar si las células TH positivas adquirieron un fenotipo propio de
neuronas DA del mesencéfalo se examinaron los genes que estan implicados en la
expresion de marcadores que caracterizan este tipo de células. Se analizaron los cambios
que podrian sufrir la expresion de los genes: Nr4a2/Nurrl; Dat/Slc6a3, y Th, evaluando
si sufrian un cambio en su expresion por la exposicion a los materiales grafénicos, a una
concentracion de 50 pg/ml. En particular, los resultados mostraron que los niveles de
expresion genica de Nrd4a2/Nurrl, un factor de transcripcion requerido para el desarrollo
de la neurona DA del mesencéfalo, aumentd hasta 10 veces en los tratamientos de polvo
y pelicula de PRGO y en FRGO. Para el transportador de dopamina Dat /Slc6a3
expresado en neuronas DA maduras, se observo hasta un aumento de 60 veces (**** p
<0.0001), mayor en las muestras con PRGO -f y 20 veces (**p<0.01) con FRGO-p, en

comparacion con las células de control (Figura 33).
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Igualmente, el estudio de los factores de transcripcion que determinan el fenotipo
dopaminérgico Limxla/lb y Pitx3, corroboraron el fenotipo dopaminérgico en las
muestras tratadas con los materiales grafénicos. Los resultados de expresion génica a
tiempo real demostraron que todas las condiciones con el tratamiento de éxido de grafeno
y sus derivados aumentaron significativamente de 2.5 a 3 veces (*p<0,05) la expresién
de factores criticos de transcripcion del mesencéfalo, como Lmxl1a (153) y Lmx1b (154)
y de la expresion especifica de neurona DA del cerebro medio como el factor de

transcripcion Pitx3 (155) (Figura 34).

4-
* . - .
x % * @8 Tuj 1 (b-lll-Tubulin)
BB Pitx3
@8 Limx1a
@8 Limx1b

- r

Expresion Genética
Relativa

C- GO PRGO FRGO GO PRGO FRGO
| ] | |
POLVO FILM

Figura 34. Expresion genética relativa de Tubb3, Pitx3, Lmxla y Lmx1b analizados por
RT-PCR en tiempo real en células SN4741 tratadas o no con materiales grafénicos (50
ug / ml) durante 15 dias. Se realizé el test de ANOVA bidireccional.
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No obstante, las posibles modificaciones post-traduccionales de la expresion de ARN
mensajero citoplasmatico puede modificar su expresion proteica, por lo que pudiera no
determinar necesariamente la presencia de proteinas. Por este motivo se ha confirmado
mediante Western-blot, la expresion proteica de proteinas de madurez neuronal. Los
resultados de inmunotransferencia corroboran y estan correlacionados con los cambios
morfologicos descritos anteriormente y con incrementos notables en los niveles de
proteina TH. En este caso mostrdé un aumento de 35 veces por PRGOf en microescamas

**p<0.01, y 20 veces superior a PRGOp, con respecto a la muestra control (Figura 35).
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Figura 35. Western-blot de la proteina TH y B- actina como marcador de control de carga
proteica. La gréfica muestra los niveles de proteina TH en células SN4741 tratadas o no con
materiales grafénicos (50 ug / ml) durante 21 dias. Los datos se normalizan a B-actina y se
expresan como medias £ SD, n = 3, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 para grafenos frente al
control. La prueba estadistica en todos los casos fue ANOVA bidireccional.

Igualmente, para confirmar el grado de maduracion se estudié la expresion del
transportador transmembrana (DAT) cuya expresion aparece Unicamente en neuronas

DAérgicas adultas. Nuestros resultados reflejaron como la proteina DAT incrementa unas
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20 veces cuando las células son crecidas en presencia de PRGO-f **p<0.01, Figura 36.
Igualmente, para el canal 2 de potasio rectificador interno regulado por proteina G
(GIRK2), que es un canal gue solo se expresa en células DAérgicas adultas, se observo
un aumento de 35 veces mayor en las células cultivadas con PRGO-f con respecto al

control, siendo estadisticamente significativo (*p<0,05).
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Figura 36. Muestra los geles de Western-blot de las proteinas DAT y GIRK2 y - actina
como marcador de control de carga proteica. Ademas de la cuantificacion de los niveles
de proteina en células SN4741 DAT y GIRK?2 tratadas sin y con materiales grafénicos
(50pg/ml) durante 21 dias en cultivo. Los datos se normalizan a $-actina y se expresan
como medias = SD, n = 3, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 para los materiales
grafénicos frente al control. La prueba estadistica en todos los casos fue ANOVA
bidireccional.
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Del mismo modo, el estudio de las proteinas implicadas en la comunicacion neuronal,
como son las proteinas presindpticas y postsinapticas, ratifican que las neuronas
DAérgicas son maduras y poseen la maquinaria molecular necesaria para establecer una
comunicacion neuronal entre neuronas. Para ello, se determino la expresion de proteinas:
sinaptofisina y sinaptobrevina. En concreto, en la Figura 37, se muestran los resultados
de expresion proteica obtenidos de las inmunotransferencias empleando el ensayo de
Western-blot, donde se detecté un aumento significativo de sinaptobrevina 60 veces
mayor con respecto al control, *p<0,05, empleando el PRGO-f triturada en forma de
microescamas sobre el cultivo celular. Asi mismo, la expresion de sinaptofisina reflejé
un aumento significativo, *p<0,05, de 6 veces mayor en cultivos que contenian tanto
PRGO-p como pelicula en microescamas, en comparacion con las muestras control. Estos
resultados apoyan a los anteriormente descritos, donde se observa un mayor efecto
madurativo y diferenciador del PRGO-f, para promover la diferenciacién de DAérgicas

en células SN4741.
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Figura 37. Muestra los geles de Western-blot de las proteinas sinaptobrevina y sinaptofisina
y B- actina como marcador de control de carga proteica, en células SN4741 tratadas o0 no
con materiales grafénicos (50 pg / ml) durante 21 dias. Los datos se normalizan a B-actina
y se expresan como medias + SD, n = 3, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 para 6xido de
grafeno y subtipos frente al control, utilizando el test estadistico ANOVA.
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R.7. Efectos neuroprotectores de los materiales grafénicos contra la

neurotoxina dopaminérgica: Rotenona

Dado el papel destacado de a-sinucleina en a-sinucleinopatias y PD, fue
importante examinar los niveles de esta proteina en cultivos tratados con 6xido de grafeno
y sus derivados, sin la presencia 0 en presencia de la neurotoxina Rotenona. Los
resultados, producto del analisis de los niveles de expresion de la proteina a-Syn en
cocultivo con los diferentes materiales grafénicos, mostraron que en los cultivos con
PRGO-f y FRGO-f a una concentracion de 50 pg/ml disminuian significativamente los
niveles de proteina a-Syn en los cultivos (* p <0.05) tras cultivar las células con los
sustratos de dichos materiales durante 7 dias (Figura 38). Finalmente, el analisis de los
tratamientos con Rotenona (1,2 uM), evidencid una reduccion del 50% de la expresion
de a-Syn en las muestras de FRGO-p, asi como en las muestras con GO-f y PRGO-f con

respecto al control positivo con Rotenona (** p <0.01; Figura 39).

No obstante, la actividad neuronal de estos materiales con Rotenona, no se vio
afectada con respecto a las muestras control tanto al control positivo como al control

negativo.

Por otro lado, el andlisis del marcador cFos como marcador de la actividad neuronal
(Figura 40) mostrd un incremento de expresion 3 veces mayor en los cultivos de células

con tratamiento con GOf, PRGO polvo y pelicula, en comparacion con los cultivos
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control (*p<0,05 y **p<0,001) en células tratadas durante 7 dias en cultivo con los
materiales grafénicos, pero en ausencia de exposicion neurotoxica. Cuando por el
contrario se exponen las células a la neurotoxina, no se observa variacion significativa de

la expresion de cFos tanto en las células cono como sin materiales grafénicos (Figura 41).
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Figura 38. La cuantificaciéon de la expresion de a-Syn se realizd en datos
normalizados con B-actina. Los datos se expresan como medias £ SD, n=3, * p
<0,05, materiales grafénicos frente al control, utilizando el test estadistico
ANOVA
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Figura 39. Muestra el Western-blot de a-sinucleina y - actina como marcador de control
de carga proteica, en células con 7 dias en cultivo y con tratamiento con Rotenona. La
cuantificacion de la expresion de a-Syn se realiz6 en datos normalizados con B-actina, los
datos se expresan como medias + SD, n = 3, * p <0,05, ** p <0,01, para materiales
grafénicos frente al control, utilizando el test estadistico ANOVA
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Figura 40. Muestra el Western-blot de cFos y - actina como marcador de control de carga
proteica, en células con 7 dias en cultivo. La cuantificacion de la expresion de a-Syn se
realizo en datos normalizados con B-actina, los datos se expresan como medias + SD, n =
3, * p <0,05, ** p <0,01, materiales grafénicos frente al control, utilizando el test
estadistico ANOVA.
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Figura 41. Muestra el Western-blot de cFos y B- actina como marcador de control de carga
proteica, en células con 7 dias en cultivo. La cuantificacion de la expresion de a-Syn se realizo
en datos normalizados con B-actina, los datos se expresan como medias + SD, n =3 , * p <0,05
para materiales grafénicos frente al control, utilizando el test estadistico ANOVA. No se
observan cambios significativos en la expresion de cFos con ROT con respecto al control.
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R.1l. Resultados relacionados con la capacidad diferenciadora y la

citotoxicidad del nanocristal glass like carbon (NGLC)

R.8. Resultados de la estructuray propiedades fisicoquimicas del NGLC

Los resultados muestran el andlisis de los dos tipos de NGLC empleados en la
presente memoria de tesis: en forma de peliculas de diferentes espesores (NGLC-f, 5, 20
y 80 nm) sobre soportes de PMMA (Figura 42A) y en forma de polvo (NGLC-p, Figura
42E). En en concreto, se comprobaron los efectos de cinco concentraciones diferentes de
microescamas NGLC (NGLC-f) (1, 5, 10, 20 y 50 pg/ml) para la obtencion de los datos
para el anlisis estructural y morfoldgico de las correspondientes peliculas. Los resultados
fueron obtenidos empleando concentraciones crecientes de NGLC-p en el medio de
cultivo o NGLC-f bafiadas en el mismo medio de cultivo sobre el cual se cultivaron las
células, pudiendo definir el grosor de estas peliculas y, por tanto, sus propiedades Opticas
y eléctricas, controlando cuidadosamente las relaciones de flujo de gas utilizadas en el
procedimiento CVD, (Figura 42 A y B). De este analisis se obtuvieron datos sobre las
muestras de menor espesor (~ 5 nm) que mostraron una alta transparencia (86%) (Figura
42A) y una resistencia eléctrica moderadamente alta (7.8 €/ sq). Estas peliculas delgadas
estaban compuestas por fragmentos de grafeno curvos y de pocas capas de ~ 3 nm de

tamafio medio unidos por una matriz de carbono amorfo (Figura 42C), que replica la
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estructura de los carbones ampliamente utilizados similares al vidrio. Con respecto a la
produccion de NGLC-p (Figura 42D), se observd que estaban compuestos de
microescamas con tamafos de 82+37 um y aproximadamente 300 nm de espesor (Figura
42E y F). La estructura interna o microestructura de nuestros materiales de carbono
también se analizd mediante espectroscopia Raman (Fig. 42G). El desorden en la
microestructura de nuestras peliculas y escamas de NGLC en comparacion con los
materiales de gafeno se manifestd por la aparicion de la banda D (1350 cm?), el
ensanchamiento de la banda G v las apariciones de las bandas D"y D**(1620 y 1200cm™,

respectivamente).

Las bandas 2450cm™ aproximadamente y 2950 cm™t fueron producto de la
combinaciéon de las bandas D, D' y D”. Las bandas a 2700 cm?® y 3250 cm
aproximadamente son los armonicos D y D' respectivamente, y desaparecen en los

carbonos amorfos.

Los resultados derivados del analisis topogréafico de la superficie de las muestras
de NGLC-f transferidas en PMMA mostraron a través del AFM, que la rugosidad
aumentaba al aumentar los espesores correspondientes (Figura 42H). Estas arrugas fueron
visualizadas en NGLC-f durante el enfriamiento inmediatamente después del proceso de
CVD debido al desajuste entre el coeficiente térmico de las peliculas de carbon y el

catalizador de cobre, y permanecen una vez que se transfieren al PMMA.
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Figura 42. Caracterizacion de peliculas de NGLC utilizando diferentes técnicas de caracterizacion
microscopia Optica, microscopia electrénica de transmision (TEM), y microscopia de fuerza atomica,
AFM (A). NGLC-f con diferentes espesores (~ 5, ~ 20 y ~ 80 nm) y pelicula sin carbono de tratamiento
térmico de referencia (BTTN) utilizada en los experimentos que muestran diferentes grados de
transparencia. (B) Se obtuvieron sobre una superficie de cobre controlando cuidadosamente las relaciones
de flujo de gas utilizadas en el procedimiento CVD. Estas peliculas estan compuestas por fragmentos de
grafeno curvos y de pocas capas de ~ 3 nm de tamafio medio unidos por una matriz de carbono amorfo
(C), que replica la estructura de los carbones vitreos ampliamente utilizados. (D) Cobre recubierto de
carbono después de CVD y (E, F) escamas de tamafios de 82 + 37 um y espesores de aproximadamente
300 nm. (G) Espectroscopia Raman de peliculas NGLC con diferentes espesores (~ 5, ~ 20 y ~ 80 nm),
microescamas y grafeno, que muestra los amplios espectros de los carbonos amorfos en comparacion con
el grafeno altamente cristalino. (H) Rugosidad de la superficie de los compuestos de pelicula de PMMA /
Carbono medida por AFM, mostrando una rugosidad creciente en aquellos con peliculas de carbén de 20
y 80 nm de espesor.
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R.9. Efectos del NGLC en las células SN4741. Analisis de la morfologia

y distribucion celular

Los resultados, producto del andlisis morfologico y citoarquitectonico de los
cultivos de la linea celular SN4741 crecidos durante 7 dias en exposicion a microescamas
NGLC, mostraron cambios evidentes en la distribucidn celular y en su estructura. Las
imagenes de los cultivos, tras 7 dias de tratamiento con NGLC en escamas mostraron
alrededor de las mismas (visualizadas como estructuras negras/opacas en la Figura 30)
un crecimiento en forma en red, aparentemente organizadas en el cultivo, de una manera
dependiente al tiempo de permanencia en contacto con estas microescamas. Por el
contrario, las células cultivadas sin NGLC al cabo de 7 dias, mostraron una disposicion
en monocapa celular, cuyos espacios intercelulares apenas estan presentes después de 7

dias de cultivo en una alta densidad de células.

Los resultados de la Figura 43 muestra el analisis en el programa ImageJ/Fiji del
NIH donde, empleando la aplicacion de Canny Edge, se pudo observar el contorno de las
estructuras que forman las células a modo de red o entramado. Igualmente, empleando el
complemento Skeleton 2D / 3D, se mostrd la esqueletizacion estructurada de la
arquitectura celular, donde se apreciaron procesos de ramificacion que pudieron ser
cuantificables. Ambos programas permitieron evidenciar la existencia de una

citoarquitectura, no parecia evidenciar un fendmeno estocastico, por el contrario, se
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constatd que era un efecto real del NGLC en términos de diferenciacion de las muestras

tratadas, ya que en las muestras control no se han observado dichos fenémenos.

El anélisis de la distancia entre ramas mostro que el control (sin tratamiento) tenia
una longitud media de ramificacion de 5,3 £ 1,3 um (media = SEM) tras la medicion de
25 ramificaciones. En concreto fueron observados en el experimento 1: 5,3+2.4 um
(n=10); experimento 2: 5.3+2.4 um (n=6); experimento 3: 8.0+£3.2 um (n=6). Ademas, se
encontrd que en el experimento con NGLC 10ug /ml, la rama promedio poseia una
longitud de 36,6+3,2 um. Se analizaron 36 ramificaciones: experimento 1: media
32,1£2,9 um (n = 13); experimento 2: 50,5 + 6,1 um (n = 10); experimento 3: 30,6+5,8um
(n = 10). La muestra con NGLC 20 ug / ml tuvo una longitud media de ramificacion de
72,24£5,2 um. Se analizaron 33 ramificaciones: experimento 1: 69,4+9,5 um (n = 3);
experimento 2: media 75,4+8,0 um (n=13); experimento 3: 71,6 £10,5 um (n = 7). En
este caso, se observd una diferencia significativa con respecto al control (p <0,05). En la
muestra con NGLC 50 pg / ml la longitud media de la ramificacién fue de 73,5+£6,7 pm.
Se analizaron 39 ramificaciones: experimento 1: 52,3 £ 6,5 um (n = 13); experimento 2:
59,749,5 um (n =13); 59,74913,20um (n =13). Y se observé también una diferencia
significativa del tamafio de las ramas (p <0.05) con respecto al control. En términos
generales, el andlisis de la distancia media que se registré en las ramificaciones demostré
una mayor distancia de ramificacion en los cultivos con concentracion de 20 y 50 pg/ml

significativamente (*p<0,05) mayor que las muestras control.
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Figura 43. Influencia de la concentracién de NGLC sobre el crecimiento celular. (A) Cambios en la arquitectura
celular en un cultivo de células monocapa SN4741 después de 7 dias de cultivo con o sin microescamas de NGLC
(control) a tres concentraciones diferentes (10, 20 y 50 pg/ml). El control se muestra en un cultivo monocapa con
alta confluencia después de 7 dias. Se realiz6 un anélisis de imagen utilizando el software Image J / Fiji y el plugin
Canny Edge, que informa sobre la estructura del contorno. El andlisis de la arquitectura celular se realiz6
empleando el complemento Skeletonized 2D / 3D (B) Cuantificacion de la longitud de las ramas se obtuvo
mediante el andlisis de herramientas de medicion de microscopio y 2D / 3D esqueletizadas, programa ImageJ /
Fiji. Ampliacion = 5X. Se utiliz6 ANOVA unidireccional con la prueba post hoc de Fisher para la comparacion
entre diferentes grupos: * p <0,05 grupos vs control.
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R.10. Comparacién de la viabilidad y la actividad metabdlica celular

R.10.1. Resultados del ensayo de MTT

Los resultados de la viabilidad y metabolismo celular empleando el ensayo
colorimétrico de actividad metabdlica MTT, con un tiempo respuesta de 24 horas, 3 dias
y 7 dias de cultivo celular con cinco concentraciones de microescamas NGLC revelo
diferentes patrones de comportamiento (Figura 44). Los resultados desvelaron que
después de 24 horas de cultivo, existié un aumento alto y significativo de la viabilidad o
metabolismo relativo (200 + 24%; p <0,001) con cantidades bajas de NGLC (1 pg/ml),
mientras que el metabolismo disminuy6 a medida que aumentaba la concentracion. La
viabilidad o metabolismo relativo mas baja se registro a las 24 horas con NGLC 50 pg/ml.
Después de 3 dias de cultivo, el metabolismo permanecio estable con respecto al control,
pero después de 7 dias, el metabolismo y por tanto la viabilidad relativa mejord
significativamente (225+69%; p <0,001) para NGLC a una concentracion de 20 pg/ml
(Figura 44). Después de 24 horas de cultivo, se observo un aumento alto y significativo
de la capacidad relativa de viabilidad o metabolismo (200+24%; p <0,001) con cantidades
bajas de NGLC (1 pg /ml), mientras que la viabilidad relativa o metabolismo disminuy6

a medida que aumentaba la concentracion.
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Figura 44. Ensayo MTT para metabolismo y proliferacion celular. Para comparar la viabilidad
celular, se cultivaron SN4741 en medios que contenian cinco concentraciones de microescamas
diferentes (0 como control, 1, 5, 10, 20 y 50 pg/ml) de NGLC durante 24 horas, 3 dias y 7 dias.
La viabilidad mostrada en las muestras control, han sido las analizadas en diferentes muestras
de diferentes ensayos. Se utilizo6 ANOVA unidireccional con la prueba post hoc de Fisher para
la comparacion entre grupos vs control; *** p <0.0001.
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R.10.2. Resultados del ensayo de viabilidad y muerte celular empleando

Calceina AM y Homodimero de Etidio-1 (EthD-1)

Para confirmar el ensayo de MTT en términos de viabilidad, se realizo el ensayo
de vida/muerte celular utilizando Calceina AM como marcador de viabilidad y
Homodimero de Etidio-1 (EthD-1) como marcador de muerte celular (Figura 45). En
general, este ensayo no revelo diferencias significativas entre el numero de células
apoptoticas (3-7%) con tratamiento con NGLC y controles negativos (C- = muestras sin
Triton X-100 al 10% o carbono vitreo). Sin embargo, se encontrd una diferencia
significativa (p <0,001) de las muestras con NGLC con respecto a los controles positivos
(C + = muestras con Tritén X-100 al 10% como inductor apoptético), que alcanzo el
90+4% de células apoptdticas en las tres condiciones de cultivo (24 horas, 3 dias y 7 dias).
En el mismo andlisis, el nimero de células vivas a las 24 horas no mostr6 diferencias
entre los grupos y el control negativo, pero si que mostré una disminucién significativa
(p <0,001) en comparacion con el control positivo (13 £ 2%). A los 3 dias de cultivo, solo
se encontré un cambio significativo (p <0,01; 99 + 5% de células vivas) en un grupo
(10pg/ml) de células tratadas con NGLC. Después de 7 dias, los grupos de células vivas
cultivadas con 1, 10, 20 y 50 pg/ml mostraron (100+10%) una diferencia significativa

(p<0,01) en comparacion con las células de control positivo (13+£2%).
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Figura 45. Medicion de citotoxicidad mediante un ensayo de apoptosis / necrosis. Los valores indican
células apoptoticas / necroticas expresadas como% de células tefiidas positivamente contadas por citometria
de flujo después de 24 horas, 3 dias y 7 dias de cultivo con microescamas de NGLC en cinco
concentraciones diferentes (1, 5, 10, 20 y 50 pg/ml). Se utiliz6 ANOVA unidireccional con la prueba post
hoc de Fisher para la comparacion entre grupos vs control, *** p <0.0001.

Los resultados descritos anteriormente corroboran el estudio de microscopia a los
7 dias de cultivo, mediante el empleo del campo claro e inmunofluorescencia, donde se
observaron los marcadores de Calceina AM (como marcador vital) y EthD-1, como

marcador de apoptosis (Figura 45 y 46).

Estos datos evidenciaron que NGLC no promueve los procesos de apoptosis o
necroticos, como lo demuestra el andlisis de inmunofluorescencia de EthD-1 (Figura 43),
ya que no se observaron diferencias significativas a las 24 horas de tratamiento a ninguna

concentracion de NGLC, ni siquiera a 50 pg/ml. En el dia 7 se describié un aumento
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significativo de la viabilidad medida por Calceina AM de las células tratadas con NGLC
(incluidas las células tratadas con una dosis alta de 50 pg/ml). Estos datos también se

complementan con los descritos previamente para el analisis MTT (ver Figura 44).
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R.11. Ensayos de cuantificacion de expresidn de proteinas implicadas en

la proliferacién celular

Con el fin de interpretar la disminucién de la proliferacion o metabolismo
celulares observada en el MTT, se realizaron experimentos de cuantificacion de expresion
de proteinas a las 24 horas y 7 dias de cultivo. Las proteinas se analizaron mediante la
deteccion y cuantificacion de la expresion de PH3 y SMP30 implicadas tanto en los
procesos de proliferacion como de quiescencia respectivamente (Figura 47). El analisis
de PH3 mostro en células de control frente a células tratadas con 50 pg / ml de NGLC
después de 24 horas y 7 dias de cultivo, una disminucion significativa (p <0.05) de la
expresion de PH3, es decir, a las 24 horas las células no permanecian activas para la
division celular, por el contrario, SMP30 se mostraba aumentado, favoreciendo que el
ciclo celular se mantuviera en estadio inactivo, en fase GO. Posteriormente, el analisis
después del dia 7 mostré una capacidad metabdlica mucho mayor con respecto a las
células de control, lo que esta relacionado con el aumento en la expresion relativa de PH3,

mientras que SPM30 permaneci¢ indetectable (Figura 47).
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Figura 47. El analisis de histona 3 fosforilada (PH3); SMP30 y - actina como marcador
de control de carga proteica por transferencia Western-blot muestra el estudio a las 24
horas y 7 dias usando NGLC a 50 pg/ml frente al control (sin NGLC). Se cuantificé la
expresion relativa de proteinas PH3 y SMP30 (%) y se muestran los datos normalizados
con muestra de control a las 24 horas y 7 dias de cultivo. Los datos se expresan como
media + error estandar de las medias (media =+ SEM, n = 6). Se utiliz6 ANOVA
unidireccional con la prueba post hoc de Fisher para la comparacion entre diferentes
grupos; * p <0,05 grupos vs control.
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Igualmente, las determinaciones del marcador de proliferacion PCNA, implicado en la
replicacion de ADN (Figura 48), mostraron después de 7 dias de cultivo con la
concentracion mas alta de NGLC (50 pg/ml) un aumento significativo (p <0,001)
(200+48%) en la proteina con respecto al control sin tratar. Se confirmé que a los 7 dias
las células permanecen activas metabdlicamente y preparando su maquinaria celular para

iniciar los procesos de mitosis.

NGLC
Control (50 pug/ml)

PCNA U R—

B-actina " —

6 ke
s
zs
% \6 4
92
0 2y
! 2
4 .
% —eoooo00—
G L]
CONTROL NGLC (50ug/ml)

Figura 48. Anélisis de Western-blot de PCN A - actina como marcador de control
de carga proteico Las células SN4741 se cultivaron durante 7 dias con una alta
concentracion (50 pg/ml, NGLC). La cuantificacién de PCNA para expresiones
proteicas relativas se expresa como porcentaje. Los datos se muestran como media
+ SEM, y se utilizaron las pruebas t de Student para la significacion estadistica
entre dos grupos, n =3, *** p <0,001.
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R.12. Maduracion celular

Se examino la capacidad madurativa del NGLC en células SN4741 cultivadas
después de 7 dias de permanencia en cultivo con una alta concentracion de dicho material
(50ug/ml). La mayoria de las células SN4741 se volvieron positivas para TH (se
evidencié un aumento significativo de TH (4 veces) con respecto al control, Figura 49),
lo que indica la adquisicion de un fenotipo dopaminérgico maduro, como lo demostraron

los andlisis de proteinas mediante transferencia de Western-blot.

Control NGLC

" RS
-
S—

B-actin C— — —

7 dias de cultivo

(]

TE 500 x
2 T 4001

5= ——
v ® 300-

: \E —_—
ST 200

D .=

5 100{ —eee—
EER

CONTROL  NGLC (50ug/ul)

Figura 49. Imagen del gel de inmunotransferencia, por Western-blot de la TH y -
actina como marcador de control de carga proteico. Las células SN4741 se
cultivaron durante 7 dias con una alta concentracion (50 pg/ml, NGLC). La
cuantificacion de TH para expresiones proteicas relativas se expresa como
porcentaje. Los datos se muestran como media + SEM, y se utilizaron las pruebas
t de Student para la significacién estadistica entre dos grupos, n = 3, * p <0,05.
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R.13 Peliculas de NGLC evaluadas como andamios celulares

La capacidad de NGLC-f como andamio para el crecimiento o adhesién celular se
determin6 en diferentes cultivos celulares (Figura 50). Las imagenes de
inmunofluorescencia DAPI (marcaje azul) a bajo aumento (5X), mostraron diferentes
patrones de crecimiento en el dia 7 de cultivo después de una siembra de alrededor de
10.000 células por NGLC y peliculas o portaobjetos de vidrio sin pelicula tratada

térmicamente (BTTN) de linea de base (como control).

R.13.1. Analisis de la morfologia y la distribucion celular en células

cultivadas sobre NGLC-f

Se comprobd la adhesidn celular a las peliculas in vivo usando tincion Hoechst
33342 como marcador nuclear. Ademas, se observo que los cultivos en una pelicula de
20 nm de espesor mostraron una distribucion direccional y lineal espontanea (Figura 50,
D1-D2 —flechas- y Figura 50, E1-E2). Esta distribucion particular no parecié deberse a
un artefacto estructural de la pelicula, sino a otros factores no determinados en este
trabajo. De la misma manera, en zonas internas de la pelicula con alta densidad celular se
verificd el hecho de tal distribucion especial de celdas (Figura 50, E1-E2). La
direccionalidad no se apreci6é en ningln caso en los controles negativos (Figura 50, Al-

AZ2) ni en los controles cultivados sobre soportes plasticos (Figura 50, A3-A4) nien NNT
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(Figura 50, B1-B5). La pelicula de 80 nm (Figura 50, E1-E5) parece ser la que tiene el
menor numero de células, quizas debido a su mayor contenido de carbono. Sin embargo,
las células cultivadas a largo plazo (2 semanas) y fijadas mostraron un numero bajo.
Ademas, la pelicula NGLC de 20 nm de espesor mostrd un mayor numero de células

adheridas en comparacion con las peliculas de 5y 80 nm.
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Figura 50. Influencia del espesor de la pelicula NGLC sobre el cultivo celular SN4741.
Las dos columnas de imagenes de la izquierda del panel (células fijadas con PAF) muestran
la microscopia para inmunofluorescencia DAPI (fabricante de nicleos: etiqueta azul) a bajo
aumento (5X) con diferentes patrones de crecimiento después de 2 semanas. Las tres
columnas de la derecha (células vivas) muestran imagenes obtenidas in vivo con un
aumento reducido (5X) después de marcar los ndcleos con Hoechst 33342 (marcador azul).
Se muestran células fijas cultivadas en monocapa sobre un portaobjetos de vidrio (A1-A2),
en la superficie de pléstico del pocillo (A3-A4) o en una pelicula sin carbono tratada
térmicamente de referencia (BTTN) (B1-B5; Figura B3: zona apical, B4: zona interna, B5:
zona inferior) como controles experimentales. Se utilizaron peliculas NGLC de 5 nm de
espesor (C1-C5), NGLC de 20 nm de espesor (D1-D5 y E1-E5) y NGLC de 80 nm de
espesor (F1-F5) para el cultivo celular sobre ellos. Las areas correspondientes a las
peliculas de PMMA y NGLC se diferencian en las imagenes (C3, C4, C5). También, la
disposicidn lineal celular espontanea junto con la direccionalidad del crecimiento celular y
la orientacion de las células (D1; flechas) se muestra en el area inferior de la pelicula,
mientras que el crecimiento en la zona de la pelicula interna tiene el mismo efecto de
disposicion celular (D2, E1, E2). Se muestra la separacion entre PMMA y la pelicula (D4)
y la zona interna de la pelicula (D5). Se muestran células fijas cultivadas en la parte
superior de la pelicula NGLC de 80 nm de espesor (E1, E2) con los limites de la region de
PMMA (E3, E4, flecha) y la pelicula, asi como una parte inferior de la pelicula detallada
(E5).
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R14. Andalisis de la diferenciaciéon neuronal en relacion con la

comunicacion celular y funcionalidad

Cuando las células SN4741 se cultivaron durante 4 semanas en la parte superior
de los portaobjetos como control (Figura 51A, al-a4), o en soporte NNT (Figura 51A,
b1-b4) en este caso como un control de la pelicula de NGLC-f, o en la parte superior del
espesor de 5 nm (Figura 51A, c1-c4), 20 nm de espesor (Figura 51A, d1-d4) y peliculas
NGLC de 80 nm de espesor (Figura 51A, el-e4), observamos un patron de
comportamiento diferencial dependiente del grosor, como lo demuestra la
inmunofluorescencia de la diferenciacion celular y los marcadores de comunicacion
celular Sinaptofisina y GIRK2. Los resultados de inmunofluorescencia se cuantificaron
(Figura 51B) para establecer el grado de colocalizacion de los marcadores
Sinaptofisina/GIRK2 en células cultivadas en peliculas NGLC con diferentes espesores,
mediante el uso del coeficiente de correlacion de Pearson como se describio
anteriormente (149). En este andlisis, el maximo denota 1 y representa el 100% de las
células que colocalizan ambos anticuerpos, mientras que el 0 representa la ausencia de
colocalizacion. Los datos reflejaron, en general, que los 3 tipos de peliculas NGLC con
diferentes espesores evidenciaron diferencias significativas de alta correlacion
(**p<0,001) frente al control (ceélulas cultivadas sin NGLC) para peliculas NGLC de 5nm
de espesor (coeficiente de Pearson = 0,7428 + 0,1843; n = 9) y 20 nm pelicula de espesor

(coeficiente de Pearson=0,8578+0,1260; n=9) y diferencias significativas mas bajas
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(p<0,01) para pelicula de 80 nm de espesor (coeficiente de Pearson = 0,7928 + 0,1030;
n=9) en comparacion con el control (coeficiente de Pearson = 0 = 0; n= 9) 0o NNT

(coeficiente de Pearson = 0,269 + 0,2472; n= 6).

Cuando se analizaron los procesos axonales hallados en los cultivos, se encontrd
que GIRK2 estaba presente en las imagenes que mostraban unas estructuras prominentes
similares a axones (Figura 51A, e4 y Figura 52 B5 y D4). Cuando las células estaban
encima de la pelicula de mayor espesor (80 nm), este era el espesor que poseia la tasa de
coexistencia de Sinaptofisina mas baja (70%). Los cultivos en peliculas NGLC de 5 nm
mostraron procesos crecientes de tipo neural con colocalizacion Sinaptofisina / GIRK2
(Figura 51A, c1-c4) donde se mide un proceso neuronal de tipo axénico (1843 um, Figura
52 B5), es significativo sefialar que estos procesos nunca se observaron en cultivos de
control ni en cultivos NNT. Se pudo comprobar empleando el medidor de axones del
programa Image J / Fiji con el complemento "Microscope Measurement Tools", que con
peliculas NGLC de 20 nm (Figura 52C1-C5) existia una mayor capacidad sinaptica (sefial

sinaptofisina / GIRK?2) ademés de una polarizacién y orientacion celular (Figura 52, C4).

Entre los hallazgos revelados, es el hecho de que las peliculas NGLC presentasen
caracteristicas arquitectonicas que demostraron la capacidad de generar redes celulares
(Figura 52 B1-B4) despues de 4 semanas en cultivo. En el cultivo celular en pelicula
NGLC de 80 nm (Figura 52, D1-D5) se detectaron procesos axonicos (Figura 52, D3) de

arborizacion (Figura 52, d4) y de formacion dendritica (Figura 52, D5).
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Figura 51. Inmunofluorescencia confocal de marcadores funcionales y de maduracién
celular en las células SN4741 a largo plazo en cultivo. EI marcador nuclear DAPI (etiqueta
azul), Sinaptofisina (SYP= Sinaptofisina: marcaje rojo) y el canal 2 de potasio rectificador
interno regulado por proteina G (GIRK2: marcaje verde) se localizaron en células SN4741
cultivadas en pocillos de pléstico (al- a4), pelicula sin carbdn tratada térmicamente de
referencia (NNT) (b1-b4), pelicula NGLC de 5 nm de espesor (c1-c4), NGLC de 20 nm de
espesor (d1-d4) y NGLC 80- pelicula de nm de espesor (el-e4). Las imagenes de campo
claro de NNT y 5 nm, 20 nm, 80 nm NGLC se encuentran en la columna derecha del panel.
(B). Los datos se expresan como media + desviacion estandar (DE), n = 6; ** p <0,01y
*** p <0,001 frente al control (células cultivadas en pocillos de plastico); "/" = p <0,001
marca las diferencias entre las muestras de NGLC y la pelicula sin carbono tratada
térmicamente de referencia (NNT).
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Figura 52. Procesos de tipo neuronal inducidos por peliculas NGLC. Imagenes de
microscopia de inmunofluorescencia confocal que muestran los efectos morfol6gicos vy
estructurales de las peliculas de NGLC en las células SN4741 cultivadas encima de ellas. Se
muestran las proteinas del marcador nuclear DAPI (etiqueta azul), Sinaptofisina
(Sinaptofisina: etiqueta roja) y del canal 2 de potasio rectificador interno regulado por
proteina G (GIRK2: etiqueta verde), asi como su colocalizacion (combinacion: etiqueta
amarilla ). La tincion DAPI positiva (Al, B1, C1, D1) mostrd una imagen de cultivo en
monocapa sin signo visible de diferenciacion. La pelicula NNT no muestra sefial del marcador
de SINAPTOFISINA (A2) y GIRK2 (A3).

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883 154
NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM



UNIVERSIDAD
DE MALAGA Tesis Doctoral
Soportes celulares basados en sustratos de grafeno para terapia celular en

la enfermedad del Parkinson

Departamento Fisiologia Humana,
Histologia, Anatomia Patolégica y
Educacién Fisica Deportiva
Facultad de Medicina

DISCUSION

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883

NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM 155



Principal limitacion (o factor limitante) en la regeneracion tisular, el
crecimiento y la implantacion de las células madre: el *'soporte celular'

La busqueda de células con capacidad pluripotente que puedan diferenciarse hacia
tejido neuronal (156) (células embrionarias: hESC, células inductoras de pluripotencia:
iPs) y multipotente (CSC, BMSC, etc.) (157) es ineficaz, si se pierde un importante punto

de vista: “ la capacidad de anidamiento funcional”, tanto en los procesos de reparacion o

regeneracion celular (106). Es decir, no sélo se requiere que las células se implanten en
los tejidos, mostrando capacidad de anidamiento, conseguida en ciertos casos no sin
evidente dificultad (158, 159), sino que sea realmente un implante funcional tal como
describen Rodriguez-Losada y Aguirre (106). Para ello, es necesario un correcto
andamiaje celular que favorezca ambos procesos; y este es un aspecto fundamental para
este tipo de terapias de reemplazo todavia sin esclarecer (160). Lo que prima actualmente
es la necesidad de aumentar la investigacion que permita la busqueda de materiales
optimos que faciliten la funcidn celular pero que no provoguen un dafio mayor a largo
plazo (105,106,161,162). En los ultimos afios, se han empleado los "esqueletos celulares”
como andamio para la reparacion y estimulacién tisular para la correcta diferenciacion.
Esta técnica denominada "decelularizacion™ consiste en confeccionar el tejido utilizando
residuos esqueléticos que promueven la diferenciacion de las células madre a lineas
celulares funcionales (163). Existen en el mercado maltiples estructuras y matrices a base
de glicanos y poli-glicélidos15 (poli-L-lactide (PGA); PGA-chitosan; PLA), que, si bien
proporcionan una estructura 3D, no favorecen la estimulacion o propagacion eléctrica, ya
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que no son materiales conductores (164). Tanto en el tejido cardiaco como en el nervioso,
la propagacion de actividad eléctrica transmitida en forma de potenciales de accién es una

necesidad sine qua non para la correcta fisiologia y funcionalidad del tejido excitable.

Por todo ello, existe un evidente aumento del interés en la investigacién sobre
materiales de carbono con propdsitos regenerativos para aplicacion biomédica. Algunas
estructuras cristalinas del carbono pueden ser consideradas como materiales
prometedores para su uso como andamios. Tal es el caso del grafeno, los nanotubos de
carbono y las nanofibras de carbono, asi como los fullerenos y las estructuras
desorganizadas como el carbono amorfo y el carbono vitreo (glass-like carbon). Los
trabajos recientemente publicados sobre estos materiales sostienen que el grafeno posee
un gran potencial para la aplicacion biomédica debido a sus extraordinarias propiedades
fisicoquimicas (165), siendo un aspecto crucial su capacidad para conducir la corriente
eléctrica, propiedad que favorece la propagacion del impulso nervioso, lo cual ha quedado

evidenciado en modelos en rata (166,167) .

El objetivo principal de esta memoria de tesis fue analizar y estudiar dos tipos
basicos de materiales de carbono, que como se ha descrito anteriormente, podrian ser
candidatos ideales para desarrollar soportes celulares a modo de protesis permanentes.
Centrandonos en las terapias de reemplazo celular relacionadas con las células DAérgicas
dafadas de manera irreparables en PD (168), se requiere de materiales que permitan
generar andamios neuronales que favorezcan el crecimiento neuronal seguro. Sobre este

aspecto, se han publicado estudios previos relacionados con la influencia del GO en la
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neurogénesis como facilitadores del crecimiento axonal (169). Sin embargo, al contrario
de los experimentos realizados en neurogénesis in vitro (166,170), la PD confiere un
entorno molecular citotoxico que debe ser tenido en cuenta a la hora de elegir ciertos
materiales para la regeneracion neuronal, con la finalidad ultima de conocer si los
materiales empleados potencian el estrés oxidativo o la disfuncion metabdlica de las
neuronas, o por el contrario tienen una capacidad neuroprotectora y mejoran la
supervivencia celular. Otro de los aspectos importantes a tener en cuenta en el desarrollo
de los soportes celulares o andamios es su capacidad para potenciar la diferenciacién
neuronal, evitando procesos aberrantes que pudieran llegar a desarrollar procesos
oncogenicos como neoplasias celulares. Por este motivo, uno de los procesos bioldgicos
analizados con detalle ha sido el proceso proliferativo en una linea celular clorogénica
SN4741, con el fin de averiguar si los materiales potencian los procesos neoplasicos o
por el contrario estimulan los procesos de diferenciacion que provocan una reduccion de
la capacidad proliferativa como sucede en las neuronas adultas. En una gran parte de los
trabajos publicados sobre el grafeno y sus derivados (171-174), se realizan estudios de
tiempo de respuesta corto como 24 horas o 3 dias. Sin embargo, la induccién de
aberraciones dentro de las células requiere de un mantenimiento a largo tiempo en cultivo,
y por este motivo en este estudio se realizan cultivos celulares con tiempo respuesta de

largo tiempo de permanencia con el tratamiento (162).
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Eleccion para el uso en biomedicina de materiales grafénicos, y su

idoneidad para el empleo en la PD

Hasta ahora, en concreto muchos de los estudios sobre el uso de materiales
grafénicos en biomedicina, se han realizado utilizando grafeno pristino (169-180), GO

(180-183); GO reducido, pero sin determinar el grado de reduccion, (130,184).

En el caso de la diferenciacion neuronal, para la eleccion de los materiales idoneos
como soportes o andamios celulares, seria recomendable considerar una serie de
caracteristicas especiales implicadas en la estimulacion de los procesos biologicos
neuronales para las células, tales como impulsos eléctricos y no simplemente a modo de
sostén de células. Asi mismo, seria importante controlar una serie de parametros que
pudieran influir en el anclaje celular o la propagacion del impulso nervioso como es la
superficie (106), la morfologia, la flexibilidad (control del grosor), la naturaleza
hidrofilica, la conductividad eléctrica, y en algunos casos también la transparencia del
material (por ejemplo en regeneracion de tejidos maculares oculares), entre otros factores,
tal y como se describe en el estudio desarrollado por Rodriguez-Losada et al, (105) sobre
el material de NGLC o sobre las laminas de grafeno (162). Y es conocido que, en la Gltima
década, diferentes materiales de carbono han promovido y estabilizado el anclaje celular
e inducido la formacion de redes neuronales (186,187). No obstante, no todas las
estructuras y materiales grafénicos empleados como sustrato 0 como suspension dentro

de un medio de cultivo poseen la misma respuesta bioldgica o biocompatibilidad, como
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se reporta en esta memoria (162,241). En ocasiones, en la aplicacion del grafeno se han
evidenciado procesos nanotoxicos en diferentes tipos celulares (132,133) que pudieran
ser debidos a impurezas de los materiales o durante el proceso de preparacion del material.
En la actualidad existe una importante discusion sobre la idoneidad del uso del grafeno
en su forma méas pura, como grafeno pristino, o bien 6xido de grafeno, o el uso de
materiales hibridos con grafeno para recubrir otras superficies (165). No obstante, este
trabajo aporta el primer estudio comparativo sobre los efectos celulares y moleculares del
GO y de los materiales grafénicos por la reduccion total o parcial del 6xido de grafeno y
del propio 6xido de grafeno (en forma de polvo o pelicula) caracterizado a corto (24
horas) y largo plazo (7 y 15 dias) (162). Asi mismo, es el primer estudio que desarrolla
un material como el NGLC que estd compuesto por una curva de microescamas de
grafenos unidos por carbono amorfo (105) y lo aplica en el campo de la biomedicina. Este
material presenta excepcionales propiedades mecanicas, eléctricas y térmicas (120) lo que
lo hace susceptible de actuar como material de soporte celular. Ademas, en este estudio
se generd en condiciones controladas de grosor con lo cual se permitioé conocer si existio
una diferencia inherente entre el crecimiento de las células o en la actividad funcional de

las mismas y con respecto al grosor de la pelicula de NGLC.
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Eleccion del tipo celular SN4741 para el desarrollo experimental

Este trabajo analiza y muestra el efecto observado de los nanomateriales
empleados en relacion con la citotoxicidad, proliferacion, diferenciacion,
maduracion y neuroproteccion en un modelo in vitro de PD utilizando células
indiferenciadas SN4741. Esta linea celular, derivada de las células DAérgicas de la
SN procedente de ratones transgénicos (142,188) permitié por su grado de inmadurez
conocer tanto los verdaderos cambios morfogenéticos y funcionales de las células
tratadas con materiales grafénicos y con NGLC sin que existiera una interaccion con
otros reactivos neurodiferenciadores como en el caso de los medios de cultivos
primarios celulares. Se sabe que las células SN4741 son células clonadas con
velocidad proliferativa constante en condiciones estandar, y poseen una morfologia
bien caracterizada, con una buena capacidad de respuesta frente a agentes oxidantes
como Rotenona o MPP+ (188). Por consiguiente, la homogeneidad del cultivo de
SN474 permitidé establecer una relacion clara entre el efecto material de grafeno
seleccionado y los resultados obtenidos. Por el contrario, en aquellos estudios donde
se ha empleado grafeno o NGLC sobre cultivo primario con células de médula dsea
humana, tejido adiposo (182,183,189) o con cualquier otro tipo de cultivos no
estables capaces de responder a casi cualquier estimulo (117,139,173), los
parametros empleados para su cultivo o mantenimiento pudieron haber influido en la
respuesta observada. Por lo que, esta heterogeneidad celular, podria suponer un error
con respecto a la atribucion de efectos generados de los materiales grafénicos en este
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tipo de cultivos primarios, cuya composicion celular por su complejidad presentan
mas de un fenotipo y por consiguiente la respuesta del grafeno ante cada tipo celular
difiere. Asimismo, en un cultivo primario, se requiere de tratamientos que inhiban el
crecimiento de células fibroblasticas para bloquear la proliferacion expansiva de este
tipo celular tan resistente (190). Como resultado, este tipo de tratamiento estaria
modificando las condiciones ambientales para poder determinar si el 6xido de
grafeno alguno de los materiales de grafeno evaluados o el NGLC favorece o no, los

procesos madurativos neuronales de quiescencia o senescencia.

Por otro lado, si los cultivos primarios son de procedencia humana, incluyen
también de manera decisiva factores de riesgo (género, edad, obesidad, hipertension
o diabetes, etc.) que afectan directamente el comportamiento celular y podrian
enmascarar el efecto real de los materiales grafénicos (189,191). Tomando en
conjunto todos estos aspectos, se considerod utilizar la linea celular clonal SN4741
para realizar los estudios preliminares y conocer el efecto real biol6gico del material

analizado.

Uso de materiales en forma de polvo, peliculas (films) o escamas.

Con respecto a los diferentes materiales grafénicos empleados en este trabajo, la
principal diferencia que se encontro entre ellos fue en la morfologia y la composicion

atomica. Del mismo modo, se observé que, aunque estos materiales compartian ciertas
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similitudes en la composicion quimica con otros tipos de grafeno empleados en otros
estudios (191,192), el GO, PRGO y FRGO empleados no eran idénticos a los materiales
utilizados en estudios anteriores. Hasta el momento, los estudios sobre el uso de grafeno
en medicina regenerativa se habian realizado utilizando GO (193) y GO reducido (sin
determinar el grado de reduccion) (137). En general, los resultados mostrados en este
trabajo de tesis evidencian como el polvo y los films pertenecientes al mismo tipo de GO,
poseian un efecto bioldgico diferente en el mismo tipo de célula clonal y tratada con el
mismo medio de cultivo y con las mismas condiciones de mantenimiento. Con respecto
al uso de films, los experimentos fueron estandarizados utilizando sustratos de los
diferentes materiales, que tuvieron que dividirse en pequefias microescamas. Estos
tamafos corresponden a los tamafios previamente escritos por Chang et al. (179) y Nair
et al. (194), donde se pone de manifiesto una ausencia de genotoxicidad celular
relacionada con un tamafio adecuado del grafenoide en suspensién, igualmente lo
corroboran los trabajos publicados por Syama y Mohanan (195) y Lalwani et al. (196).
De acuerdo con los resultados obtenidos, esta tesis viene a confirmar que usando una
suspension de microescamas, el proceso de diferenciacion surge sin la necesidad de hacer
crecer las células en verdaderos andamios; y sin la necesidad de emplear algun tipo de
neurodiferenciador o estimulador de la neurogénesis como son los empleados en los
cultivos primarios de células progenitoras mesenquimales o embrionarias para generar
neuronas (87,166,197-199). Especialmente, los materiales de PRGO-f y FRGO-f

mostraron una mayor capacidad neurodiferenciadora que GO-f. Con respecto al material
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de NGLC, los resultados mostraron que el material en forma de peliculas favorecia el
anclaje de las células en puntos determinados formando redes organizadas. Este
comportamiento especial podria reflejar una relacion entre la topografia del material y las

propiedades fisicoquimicas (200,201).

Citotoxicidad, proliferacion y diferenciacion de los materiales

estudiados

La bibliografia actual (104), describe un numero limitado de autores que muestren
en detalle la citotoxicidad y biocompatibilidad los materiales grafénicos, por lo que son
necesarios estudios rigurosos que analicen en profundidad la biocompatibilidad de los
sustratos para ser empleados en regeneracion tisular. A pesar de que tanto los materiales
grafénicos como el NGLC muestran una excelente respuesta bioldgica in vitro, en
particular para poder ser aplicada en ingenieria tisular, es necesario realizar un mayor
namero de ensayos in vivo, que muestren el potencial real regenerativo de estos materiales
y la toxicidad a largo plazo, ya que todavia es desconocido (106).

En relacion con la viabilidad celular desarrollada en esta memoria de tesis, el uso
mediante el ensayo MTT ha sido controvertido como también han descrito otros autores
en la bibliografia (144,145) incluido el presente estudio en nanocristales de NGLC (105).
La controversia viene dada porque a pesar de que se observo una reduccion de MTT

relacionada con una reduccion de la proliferacion por proceso de quiescencia 0
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senescencia, no por ello tendria que ser debida a un proceso apoptotico o necrético que
desarrolla el material ensayado. Como describen otros autores (202), las mediciones del
reactivo MTT (expresado como viabilidad relativa) dependen de la transformacion
metabolica intracelular de las sales de tetrazolio en formazan, y cuando la capacidad
metabolica de la célula para convertir MTT en formazan disminuye, esto significa que las
células se estdn muriendo o reduciendo su tamafio poblacional, o bien que hay una
reduccion del propio metabolismo celular (203). Aunque el ensayo de MTT es el método
mas ampliamente utilizado por la literatura en relacion con los materiales grafénicos,
posee una clara limitacion con respecto al proceso proliferativo, ya que no todas las
células poseen la misma actividad metabolica que ademas no permite discriminar este
proceso celular (204). Las células clonales donde se ha introducido un oncogén de manera
artificial, tienen una ilimitada capacidad de multiplicacion y generalmente estan
eternizadas empleando genes que las hacen inmortales, por definiciéon una célula clonal
tiene una alta capacidad proliferativa y una actividad metabolica elevada. Pero, por el
contrario, las neuronas maduras dificilmente se pueden dividir y el metabolismo depende
de su actividad vital funcional o de su mecanismo de comunicacion celular (205). Por lo
que, en conclusion, la ratio de actividad de MTT podria descender en caso de acontecer
un proceso de diferenciacién neuronal promovida por procesos de maduracion que llevan
consigo procesos de senescencia (206). Los resultados de MTT muestran que a corto
plazo los materiales grafénicos son inofensivos e incluso beneficiosos a bajas

concentraciones (polvo de GO; PRGO y FRGO: 10 pg/ml). Sin embargo, se observo un
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efecto toxico a altas concentraciones (1000 pg/ml) en las primeras horas de
incubacion. Estos resultados concuerdan con la mayoria de los estudios a corto
plazo (tratamiento de 24 horas) que utilizan GO en polvo (117,134,179,207). Este
hecho es dificilmente comparable con la literatura actual sobre células madre
mesenquimales humanas, donde se muestra una mayor viabilidad y proliferacion en 24
horas y 21 dias de cultivo, asi como una citotoxicidad disminuida después de
incorporar microescamas de GO (194). Ciertos materiales grafénicos ensayados en el
presente trabajo muestran una reduccion de la capacidad metabolica del MTT
después de los primeros 3 dias de tratamiento, mostrando una reduccion del
metabolismo de MTT, sobre todo en los tratamientos con microescamas de
PRGO y FRGO en todos los rangos de concentraciones. Los resultados sobre
la proliferacion celular mediante la medicién del nimero de células en cada fase del
ciclo celular y la incorporacién de BrdU mostraron una disminucion del namero de
células en la fase S y un aumento de G2 / M después de 3 dias de tratamiento. Por
consiguiente, es bastante probable que, a pesar de los procesos potenciales de apoptosis
0 necrosis debidos al tratamiento con los diferentes materiales grafénicos a los 3 dias,
las células supervivientes se encuentran en fase de division celular. Y sobre este aspecto
se han publicado estudios (208) donde se describe la capacidad selectiva de GO para
aumentar el proceso de apoptosis, reduciendo el numero de células en cultivo. Ademas,
se ha descrito como la apoptosis estd presente en los procesos de diferenciacion
(209), donde se encuentra un proceso apoptotico en aquellas células capaces de

adquirir maduracion. Asi mismo, los resultados obtenidos sobre los
...
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experimentos realizados sugieren que ciertos materiales de grafeno pueden seleccionar
algunas ceélulas para estimular su capacidad de maduracion y diferenciacion, ya que no
todas las células del cultivo alcanzan la diferenciacion. Este proceso es corroborado por
los estudios publicados en células tumorales tratadas con materiales de grafeno, donde
igualmente observan el proceso antimitético del 6xido de grafeno (210,211). Por otro
lado, cabe recordar que la linea SN4741 procede de un embridn transgénico cuyas células
se estabilizan mediante la adiccidn de un oncogen, motivo por el cual se vuelven eternas
y estables tal como describe Song et al., (142). En particular, se ha publicado un estudio
sobre los efectos de la proliferacion de células DAérgicas derivadas de feocromocitoma
neural (PC-12) tratadas con GO y PRGO en polvo, mostrando como a las 24 horas hay
un aumento de la detencién del ciclo celular asi como del proceso de apoptosis (208).
Como consecuencia, estos tratamientos generaron una desregulacion del tiempo de
permanencia en las fases del ciclo celular. Este hecho también se confirma en este trabajo
de tesis, donde a través de los experimentos del ciclo celular se confirma que los
materiales grafénicos, como el NGLC, modifican la sincronizacion de las diferentes fases
del ciclo celular en muestras tratadas, con excepcion del GO en polvo donde no se
observaron diferencias significativas a los 3 y 7 dias de cultivo, con respecto a las
muestras control. Sin embargo, los experimentos a los 7 dias mostraron como en algunos
materiales grafénicos existia un aumento en la actividad de MTT, sin observar diferencias
significativas en la pelicula de PRGO en comparacion con las muestras de control.

Tampoco se reportd un aumento en la cantidad de células muertas con los experimentos
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realizados sobre muerte celular y viabilidad con Etidio y Calceina AM, en los subtipos
GO o NGLC después de 7 dias en cultivo. En concreto, los ensayos del ciclo celular y
proliferacion empleando el mismo tiempo respuesta realizados con GO y sus derivados
(PRGO, FRGO etc.), mostraron cémo las células permanecian en la fase GO / G1, de
acuerdo con una tasa de proliferacion disminuida. Y este fendmeno podria relacionarse
con la ruta de las integrinas y los receptores tirosina quinasas (RTK) que producen un
efecto sinérgico sobre el control de la fase GO / G1 que regula el ciclo celular (212).
Igualmente, se ha descrito como Sonic Hedgehog (SHH) y Wnt juegan un papel crucial
en el control de la divisién celular y la morfogénesis neuronal (213-215). Se evidencio en
trabajos previos (212), como SHH podia bloquear la activacion de la Blintegrarina,
permitiendo la adhesion celular e induciendo un cambio conformacional de la
Blintegrarina hacia un estado inactivado en las células de la cresta neural (216). En
particular, los resultados obtenidos empleando microescamas de PRGO muestran una
detencion del ciclo celular en la fase GO/ G1 a los 7 dias de tratamiento, relacionada con
los procesos de quiescencia celular. Este hallazgo esta respaldado por la cantidad de ADN
analizado mediante ciclo celular empleando marcaje con yoduro de propidio, que ademas
lo confirman los ensayos de BrdU donde se contempla una reduccidon de la incorporacion
de este marcador. Igualmente, este hecho es constatado por el panel analizado de proteinas
relacionadas con la proliferacién, observando una reduccion de Ki67 cuya proteina es
exclusiva de la mitosis celular; y el aumento significativo de la expresion de proteinas

relacionadas con el proceso de quiescencia (P27) y la senescencia (SMP30) relacionada
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con la maduracion. De acuerdo con estos datos parece que, transcurridos 7 dias de
tratamiento con los materiales ensayados, se produce una transformacion molecular que
altera la identidad celular y la capacidad mitogénica de las células, permitiéndoles
diferenciarse y desarrollarse de manera més efectiva en el cultivo con GO, por lo que
transcurridos 15 dias, las células ya transformadas permanecen metabolicamente activas,
tal como lo muestra el ensayo MTT. Hecho que también es corroborado mediante los
estudios de microscopia durante un periodo largo de tiempo, donde se observan procesos
neuronales que requieren de actividad metabolica, como es la comunicacién neuronal
presinaptica y postsinaptica. Autores como Rodriguez-Lozano et al. (183), corroboran los
resultados obtenidos, también reportan un aumento de la viabilidad celular con el
tratamiento con GO después de 15 dias en otro tipo de tejido como son los realizados en
cultivos primarios de células madre del ligamento periodontal con fenotipo
mesenquimatoso (217).

Con respecto a los analisis de MTT para el material NGLC, los resultados de dosis
respuesta de las microescamas cultivadas en las células, mostraron patrones diferentes,
dependiendo del tiempo en permanencia en cultivo. De manera similar, los tratamientos
de NGLC como en GO son inofensivos para las células en tratamientos de respuesta corta
(24 horas) a concentraciones elevadas, pero mas aln a bajas concentraciones (1 pg/l), lo
cual parece ser incluso beneficioso para la célula. En particular, el material NGLC
estimula la produccién de la proteina SMP30 relacionada con la senescencia celular en

las primeras 24 horas de cultivo, al contrario de los materiales de materiales grafénicos
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que lo realizan a los 3 dias. El tratamiento con NGLC a corto plazo, no evidencia un
incremento de la histona fosforilada, PH3, por lo cual parece que cuando las células estan
en contacto con el material durante las primeras 24 horas se adaptan, y posteriormente a
los 7 dias se observa un incremento proliferativo observado también en el aumento de
expresion de PH3 y la ausencia de expresion de SMP30. Esto se contrapone a los estudios
sobre GO en la forma polvo o pelicula, donde se revela que existe una toxicidad a altas
concentraciones a los 7 y 15 dias, pero no a las 24 horas (218). En relacién con el analisis
de proliferacién por PCNA, se observé un incremento de la expresion de este marcador
de replicacion del ADN a los 7 dias de cultivo celular. Estos hallazgos son compatibles
con otros estudios donde se emplean nanoparticulas de carbono (117,217).

En resumen, la principal limitacion de los ensayos de MTT para medir
biocompatiblilidad y proliferacion, reside en que los procesos de quiescencia 0
senescencia, que se caracterizan por una disminucion del metabolismo basal y de la
actividad celular, y por consiguiente la metabolizacion de los compuestos empleados
como indicadores de viabilidad, metabolismo o proliferacion, podrian generar confusién
en la interpretacion de los datos. Por este motivo, se realizé un analisis de la disfuncion
bioenergética de las células empleando intercaladores de la cadena transportadora de la
respiracion mitocondrial, con el fin de conocer si los materiales grafénicos afectaban al

metabolismo celular de manera positiva o negativa.

Con respecto al anélisis bioenergeético, se sabe que la respiracion mitocondrial es

esencial para la adecuada funcion y diferenciacion neuronal (219). Se ha visto que el
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grafeno interrumpe la actividad mitocondrial en las células tumorales (220,221). El
estudio de Sun et al., (222), mostré una disfuncion mitocondrial y alteracion del ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) en cerebros de pez cebra tratados con GO. Esta regulacion del
metabolismo mitocondrial se ha relacionado con anomalias del citoesqueleto tanto en
células tumorales como en pez cebra. En modelos de PD, se ha descrito una relacion entre
la inhibicién del complejo | de la ETC y la disfuncion de los microttubulos (176). En
concreto, en este estudio de tesis se evalud la respiracién mitocondrial de diferentes
subtipos de grafeno, y se hall6 un aumento del consumo de oxigeno no mitocondrial en
algunos derivados de GO. Esta respiracion no mitocondrial se corresponde con la
oxidacion del sustrato o la oxidacion peroxisomal, lo cual se correlaciona frecuentemente
con una alta produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (223). Algunos estudios
han encontrado niveles mas altos de ROS en células tumorales en presencia de grafeno
(179,220). Sin embargo, los experimentos realizados los diferentes materiales de grafeno
no indujeron un aumento en la muerte celular con respecto a la condicion de control y,
por lo tanto, no es probable que los materiales ensayados provoguen un aumento
significativo en los niveles de ROS. En cuanto al consumo de oxigeno vinculado a la
respiracion mitocondrial, tanto el polvo de GO como la pelicula FRGO, disminuyeron la
respiracion mitocondrial y la capacidad respiratoria sobrante. Una baja capacidad
respiratoria libre, entendida como la capacidad de una célula para responder a una
demanda energética, suele encontrarse en algunas patologias, incluidas las neuronales

(224). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que polvo GO y pelicula de FRGO no son los
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materiales mas adecuados de GO para ser aplicadas en un modelo de PD. De los seis
subtipos GO utilizados en este estudio, solo el PRGO, especialmente en forma de pelicula,
no alterd el metabolismo mitocondrial, y el FRGO en polvo fue el Gnico que aumenté la
capacidad respiratoria de reserva de estas células. Ademas, los resultados obtenidos en la
pelicula de PRGO muestran una ausencia de la disfuncion bioenergética, lo que apuntaria
a encontrar mejores resultados en la diferenciacion de neuronas DAérgicas apoyados en

estos estudios metabolicos.

Maduracion neuronal

Acerca del proceso de diferenciacion y maduracion tras el tratamiento con los
materiales grafénicos este estudio muestra como las peliculas de sustratos utilizados en
forma de microescamas, tienen una mayor capacidad de diferenciacion a nivel neuronal
y especialmente hacia el linaje dopaminérgico, asi como de la comunicacion celular, en
comparacion con las muestras en polvo. Y en particular, nuestros resultados muestran
como la pelicula PRGO en comparacion con la pelicula GO, y la pelicula FRGO, tiene
una mayor capacidad de maduracion DAérgica valorada a través del estudio de
colocalizacion (Tuj-1/ TH); factores de transcripcion y expresion génica (Th; Nurrl, Dat
y Tubb3; Pitx3; Limlxa; Limx1b); expresion especifica de proteinas (TH, DAT, GIRK?2)
ademas de la maduracién en la comunicacion neuronal a nivel de transporte de vesiculas

sinapticas (Sinaptobrevina; Sinaptofisina). Este hecho es inusual en la linea celular
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embrionaria indiferenciada SN4741 (142). Baésicamente, en los experimentos
desarrollados, el proceso de diferenciacién neuronal y dopaminérgica promueve una
reduccion en el proceso de proliferacion celular observado a partir del séptimo dia de
cultivo. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la pelicula PRGO induce la
diferenciacion y evidencia la maduracion de células SN4741 a neuronas DAEérgicas
maduras del mesencéfalo como muestra el estudio morfoldgico y genético.
Probablemente la explicacion de estas diferencias se deba en parte a diferencias en la
morfologia y composicion quimica superficial. El estudio atdbmico (XPS) muestra coémo
la pelicula PRGO en comparacion con GO y FRGO no tiene Cloro en su composicion, y
tiene los niveles atdbmicos mas altos de nitrégeno y azufre. Este trabajo describe como la
pelicula de GO utilizada para trabajos de regeneracion (24,135,137,185) o la pelicula de
FRGO, si bien tienen una capacidad diferenciadora y madurativa, estos subtipos albergan
una mayor disfuncionalidad bioenergética, relacionada una reduccién en la respiracion
basal (pelicula de FRGO * <p = 0.05), respiracion maxima (pelicula de GO y FRGO, * p
<0.05), capacidad respiratoria de reserva (pelicula de FRGO) y una reduccion

significativa en la produccion de ATP (pelicula GO; pelicula FRGO; * p<0,05).

Especialmente en el tratamiento con la pelicula de PRGO se observ6 un aumento
del desarrollo de los procesos neuronales como las arborescencias o las proyecciones
axonales, lo que corrobora otros hallazgos descritos por otros autores con tratamiento de
polvo de GO en cultivos celulares primarios donde los medios de cultivos poseen

inductores neuronales (131,169). Asi mismo, el tratamiento de microescamas de PRGO
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estimulo los procesos organizativos promoviendo la aparicion de redes o entramados
neuronales similares a los observados en los estudios con espuma de GO (Serrano et al.,

2014), Gy GO en polvo (180).

En el caso concreto de las peliculas de NGLC, la respuesta celular con respecto a
la maduracion fue observada tras la semana de cultivo celular confirmando una buena
adhesion celular a superficies hidrofobicas. Este estudio muestra la capacidad
neurodiferenciadora del NGLC, y reporta como el control de la superficie e hidrofilicidad
son factores considerados importantes en la diferenciacion (225) y en uso biomédico,
como en la creacion de nano-biointerfaces para medicina molecular (193,226). Con
respecto a la citoarquitectura observada con NGLC, se determind que existia una
organizacion no aleatoria celular en forma de red neuronal, del mismo modo que
presentaba PRGO. En particular, se observaron unas proyecciones axonicas propias de

las células DAergicas en las peliculas de NGLC.

En relacién con el estudio molecular de los marcadores de maduracién y de
especializacién, en concreto, el marcador de diferenciacion neuronal como el marcaje
Tuj-1 para neuronas maduras adultas analizadas que colocalizaban con la enzima TH,
sugiere un proceso de maduracién de las neuronas hacia un linaje de neurona DAérgicas
maduras. Nuevamente, este fendmeno de maduracion es un hecho insdlito en la linea
celular embrionaria indiferenciada SN4741 (142), no descrito hasta la fecha. La

correlacion de los marcadores TUJ-1+/TH+ que existe en PRGO es mas fuerte que la que
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ocurre en otros materiales grafenicos analizados. Dado que todas las células han sido
tratadas con el mismo medio de cultivo y la misma concentracion de materiales
grafénicos, nuestros resultados sugieren que el efecto sobre la TH se debe exclusivamente
a materiales grafénicos, pero no a otras variables. Por este motivo, se le podria atribuir al
PRGO una capacidad inductora de la diferenciacion neuronal. Por el contrario, otros
resultados obtenidos con GO en combinacion con CNT como facilitadores de
diferenciacion DAérgica cultivados con células embrionarias, no mostraron claramente
el efecto diferenciador de GO / CNT en sus resultados publicados (139,227). En especial,
en el trabajo publicado por Yang y colaboradores (226), las imagenes que muestran la
expresion de TH poseen un bajo nimero de células mostradas con un gran aumento, pero
no muestran el area completa, por lo cual no se puede verificar correctamente el nimero
real de células marcadas con TH. Ademas, estos autores no evidencian la correlacion con
la expresion de TH y Tujl en presencia de polvo de GO y por lo tanto no es posible
evaluar si las neuronas DAérgicas son realmente adultas o no. Por el contrario, en la
presente memoria se muestra una alta densidad celular de un marcaje de TUJ-1+/TH+
doble positivo. Sin embargo, es importante considerar que en los tratamientos con
materiales grafénicos, se ha observado variacion intraensayo a pesar de que se trata de
células clonales sometidas a las mismas condiciones de cultivo. Este hecho contrasta con
los resultados en células humanas embrionarias (hESC) donde apenas se observa la
variacion intraensayo experimental (157). Por este motivo, para conocer de manera

rigurosa si los efectos observados eran producto de los materiales ensayados, se realizaron
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experimentos con otros ensayos moleculares genéticos para RT-qPCR en expresion de
Tuj-1y Th y Western-blot para TH. Los datos ratifican un aumento de expresion, por lo
que se pudo demostrar que el potencial de diferenciacion dopaminérgico de materiales
grafénicos es superior al grado de expresion del estudio de Yang et al., (139) mencionado
anteriormente. La capacidad de maduracion del GO en las especies de pelicula
(tratamiento de microescamas) de GO, PRGO y FRGO quedd demostrado en el analisis
de expresion de los marcadores de maduracién dopaminérgico Tuj-1 y los factores de
transcripcion, Pitx3 and Limx21a/lb, relacionados con el linaje dopaminérgico descritos
por Arenas et al., (31,89,213). Curiosamente, los patrones de expresion de estos factores
de transcripcion y maduracion DAeérgica mostraron un fenémeno dicotémico,
observandose dos patrones de expresion, dependiendo de si se trataba de la especie en
polvo o de la pelicula, cuya composicion quimica no difiere. Mas aln, los resultados de
maduracion de las células DAérgicas, expresando marcadores como Dat en células
cultivadas con PRGO en microescamas (50pg/ml) confirman que el proceso de
maduracion es adecuado. La pregunta acerca de por qué el PRGO es capaz de estimular
60 veces la expresion de Dat en las células SN4741 es una cuestion por esclarecer, siendo
un aspecto que esta pendiente de estudio. Los mecanismos moleculares que estimulan
este proceso son todavia desconocidos, no obstante, otros estudios en SN4741
(163,228,229) podrian explicar el proceso molecular ya que describen como el factor de
transcripcion Nato3 actla como diana efectora de la ruta sefializadora para Shh que

relaciona a las células SN4741 con la maduracién de la linea celular DAérgica. Estos
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autores describen como el factor de transcripcion Nato3 actla sobre Foxa2 y Shh, los
cuales a su vez acttan sobre Nurrl (154, 213, 228). La activacion de Shh-Foxa2 activa la
cascada que a su vez activa TH y Nurrl, siendo la activacion de Nurrl independiente de
TH. Estos resultados que corroboran los estudios sobre Nurrl, avalan la hipotesis de que
PRGO-f en microescamas a baja concentracién podria actuar como inductor de la

diferenciacion y maduracion.

Otro de los aspectos relevantes tratados en este estudio ha sido la evaluacion de la
funcionalidad de las sinapsis a traves de la relacion entre produccién, movilizacion y
utilizacion de vesiculas sinédpticas, mediante el andlisis de expresion proteica de
Sinaptobrevina y Sinaptofisina (112,118,230). Los resultados aportados obtenidos tras
tratamientos sobre materiales grafénicos de las células SN4741 a largo tiempo en cultivo
mostraron mayor comunicacion celular en forma de peliculas y microescamas que las
especies cultivadas en polvo. Ademas, la coexistencia de expresion de GIRK2 y DAT q
se consideran buenos marcadores para la funcionalidad de las sinapsis (153,168) mostro
que PRGO en pelicula posee la capacidad de aumentar significativamente su expresion,
por lo que podria postularse claramente que PRGO en pelicula favorece la comunicacion
neuronal en una red neuronal como se observa en neuronas DAérgicas maduras SN4741
con la imagen de la tincion triple positiva para Tuj-1 +/TH +/ GIRK2 +; TH +/
Sinaptofisina +/ GIRK2 +y TH + / Sinaptofisina + / DAT +. No obstante, los procesos
de arborescencia dendritica o puntos de conexion sinaptica fueron observados en las

superficies de las peliculas del PRGO y FRGO, esto supone que estos materiales
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favorecen los procesos neuronales afines a los mecanismos de comunicacion celular no

observados en las células control.

Con respecto al fendmeno de comunicacion neuronal empleando soportes de
NGLC se comprobd que un incremento de la rugosidad en las peliculas de NGLC que
podria influir de manera relevante en los cultivos celulares, asi como en los procesos
neuronales observados en los cultivos. Se pudo comprobar como la parte posterior de las
peliculas son principalmente de carbono y es la que ofrece mayor espesor (120).
Curiosamente, la superficie expuesta de NGLC al cultivo celular es la misma en los tres
tipos de peliculas de NGLC de 8, 20 u 80 nm de espesor empleadas. En el andlisis de los
marcadores de Sinaptofisina y GIRK2, se observd un significativo aumento de la
colocalizacion Sinaptofisina +/GIRK2 + en las células SN4741 sembradas en peliculas
con grosor de 20 nm. Lo que estos experimentos muestran es que la rigidez y el espesor
de las peliculas, podria estar infiriendo en la propagacion de proyecciones axonicas
observadas o en comunicacion celular. En concreto, se comprob6 que el grosor de las
peliculas puede influir no solo en la rigidez y transparencia de las peliculas, sino también
en sus caracteristicas eléctricas. Las peliculas de 20 nm de espesor son dos veces mas
conductoras de electricidad que las peliculas de 8 nm de espesor y dentro del mismo rango
que las peliculas de 80 nm de espesor (120), por lo que se puede concluir que la capacidad
eléctrica de las peliculas NGLC es un indicio del grado de maduracion celular que esta
directamente relacionado con la acumulacion especifica del carbono molécular que

compone la pelicula. Ademas, NGLC no solo permite el crecimiento y la adhesion de las
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células, sino a su vez la diferenciacion y la creacién de redes (105,131). Esta capacidad
es un fendmeno deseable para la comunicacion y supervivencia de las células adultas. De
hecho, NGLC indujo la diferenciacion o maduracion neuronal en células DAérgicas sin
utilizar ningun factor de crecimiento celular como GDNF, BDNF ni matriz de laminina
(63,65), lo que permite el crecimiento celular espontaneo. Por tanto, este resultado en si
mismo es relevante para la regeneracion neuronal; de ahi la relevancia de este estudio.
NGLC presenta capacidad para promover la organizacion celular, reordenando las células
de tal manera que su arquitectura cambie sin que aumente el numero de células,

modificando la disposicidn celular de una monocapa a la agrupacion.

Sin embargo, la evidencia mas concluyente que respalda el potencial uso
beneficioso de PRGO en estrategias de reemplazo para la PD involucra el estudio sobre
neuroproteccion sobre como se comportan las células embrionarias SN4741 tratadas con
materiales grafénicos investigados en un ambiente de estrés sin inductores de oxidacion
mitocondrial. Los mecanismos de proliferacion activa de las células de control secretan
factores de crecimiento en el entorno microcelular en espacios pequefios y aumentan su
estrés celular. Los analisis de a-sinucleina muestran como las células de control la
expresan de forma endogena y como PRGO-f y FRGO-f reducen significativamente su

expresion.
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Consideraciones finales

Centrando este trabajo en las terapias de reemplazo celular para las neuronas
DAérgicas dafiadas en la PD (168) o considerando cualquiera de las multiples
posibilidades de crecimiento de células neurales para el tratamiento de lesiones
nerviosas, las peliculas de 6xido de grafeno parcialmente reducido (PRGO-f) o
nanocrystalline glass-like carbon (NGLC-f) podrian ser consideradas para la
produccion de parches regenerativos, por ejemplo, usados para desarrollar tractos
axonales. Este tipo de pelicula, a diferencia de otros nanomateriales de carbono
utilizados en cultivos celulares, pueden proporcionar mas ventajas principalmente en
términos de mejora de la conductividad eléctrica y mayor capacidad de interaccion
celular entre la superficie exterior de la pelicula y los axones celulares restantes y
pueden ser de interés para la integracion celular completa. El hecho de que materiales
grafénicos como el PRGO, o el NGLC incidan en el equilibrio entre la proliferacion
y la diferenciacion, reduciendo la capacidad proliferativa y aumentando el proceso
de diferenciacion, es una sefial favorable que podria atribuirse al hecho de que ambos
sustratos se fundamentan en materiales de grafeno.

Y este equilibrio no solo es bueno sino deseable, ya que contribuye a un
cambio de concepto sobre las caracteristicas mas propicias para desarrollar andamios
celulares. Esto es debido a que un sustrato que permita la proliferacion de células
inmaduras o maduras (no terminales), esta proximo a ser considerado peligroso ya

que puede potenciar la malignidad involucrada en procesos oncogénicos en un tejido
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tan peculiar como el neuronal. Esta idea invita a reconsiderar el modelo de andamio
ideal para ser utilizado en la regeneracion tisular, poniendo un mayor énfasis en el
concepto de funcionalidad y diferenciacion celular mas que en la obtencidn de

sustratos que permitan el crecimiento y colonizacién celular.
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I.- Conclusiones sobre el estudio realizado empleando diferentes materiales

grafénicos

1. Los resultados sobre citotoxicidad mostraron biocompatibilidad a largo plazo
en cultivo del 6xido de grafeno (GO); parcialmente reducido (PRGO) y totalmente

reducido (FRGO) en un determinado rango de concentracion. A

2. En este estudio se evidencia que, aunque se traten las células cultivadas en

condiciones estandarizadas con un mismo material grafénico, el hecho de emplear dicho
material en pelicula o polvo produce efectos bioldgicos distintos. Por lo cual, se pone de
manifiesto como la estructura molecular, la organizacion atomica de los elementos en
los diferentes materiales y su propia composicion quimica, afectan de manera directa a

las células.

3. El empleo de las peliculas a modo de andamiaje sin triturar permite un mayor

desarrollo de los procesos neuronales tales como las arborescencias dendriticas, zonas

de aproximacion o botones sinapticos.

4. Los resultados sugieren que el material PRGO-f es el mejor candidato para ser

empleado en el cultivo de células dopaminérgicas por poseer una mayor capacidad de

neurodiferenciacion, actividad biologica, neuroproteccion y un menor estrés

NOELA RODRIGUEZ LOSADA, PHD HTTPS://ORCID.ORG/0000-0003-3629-4883 183
NOELA@UMA.ES RODRIGUEZ.LOSADA.NOELA@GMAIL.COM



bioenergético, reduciendo los niveles de a-Syn de manera significativa en cultivos con

inductor a neurotoxinas.

5. Se concluye que, por todos los resultados obtenidos, el PRGO-f es el mejor
candidato para formar parte de estructuras de sostén o protesis para el cultivo de células

en terapias de reemplazo en la PD.

I1.- Conclusiones sobre el material nanocrystalline glass-like carbon (NGLC)

6. Los resultados mostraron una carencia de citotoxicidad con respecto al material
NGLC, que parece ser inocuo para las células SN4741.

7. EINGLC es capaz de inducir diferenciacion neuronal y favorecer las capacidades
funcionales neuronales.

8. La comparacion con los diferentes grosores y rugosidades de NGLC mostro que
el film de 20 nm posee una mayor capacidad madurativa de las células SN4741.
Ademas, este espesor exhibié una mejor conductividad eléctrica y mejores
propiedades Opticas (como la transparencia).

9. Elhecho de que este nanomaterial se sintetizase bajo parametros muy controlados
se favorece la reproducibilidad para su uso en aplicaciones biomédicas,

ingenieria de tejidos y desarrollo de dispositivos biocompatibles.
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Innavative materials

> Abalonyx

N
C

Resumen del capitulo de Metodologia, enfoque didactico. Metodologia empleada y descrita para el estudio de los

efectos de materiales grafénicos. Elaboracion propia.
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polvO g film

Resumen del capitulo de Metodologia, enfoque didactico. Metodologia empleada y descrita para el estudio de los efectos

y sintesis de NGLC. Elaboracién propia.
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