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RESUMEN

Durante el desarrollo del sistema nervioso central, se forma un eje dorsoventral como
resultado de una sefializacioén en centros organizadores con los morfégenos Sonic Hedgehog
(SHH) desde la notocorda en la regién ventral y las proteinas morfogenéticas del hueso
(BMP) desde el ectodermo dorsal. Estos morfégenos proporcionan una identidad neuronal a
cada region del sistema nervioso central y especificamente en el mesencéfalo, inicia el
programa de diferenciacion hacia neuronas dopaminérgicas.

Dentro de los modelos deestudio para el desarrollo del mesencéfalo existe un tipo de cultivos
celulares tridimensionales (3D) conocidos como organoides. Los organoides son cultivos
celulares derivados de ceélulas pluripotentes o multipotentes con la capacidad de
autoorganizarse y adquirir un arreglo celular parecido al desarrollo embrionario in vivo. Los
organoides de mesencéfalo tienen particularmente una identidad ventral compuesta de
neuronas dopaminérgicas tipo A10y A9, el pigmento celular neuromelanina que es exclusivo
de primates y actividad electrofisiologica, principalmente.

Sin embargo, no existen modelos celulares que representen la compleja estructura e identidad
del mesencéfalo completo y con ello se dificulta el estudio del neurodesarrollo de esta region
cerebral.

Por tal motivo, nosotros disefiamos y elaboramos dispositivos de microfluidica que pudieran
generar un doble gradiente para difundir los morfégenos SHH y BMP4, con el objetivo de
qgue puedan usarse para recrear la sefializacion de los centros organizadores del eje
dorsoventral en la neurulacion y generar organoides de mesencéfalo a partir de células
pluripotentes humanas para obtener un modelo celular con un arreglo similar al mesencéfalo
dorsal y ventral.



ABSTRACT

During central nervous system development, a dorsoventral axis forms due to morphogens
signaling from organizing centers that involves Sonic Hedgehog (SHH) in the ventral
notochord and bone morphogenetic proteins (BMPs) in the dorsal ectoderm. Providing a
neuronal identity to each region of the central nervous system and specifically the midbrain,
this initiates differentiation program towards dopaminergic neurons generation.

Brain organoids are Three-dimensional (3D) cell cultures derived from pluripotent or
multipotent cells with the ability to self-organize and acquire a cell arrangement resembling
embryonic development in vivo. Midbrain organoids particularly have a ventral identity
composed of A10 and A9 dopaminergic neurons, the cellular pigment neuromelanin that is
unique to primates, and electrophysiological activity.

However, there are no cellular models with the complex structure and identity of the whole
midbrain, making it difficult to study the neurodevelopment in this brain region.

For this reason, we designed and elaborated microfluidic devices that could diffuse the SHH
and BMP4 morphogens in a double gradient manner, with the objective to recreate the
signalization of the organizing centers resembling the dorsoventral axis along neurulation
and generated midbrain organoids from human pluripotent cells to obtain dorsoventral
midbrain organoids.



1. INTRODUCCION

1.1 Desarrollo del sistema nervioso central
Durante el desarrollo embrionario en vertebrados se forman 3 capas embrionarias:

endodermo, mesodermo y ectodermo; a través de diferentes mecanismos celulares vy
moleculares cadauna dara origen a todos los tipos celulares, tejidos y 6rganos que conforman
a un organismo. El ectodermo es la capa embrionaria de la que se deriva la epidermis y el
sistema nervioso, este Ultimo inicia su especificacion desde la region mas dorsal del
ectodermo (neuroectodermo) mediante un evento de induccion neural (Gilbert & Barresi,
2016; Purves et al., 2018). Este proceso de la formacion del sistema nervioso central se
denomina neurulacion e inicia en la notocorda, una estructura cilindrica localizada en la
region ventral adyacente al neuroectodermo, teniendo la funcion de inducir cambios
mediante una sefializacion que guia el adecuado desarrollo de diferentes estructuras (los
grupos de células que tienen esta funcion son conocidos como centros organizadores). Desde
la notocorda hasta el neuroectodermo se expresa el morfégeno Sonic Hedgehog (SHH),
posteriormente se establece la placa neural, compuesta de células epiteliales columnares
pseudoestratificadas indiferenciadas (neuroepitelio). Debido a su alto grado de plasticidad,
se les consideran los primeros precursores neurales que preceden a las células progenitoras
neurales del sistema nervioso (Bergstrom & Forsberg-Nilsson, 2012; Gilbert & Barresi,
2016; GOtz & Huttner, 2005).

De igual manera, en el ectodermo epidérmico de la region dorsal y la placa del techo
se induce unasefializacion antagonista a SHH de miembros de la superfamilia de factores de
crecimiento transformante B (TGF-B), especificamente, las proteinas morfogenéticas del
hueso 4y 7 (BMP4 Y BMP7). En conjunto, establecen un eje dorsoventral en el tubo neural
por la accion de este doble gradiente e influenciando la identidad de cada region cerebral a
lo largo de la neurulacion (Bianchi, 2017; Choudhry et al., 2014; Gilbert & Barresi, 2016;
Heussler & Suri, 2003; Li et al., 2005; Patten & Placzek, 2000).

La placa neural empieza a plegarse y se eleva hasta formar pliegues neurales, que
migran hacia la linea media dorsal y forman el tubo neural, de forma simultnea se forma un
surco neural en el centro de la placa neural (Figura 1). Del tubo neural se deriva el sistema

nervioso central (SNC), y la médula espinal, mientras que el sistema nervioso periférico se



genera a partir de la cresta neural, localizada debajo del ectodermo suprayacente que da
origen a la epidermis (Gilbert & Barresi, 2016).

Mediante una serie de especificaciones a nivel molecular, celular y tisular se generan
las 3 vesiculas cerebrales primarias: prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo; de las cuales

derivan todas las estructuras que conforman al SNC.

La interaccion del eje anteroposterior y dorsoventral se relaciona con otras vias de
sefializacién, moléculas y factores transcripcionales, por ejemplo, la via de sefializacion
WNT, para ejercer influencia en las poblaciones celulares y definir la identidad de cada una
de las estructuras del tubo neural y sus derivados (Figura 1) (Bianchi, 2017; Choudhry et al.,
2014; Gilbert & Barresi, 2016; Heussler & Suri, 2003; Li et al., 2005; Patten & Placzek,
2000).
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Figura 1. Formaciéndelsistema nerviosocentral. A) Establecimiento de laplacaneural (verde)
por induccion de la notocorda (amarillo). B) Los bordes neurales se pliegan y elevan, en el centro
de la placa neural se forma el surco neural. C) Los pliegues neurales convergen por la linea media
dorsal del embrién. D) Cierre del tubo neural. E) Establecimiento de diferentes poblaciones
celulares: neuronas sensoriales, interneuronas, progenitores neurales y neuronas postmitoticas;
debido a la influencia de la sefializacién dorsoventral entre BMP 4, BMP 7, WNT y Sonic
Hedgehog. (Modificado de Wilde, et al. 2014; Gilbert & Barresi, 2016)



1.2 Desarrollo del mesencéfalo y formacion de neuronas dopaminérgicas
El mesencéfalo o cerebro medio esta delimitado e influenciado durante su desarrollo

por diferentes dominios moleculares, celulares, centros organizadores y estructurado en un
eje anteroposterior y un eje dorsoventral. EI organizador istmico (I1sO), es un elemento
esencial durante la regionalizacion del mesencéfalo y el rombencéfalo, de este se expresa
gradualmente el factor de crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8), de mayor a menor
concentracion desde el borde del mesencéfalo-rombencéfalo (MHB) hacia el prosencéfalo.
De igual manera, se expresa el factor de transcripcion OTX2 (Orthodenticle homeobox 2)
que tiene una funcion antagonista con FGF8y el factor de transcripcion de la familia PAX
(Paired Box), PAX®6, delimitando el borde del prosencéfalo y mesencéfalo. Debido a esto,
los genes de la familia engrailed como EN1y EN2, los factores de transcripcion de PAX2y
PAX5,y la via de sefializacion WNT se activan en el 1sO y el mesencéfalo, mientras que, los
factores de transcripcion PAX3y PAX7 se expresan exclusivamente en el mesencéfalo. Esta
compleja interaccion entre factores de transcripcion, morfogenos y vias de sefializacion le da

identidad al mesencéfalo (Figura 2) (Gale & Li, 2008; Nakamura, 2013; Puelles &
Rubenstein, 2003).
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Figura 2. Desarrollodel mesencéfalo ventral. Sefializacionanteroposterior del tuboneural, los dominios
moleculares y la sefializacion anteroposterior del tubo neural influye en el desarrollo del mesencéfalo
ventral. En el mesencéfalo (Mes) y organizador istmico (IsO) se expresa EN2, EN1, PAX2, PAX5.
Por su parte, WNT1, PAX3 y PAX7 se expresa en el mesencéfalo, mientras que FGF8 se expresa en
el IsO y la crestaneural, PAX6 y OTX2 se expresan en mesencéfaloy prosencéfalo (Pro). Finalmente,

GBX2 se expresa en el metencéfalo (Met). (Modificado de Gale & Li, 2008; Nakamura, 2013)



Subsecuentemente a este proceso, las células neuroepiteliales de la placa del piso del
mesencefalo ventral (MesV) entran en un proceso de diferenciacion a neuronas
dopaminérgicas (DAN), el linaje celular predominante del mesencéfalo y principal tipo
celular afectado en la enfermedad de Parkinson (PD). Como ya se ha mencionado, la
notocorda es un centro organizador involucrado en la diferenciacion dopaminérgica, el cuél
después de expresar SHH inicia una cascada de sefializacion con diferentes pasos (Figura 3).
Primeramente, se induce la expresion del factor de transcripcion FOXAZ2 (Forkhead Box 2)
y los factores de transcripcior .IM como LMX1Ay LMX1B, convirtiendo a la linea media
ventral en una zona de proliferacion que definird la identidad de las DAN, posteriormente se
expresa el factor detranscripcion MSX1 que junto a FOXAZ2 induce la neurogénesis mediante
la regulacion de neurogenina 2 (NGNZ2). Estos progenitores dopaminergicos migran a una
zona intermedia en la placa del piso donde se vuelven postmit6ticos y empiezan a expresar
B-tubulina 111y el receptor nuclear NURRL1 (nuclear receptor related protein 1), finalmente,
las células NURRZ1+ migran a una zona periférica (zona ventricular) donde expresan tirosina
hidroxilasa (TH) y el factor de transcripcion PITX3 (pituitary homeobox 3) para llegar a
diferentes estructuras y establecer subgrupos de DAN. Por ejemplo, el subgrupo de DAN A9
en la sustancia nigra pars compacta (SNpc) que proyecta al estriado dorsolateral, regulan
funciones motoras, este subgrupo es susceptible de una neurodegeneracion en la PD, la que
se caracteriza por presentart en la mayoria de los casos, inclusiones citoplasmicas llamadas
cuerpos de Lewy en las DAN A9. Por otro lado, el subgrupo de DAN A10 en el area ventral
tegmental, que proyecta al estriado ventromedial, areas corticales y el sistema limbico, regula
funciones conductuales y asociadas con sintomas no motores de la PD (Arenas et al., 2015;
Dauer & Przedborski, 2003; Gale & Li, 2008; Krashia et al., 2019).
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Figura 3. Diferenciacion dopamineérgica. En la diferenciacion dopaminérgica del mesencéfalo ventral,
la expresién de SHH regula la expresion de FOXA2, LIMX1Ay LMX1B, posteriormente, se induce la
expresionde MSX1, quejunto a FOXAZ2 activan laexpresionde NGN2 pararegular la neurogénesis (zona
proliferativa en gris). Mientras tanto, MSX1 y LMX1A determinan la identidad de neuronas
dopaminérgicas (zonaintermedia en amarillo), LMX1B act(a junto a WNT1 y FOXA2 para regu lar la
expresion de PITX3y NURR1 queal final del proceso de diferenciacion inducen la expresion de tirosina
hidroxilasa (zona de migracion en rojo) para terminar de definir las neuronas dopaminérgicas (Modificado
de Gale & Li, 2008; Nakamura, 2013)

En cuanto al mesencéfalo dorsal, el coliculo superior, el coliculo inferior y la
sustancia gris periacueductal son las areas principales del eje rostro-dorsal del mesencéfalo
con la funcién de control motivacional, atencion, regulacion motora y sensorial; teniendo
neuronas excitadoras (glutamatérgicas) e inhibidoras (GABAZérgicas) como el tipo neuronal

dominante (Arimura et al., 2019).

No se conoce muy bien el desarrollo embrionario del mesencéfalo dorsal, pero se han
podido detectar progenitores neurales en una zona mitética de la superficie ventricular. Asi
mismo, la expresion de PAX6 y la via de cinasas-Jun N-Terminal activa (JNK) se ha
observado en neuronas post-mit6ticas que migran de esta region a la zona ventricular (zona
de interfase) donde se dividen en subgrupos que empiezan a adquirir caracteristicas de

identidad de neuronas glutamatérgicas expresando principalmente Neurog2, TBR2 y NeuroD



(Figura 4). Otros subgrupos pueden tener identidad de neuronas GABAGérgicas con linajes
ASCL1-y GATAZ2- positivos en la zona de interfase 0 GADG67 en los limites de la zona
ventricular y la zona de interfase. Finalmente por migracion celular regulada por la via de

JNK se piensa que llegan al mesencéfalo dorsal y terminan su maduracién (Arimura et al.,

2019) .
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Figura 4. Desarrollo del mesencéfalo dorsal. En el desarrollo del mesencéfalo dorsal se han encontrado
dos regiones en la zona ventricular definidas por la presencia del marcador de proliferacion celular Ki67
y reguladas por Prox1: 1) la zona mitética, donde se ha observado la expresion de Sox9 y el marcador
GABAérgico Ascll,y 2) la zona de interfase donde se ha observado el marcador GABAérgico GATA2.
En esta misma zona se ha visto la expresion de Pax6 como regulador de la diferenciacion glutamatérgica
en la Zona intermediay en la fase de neuronas inmaduras. Todas las regiones del mesencéfalo dorsal se
han12345 observado estan influenciadas por la via de cinasas-Jun N-Terminal activa (JNK). Por otro lado,
el origen de las neuronas GABAérgicas GAD67 parece ser en la region ventral del mesencéalo

(Modificado de Arimura, 2019)



1.3 Células troncales y organoides cerebrales como modelo de estudio del mesencéfalo
Las células troncales tienen una alta capacidad de autorrenovacion para perpetuarse

a si mismas y una gran plasticidad de diferenciacion. De acuerdo con estas caracteristicas, se
clasifican en: totipotencial cuando pueden generar todas las células embrionarias vy
extraembrionarias, pluripotencial cuando pueden generar todas las células embrionarias y
multipotencial cuando pueden generar linajes celulares restringidos. A partir de estas
caracteristicas y la posibilidad de aislarlas, mantenerlas y diferenciarlas in vitro, han surgido
diferentes protocolos y métodos para poder estudiar el desarrollo embrionario, causas de
enfermedades, farmacos, terapia y regeneracion celular (Biehl & Russell, 2009; Chagastelles
& Nardi, 2011; Gilbert & Barresi, 2016; Mayani, 2003).

Tal es el caso del mesencéfalo y la PD, donde los estudios en modelos animales,
cultivos primarios y cultivos de lineas celulares se han complementado con los avances en el
area de celulas troncales embrionarias (ESC), las cuales son células pluripotentes que se
derivan de la masa celular interna del blastocisto en el desarrollo embrionario; células
troncales neurales (NSC), que son células multipotenciales restringidas a un linaje neuronal
y células pluripotentes inducidas (iPSC), que son células troncales pluripotentes que pueden
obtenerse mediante un proceso de reprogramacion celular de fibroblastos. Las ESC, NSC e
IPSC pueden utilizarse en protocolos especificos para estudiar el neurodesarrollo y
neuropatologias al ser tratados con moléculas neurogénicas especificas (Bergstrom &
Forsberg-Nilsson, 2012; Lopes et al., 2017).

La mayoria de los estudios in vitro del desarrollo embrionario del mesencéfalo y la
PD se han realizado en cultivos celulares bidimensionales (2D) permitiendo estudiar aspectos
fenotipicos, fisiologicos, moleculares y genéticos. Sin embargo, los cultivos celulares 2D
tienen deficiencias y limitaciones en representar el microambiente tridimensional, la
organizacion, la heterogeneidad celular, las interacciones célula-célula, célula-matriz
extracelular y la sefializacion celular que se encuentran en estructuras embrionarias in vivo.
Por este motivo, el uso de cultivos celulares tridimensionales (3D) es una alternativa que ha

ido evolucionando constantemente en el area de las células troncales y la biologia del
desarrollo(Duval et al., 2017; Lopes et al., 2017; Uysal et al., 2017).
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Los organoides son un tipo de cultivo celular tridimensional 3D que contiene
maltiples tipos celulares y es generado a partir de tejido primario, células troncales
pluripotentes y multipotentes, ademas de tener la capacidad de autoorganizarse y exhibir una
funcionalidad similar al 6rgano o tejido in vivo del que se deriva (Clevers, 2016; Fatehullah
et al., 2016; Lancaster & Knoblich, 2014). Actualmente existen diferentes tipos de
organoides, por ejemplo, hepatico, gastrointestinal y glandular entre otros; de igual
importancia, desdeel 2013 han surgido los organoides cerebrales que han mostrado potencial

para estudiar aspectos relacionados al desarrollo, fisiologia y patologias del cerebro
(Lancaster etal., 2013; Matano et al., 2015; Sato et al., 2009; Schlaermann et al., 2016).

Originalmente, la metodologia para generar organoides cerebrales se basaba en la
capacidad de autoorganizacion y los mecanismos morfogenéticos intrinsecos de las células,
guidndose inespecificamente por una matriz extracelular sintetica (matrigel) y moléculas
neurogeénicas que comprometen las células a un linaje neuroectodérmico. El resultado eran
organoides cerebrales que presentaban progenitores neurales y neuronas pertenecientes a las
tres vesiculas cerebrales primarias. Posteriormente, estos organoides fueron denominados
como “organoides de cerebro completo” u “organoides no dirigidos”(Miura & Pasca, 2019;

Pasca, 2019).

En consecuencia, se han implementado variaciones metodoldgicas en la generacion
de organoides, buscando especificar y asemejar de mejor manera regiones cerebrales
especificas (Figura 5). Eluso de moléculas neurogénicas involucradas en vias de sefializacién
para la diferenciacion deun linaje neuronal especifico o unasola region cerebral ha permitido
la generacion de “organoides deregion especifica” u “organoides dirigidos”, capaces detener
una organizacion e identidad celular similar al de una sola region cerebral (por ejemplo, el

mesencéfalo) (Kim et al., 2019; Miura & Pasca, 2019; Monzel et al., 2017; Xiang et al.,
2019).
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Figura 5. Tipos de organoides cerebrales. Los organoides cerebrales pueden generarse a partir de
células pluripotenciales o multipotenciales. Mediante el uso de moléculas pequefias neurogénicas se
crea una identidad cerebral completa (no dirigida) o regionalizada (dirigida), que en combinacion con
cultivos in vitro bidimensionales se forma un ensamble 3D resultando en un organoide multilinaje que
permite estudiar interacciones neuroinmunolégicas y neurovasculares. Por otro lado, en un ensamble
3D también es posible al fusionar organoides regionalizados de diferente origen o utilizando moléculas
con funcionorganizadora(organoide polarizado), crear organoidesmultiregion para estudiar proyeccion
axonal y migracién neuronal.

La experimentacién con organoides cerebrales dirigidosy no dirigidos ha demostrado
que es posible recrear interacciones tridimensionales entre poblaciones celulares de diferente
linaje o de diferentes regiones cerebrales, dando origen a “organoides de ensamble 3D”. En
este tipo de organoides es posible estudiar interacciones neuroinmunolégicas (organoides
cerebrales multilinaje) y migracién neuronal (organoides cerebrales multiregion) (Pasca,
2019).

De igual manera, el avance biotecnologico y la innovacion de ingenieria en
dispositivos de microfluidica indican que es posible simular la actividad de centros
organizadores con precision en espacio y tiempo, activando vias de sefializacion parecidas a
las del desarrollo embrionario in vivo (Manfrin et al., 2019; Ronaldson-Bouchard & Vunjak-
Novakovic, 2018). Esto abre la posibilidad de generar “organoides polarizados” con una
estructura y organizacion celular influenciada por un eje anteroposterior o dorsoventral con

mayor exactitud.
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Por otra parte, los organoides de mesencéfalo humano (hMO) mantienen
caracteristicas que asemejan el desarrollo embrionario in vivo del mismo, con presencia de
estructuras parecidas a rosetas compuestas de células troncales neurales y precursores
neurales. Debido a la especificacion y regionalizacion que activa la via de SHH estos
precursores neurales de placa de piso de mesencéfalo se comprometen a un linaje
dopaminérgico generando neuronas dopaminérgicas inmaduras y maduras. Incluso hay
reportes que indican la presencia de DAN tipo A9 y A10 con actividad electrofisioldgica,
otra caracteristica que se ha observado es la presencia de neuromelanina, un pigmento que se
acumula en la SNpc que es exclusiva de primates y cuya funcién es desconocida (Jo et al.,
2016; Monzel et al., 2017).

Las DAN de organoides de mesencéfalo también presentan complejas interacciones
con otros tipos celulares (glia, neuronas gabaérgicas y serotoninérgicas) en un ambiente
tridimensional, mientras que el perfil transcriptomico de los hMO comparte niveles de
expresion parecidos a los del estado prenatal, un estado que no habia podido ser caracterizado
en cultivos celulares 2D. Al igual que los demas organoides cerebrales, los hMO presentan
actividad electrofisiologica en DAN Yy los demas tipos de neuronas (Jo et al., 2016; Lisa Maria
Smits & Schwamborn, 2020).

Como se habia mencionado previamente, el mesencéfalo y las DAN se asocian a la
segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun a nivel mundial, la PD y los hMO
permiten estudiar los componentes relacionados con el desarrollo de esta regién cerebral y
caracteristicas patologicas de la PD. Por ejemplo, mediante modificacion genética se han
generado hMO con la mutacion G2019S del gen LRRK2 asociado a PD, mostrando una
reduccion considerable en el numero de DAN y la red neuronal dentro de los hMO, una
reduccion en el tamafio de neuritas de las DAN e incluso se pudo tratar estos hMO con un
inhibidor de LRRK2 mostrando la susceptibilidad de los organoides a pruebas terapeuticas
(Lisa M. Smits et al., 2019). Son escasos los reportes de hMO, sin embargo, han dejado claro
su potencial uso y han abierto el camino para optimizar y mejorar los protocolos para generar
organoides con mayor reproducibilidad y precision para representar el desarrollo del
mesencéfalo (Kim et al., 2019; Lisa M. Smits et al., 2019; Lisa Maria Smits & Schwamborn,
2020).
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2. ANTECEDENTES
Mohammed et al. en el 2019 desarrollaron un protocolo para generar organoides de

mesencéfalo ventral humano (hMO) donde se podian obtener células positivas para TH,
TUJ1 y MAP2 desde el dia 30 y 50 de diferenciacion. En nuestro grupo de investigacion
evaluamos estos marcadores junto a otros como LMX1A, OTX2, Calbindina, GIRK2, K167
y SOX2 en diferentes dias de diferenciacion. Observamos que los hMO presentaron
poblaciones celulares de precursores neurales y linaje dopaminérgico; asi como poblaciones
celulares positivas para los marcadores de linaje dopaminérgico FOXA2, LMX1A, nestina,
OTX2, B-Tubulina 111y TH desde el dia de diferenciacion 14, algo que no se habia reportado
en cultivos celulares 2D y organoides de mesencéfalo (Figura 6). Estas poblaciones también
tuvieron una distribucion especifica dentro de los hMO, con la presencia de estructuras
parecidas a rosetas neurales en la periferia y la presencia de células gliales GFAP+ (marcador
caracteristico de diferenciacion astroglial) en el centro delhMO.

DO <>
SO UM — E@%

100 pm % the 50 um 200 um

Figura 6. Organoidesde mesencéfalo ventral humano. A) hMO presentamarcade TH, MAP2 y TUJ1
en el dia 50 de diferenciacion, en el protocolo de Mohammed et al 2019. B) Imagenes de campo claro de
la generacion de hMO del dia 0 al dia 63, mostrando las etapas de crecimiento de organoides cerebrales
dadas por Lancaster etal. 2019 que son: Cuerpo embrioide (dia 4) y brotes de neuroectodermo (dia 8).
C) También notamos la presencia de estructuras parecidas a rosetas neurales contincionH&E y mediante
inmunotinciones vimos la marca de SOX2, K167 (precursor neural) en el dia 14 de diferenciacion y
TH/TUJ1 (linaje dopaminérgico) en el dia 31y 63 de diferenciacion. Modificado de Mohammed et al
2019y tesis de licenciatura Angel Polanco, 2020
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Recientemente, el uso de la biotecnologia y microfluidica ha demostrado, que es
posible complementar y mejorar los modelos celulares existentes para recrear las vias de
sefializacion del desarrollo in vivo, siendo tecnologias y herramientas con uso potencial para
la generacion de organoides cerebrales (Figura 7). Por ejemplo, se han usado agregados
celulares embebidos en organoides corticales que sobreexpresan SHH con un sistema
dependiente de doxiciclina, creando un efecto ventralizante en la identidad del organoide
cerebral (Cederquist et al., 2019). También se han utilizado dispositivos de microfluidica en
cultivos celulares 2D de ESC para difundir a manera de gradiente un inhibidor de la
glucogeno sintasa cinasa-3 (GSK3i) creando un efecto caudalizante (Rifes & Kikerby, 2020).
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Figura 7. Uso de la biotecnologia microfluidica en los cultivos celulares. A) Organoide cortical
polarizado mostrando el organizador que sobreexpresa SHH (en rojo) y las poblaciones celulares
corticales FOXG1 (verde), FOXG1/NKX2.1 (blanco) y NKX2.1 (morado) en un arreglo similar a
las capas corticales. B) Colonia de hESC expuesta a un gradiente de BMP4 durante 48 horas,
mostrando una distribucion asimétrica de marcadores de linea primitiva. C) Estructura parecida a
tejido generada a partir de hESC al ser expuesta a un gradiente de WNT mostrando una
caudalizacion correspondiente a la regionalizacion del del tubo nerual (Modificado de Cederquist et
al. 2019, Manfrin etal. 2019 y Rifes et al. 2020)

Top view

Struder et al. en 2019 fueron los primeros en generar organoides cerebrales

polarizados al recrear la via de sefializacién de SHH. Colocaron agregados celulares que
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sobreexpresaban SHH en la region ventral de organoides corticales difundiendo a manera de
gradiente el morfégeno, causando que las poblaciones celulares corticales fueran seccionadas
y especificas en un eje dorsoventral, sin embargo, en etapas maduras de diferenciacién los
agregados celulares se incorporaban al organoide cortical y se dispersaban por toda la

superficie, perdiendo la capacidad de sobreexpresar SHH desde un solo punto del
organoide(Cederquist et al., 2019).

Ese mismo afio del 2019, Lutolf et al disefiaron un dispositivo de microfluidica con
la capacidad de distribuir amanera de gradiente BMP4 en colonias de hESC, como resultado
las colonias de hESC tuvieron una diferenciacion similar a la linea primitiva in vivo, donde
se podian distinguir diferentes dominios celulares dependiendo de la exposicion al gradiente
de concentracion (Manfrin et al., 2019).

En 2020, Kikerby et al. utilizaron un dispositivo de microfluidica para generar un
gradiente de WNT1 en hESC recreando una de las vias de sefializacion principales en el
desarrollo del tubo neural, como resultado de esta exposicion, se formd una estructura
parecida a tejido con poblaciones celulares pertenecientes a prosencéfalo, mesencéfalo y

rombencéfalo distribuidas en un eje caudal similar al del tubo neural (Rifes et al., 2020).

En este trabajo, desarrollamos un dispositivo de microfluidica que permitiera difundir
dos morfégenos (SHH y BMP4) para recrear el eje dorsoventral que se forma durante la
neurulacion en organoides de mesencéfalo derivados de células troncales pluripotentes como
la linea celular H9.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Justificacion
Debido al potencial que han mostrado los organoides en el estudio del desarrollo del

mesencéfalo, es necesario optimizar la generacion de organoides de mesencéfalo (hMO)
utilizando herramientas de microfluidica.
3.2 Pregunta de investigacion

¢Es posible recrear la sefializaciéon de SHH y BMP4 presentes durante la formacion
del mesencéfalo in vivo, mediante un dispositivo de microfluidica?

3.3 Hipdtesis
Modelar la sefializacion dorsoventral de SHH y BMP4 usando dispositivos de

microfluidica, permitird obtener organoides de mesencéfalo polarizados.
3.4 Objetivo general
Establecer un protocolo para generar organoides de mesencéfalo derivados de PSC
humanas en un gradiente dorsoventral que modelen la identidad celular del mesencéfalo.
3.5 Objetivos particulares
e Generar organoides de mesencéfalo humano derivados de PSC.
e Disefiar un dispositivo de microfluidica que genere un doble gradiente
e Evaluar que el dispositivo de microfluidica genere un doble gradiente
e Difundir morfégenos ventralizantes (SHH) y dorsalizantes (BMP4) a manera de
gradiente en los organoides de mesencéfalo humano que asemejen la formacion del

eje dorsoventral del mesencefalo.
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4, METODOS
4.1 Estrategia experimental
e Disefiar un dispositivo de microfluidica que pueda difundir un doble gradiente en un

cultivo celular 3D

e Comprobar la difusién del doble gradiente en cultivos celulares 2D (monocapa
adherente) con calceina AM.

o Definir la difusion y concentracién éptima de los morfégenos para la generacion de
hMO.

e Generar hMO derivados de la linea celular H9 en el dispositivo de microfluidica.

Diseﬁf;lr el disp(zjsit(;vo dde mic;ofluidica Comprobarla capacidad Compr_obarla

con las propiedades adecuadas para de difusion con prueba _ ca_pacmlad d_e
generar un doble gradiente en cultivos colorimétrica difusion en cultivos
celulares 2Dy 3D celulares 2Dy 3D

Generar hMO y Definir la
exponerlosa SHH y concentracion
BMP4 en el 6ptima de los
dispositivo de morfégenos BMP4 y
microfluidica SHH

Figura 8. Estrategia experimental para la generacién de organoides polarizados de mesencéfalo a
partir de células troncales pluripotentes
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4.2 Disefio del prototipo del dispositivo de microfluidica
Dentro de la amplia gama de materiales de nanotecnologia en el disefio y fabricacion

dedispositivos de microfluidica, uno de los mas utilizados es el polidimetilsiloxano (PDMS),
un elastomero de silicona con alta maleabilidad, permeabilidad a gas, transparencia éptica,
flexibilidad y bio-compatibilidad (no es citotoxico) (Halldorsson et al., 2015).

Por tal motivo, se utilizo PDMS como la materia prima en el prototipo inicial y en
colaboracion con el Laboratorio de Micro y Nanotecnologia (UNTec) de LaNSBioDyT,
UNAM, a cargo de los Dres. Mathieu Hauefeuille, Diego Zamarron Hernandez y Aarén Cruz
Ramirez se disefi6 la primera version del chip de microfluidica (Figura 9).
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Figura9. Disefio del prototipo inicial del dispositivode microfluidicaenel software Inventor.
A) Vista general del dispositivo de microfluidica, donde se observan los pozos laterales donde se
coloca el medio de cultivo, el pozo superior de flujo que se encarga de retirarel medio de cultivo
hacia los pozos de desecho. B) Acercamiento al canal central del dispositivo de microfluidica, se
muestra el canal intermedio de hidrogel donde se forma la barrera que distribuye a manera de
gradiente elmediode cultivocelulary el pozocentral dondese encuentra el organoide. C) Segunda
version de la forma de los pozos de desechos.

El disefio inicial del dispositivo de microfluidica fue modificado de acuerdo a las

sugerencias del equipo de LaNSBioDyT, ya que a pesar de cumplir con la difusién no era
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posible tener un flujo constante que mantuviera en equilibrio la difusion con respecto al

tiempo.

Por tal motivo, el nuevo disefio de este prototipo esta basado en el chip de gradiente
comercial Fluidic 834 de la empresa alemana ChipShop, con modificaciones (detalles
geométricos y dimensiones) para adaptar los propositos del proyecto y se realizé mediante el
software Autodesk Inventor que es utilizado en el disefio de herramientas y productos para
impresion 3D. En la figura 10, se muestran dos canales de entrada donde el medio de cultivo
se coloca con cada morfégeno respectivamente y a través de la bifurcacion de tres blogues
se llega a la zona de gradiente donde hay una interfase de hidrogel y la camara del organoide
que permite difundira manera de gradiente los morfégenos que se afiaden a cada medio de
cultivo hacia el organoide y mediante un canal de salida se distribuye un flujo encargado de

retirar los desechos del medio de cultivo (Figura 10).
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Figura 10. Disefio del segundo prototipodel dispositivo de microfluidica. A) Chip de gradiente
comercial (Fluidic 834) utilizado como base para disefiar una segunda versién del dispositivo de
microfluidica para organoides. B) Disefio del prototipo en inventor adaptado para PPGT+ y
elaborar el molde maestro en silicona o resina.
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Una vez obtenido el disefio final, se hicieron pruebas de difusion simuladas en el
programa COMSOL Multiphysics, un software que permite hacer simulaciones con
propiedades eléctricas, mecanicas, fluidicas, acusticas y quimicas, siendo utilizado en este
caso para asegurar la estabilidad de la difusion en el disefio del dispositivo de microfluidica

previo a su fabricacion (Figura 11).
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Figura 11. Simulacién de difusion en COMSOL Multiphysics. Se simuld la estabilizacion del
gradiente de difusion en el disefio final del dispositivo de microfluidica con respecto al tiempo, en
la barra lateral se muestra un gradiente de color de menor (azul) a mayor (rojo) estabilizacion,
misma que es cuantificada en términos de estabilidad (0, no hay estabilidad y 1, hay estabilidad).
Se utiliz6 agua como fluido en la simulacion.

Al tener la version final del dispositivo de microfluidica, se hicieron pruebas de
simulacion de la estabilidad de difusién en periodos de tiempo cortos (2 segundos) y se

observé que la generacion del gradiente es rapida y estable siempre y cuando el flujo sea
constante, sin pérdida de difusion (Figura 11).

Para comprobar las simulaciones de COMSOL Multiphysics se fabrico el disefio final
del dispositivo de microfluidica para pruebas colorimétricas y poner a prueba la estabilidad

de difusion mostrada en el modelo computacional.
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4.3 Fabricacion del dispositivo de microfluidica
Para este tipo de estructuras nanométricas se utilizd Photonic Professional GT+

(PPGT+), donde los pardmetros fueron adaptados para la resolucion y volumen necesarios
en el programa Nanoscribe. Este proceso de polimerizacion por absorcion de dos fotones
(fotopolimerizacion) consiste en polimerizar una resina o silicona de forma lineal por
absorcion de luz UV.

Una vez que se obtuvo el molde, se realizaron réplicas de PDMS mediante una
proporcion 10:1 de la base y el agente curante respectivamente. Se eliminaron burbujas de
aire con sellado a vacio y se colocé el PDMS en el molde, manteniendolo a 60° durante una
hora en un horno para la solidificacion. Se realizaron perforaciones para las entradas y salidas
del chip y finalmente, por descarga corona (ionizacibn mediada por gas) se unid

electrostaticamente a un portaobjetos (Figura 12).

Figura 12. Proceso de fabricacion del dispositivo de microfluidica. A) PPGT+ de LANSBIODyT B)
Molde de resina fabricado con el disefio hecho en el software Inventor y PPGT+, barra de escala5 mm. C)
Agente curante y base del PDMS, usando el kit SYLGARD™ 184 Silicone Elastomer D) Camara de vacio
para eliminar burbujas de aire de la mezcla de PDMS E) Acercamientoa la bifurcacion de tres bloques
(serpentines) del molde maestro del dispositivo de microfluidica, barra de escala 1mm. F) Dispositivo de
microfluidicade PDMS sobre un portaobjetos, el cual corresponde al disefio final a evaluar.
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4.4 Generacion de organoides de mesencéfalo polarizados
Para la generacion de organoides de mesencéfalo se utilizd un protocolo basado en el

uso de moléculas pequefias neurogénicas que dirigen la especificacién a mesencéfalo ventral
(Mohamed et al., 2019). Del dia0 al dia4 con el medio de induccion neural (MIN) se dirige
las células a linaje dopaminergico neural, que contiene noggina y SB431542 para guiar un
compromiso neuroectodérmico, activandose la via de WNT con CHIR99021, heparina y
beta-mercaptoetanol (Tabla 1). Al dia 1 se forma un agregado celular que asemeja un cuerpo
embrioide; posteriormente, en el dia 4 cuando se pone el medio modelador de mesencéfalo
(MPM) que tiene principalmente SHHy FGF8 recombinantes para guiar a las células a un
destino de mesencéfalo, el hMO aumenta de tamafio y los bordes se vuelven transldcidos,
indicando una formacién adecuada (Tabla 2). Posteriormente en el dia 7 se retira el MPM y
se afiade el medio inductor de crecimiento tisular (TGIM) al que se le agrega insulina y
laminina para promover el crecimiento durante un dia (Tabla 3). En esta etapa, el hMO es
trasnlicido y puede presentar o no algunos brotes de neuroectodermo. Finalmente, en el dia
8 se retira el medio TGIM vy se transfieren los organoides a placas de cultivo de 6 pozos con
el medio final de diferenciacion (FDM) que utiliza BDNF y GDNF para favorecer la
supervivencia neural y la diferenciacion/maduracion dopaminérgica y se mantienen en un
agitador orbital a 70 rpm (Tabla 4). Para la generacion de organoides de mesencéfalo
polarizados se modifico el intervalo detiempo del dia4 al dia 7, en esta etapa se usa el medio
de cultivo MPM donde se especifica el linaje dopaminérgico con SHH, colocando el hMO
en el dispositivo de microfluidica en esta ventana de tiempo se genero el doble gradiente de
SHH y BMP4 (Fig. 13). .

MIN MPM TGIM CF DM
1 | | )
2
|
|

3 .4'_ 5 6 % g Varios
| | | _lueses
I | | 1 I >

|
DMEM-F 12+Ant / Neurobasal Neurobasal

1

—— = —
—_
——

St

Figura 13. Protocolo de generacion de organoide de mesencéfalo. El medio MIN induce el
compromiso neuroectodérmico, el medio MPM guia las células a un linaje dopaminérgico, el
medio TGIM suministra factores de crecimiento y el medio FDM permite la maduracion del
organoide de mesencéfalo en agitacién corgante (modificado de Mohammed et al 2019)



Tabla 1

Medio de Induccion Neural

Inhibidor Rock

Reactivo Marca Catalogo
DMEM-F12 Gibco 10-565-018
Neurobasal Thermo Fisher 21103-049

Antibiético/antimicotico Gibco 15240-062
Suplemento N2 Gibco 17504-044
B27 sin vitamina A Invitrogen 12587010

Glutamax Gibco 35050-061

MEM-NEAA Invitrogen 11140050

2-mercaptoetanol Gibco 21985023
Heparina Sigma Aldrich H3149
SB431542 Selleck Chemicals S1067

Nogina PeproTech 120-10C
CHIR99021 Selleck Chemicals S2924
Tocris Bioscience 1254

Tabla 2
Medio de Modelador de Mesencéfalo

Reactivo Marca Catélogo
DMEM-F12 Gibco 10-565-018
Neurobasal Thermo Fisher 21103-049
Antibiotico/antimic6tico Gibco 15240-062
Suplemento N2 Gibco 17504-044
B27 sin vitamina A Invitrogen 12587010
Glutamax Gibco 35050-061
MEM-NEAA Invitrogen 11140050
2-mercaptoetanol Gibco 21985023

Heparina Sigma Aldrich H3149

SB431542 Selleck Chemicals S1067
Nogina PeproTech 120-10C

CHIR99021 Selleck Chemicals S2924

SHH-C25I1 PeproTech 100-45

FGF8 PeproTech 100-25
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Tabla 3

Medio de Inductor de Crecimiento Tisular

Reactivo Marca Catélogo
Neurobasal Thermo Fisher 21103-049
Suplemento N2 Gibco 17504-044
B27 sin vitamina A Invitrogen 12587010
Glutamax Gibco 35050-061
MEM-NEAA Invitrogen 11140050
2-mercaptoetanol Gibco 21985023
Insulina Sigma Aldrich 19278
Laminina Sigma Aldrich L2020
FGF8 PeproTech 100-25
Penni/Strep Sigma Aldrich P0781
Tabla 4
Medio de Diferenciacion Final
Reactivo Marca Catalogo
Neurobasal Thermo Fisher 21103-049
Suplemento N2 Gibco 17504-044
B27 sin vitamina A Invitrogen 12587010
Glutamax Gibco 35050-061
MEM-NEAA Invitrogen 11140050
2-mercaptoetanol Gibco 21985023
BDNF PeproTech 450-02
GDNF PeproTech 450-10
Acido ascorbico PeproTech 100-25
Penni/Strep Sigma Aldrich P0781
db-cAMP Sigma Aldrich D0627
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5. RESULTADOS

5.1 Disefio final del dispositivo de microfluidica
Se penso6 en un disefio que cumpliera con la funcién de generar un doble gradiente

con difusién estable de acuerdo con COMSOL Multiphysics y que fuera apropiado para las
condiciones de cultivo celular in vitro (temperatura, acidez del medio de cultivo,
mantenimiento de ESC y hMQO) y se fabricaron réplicas en PDMS utilizando el molde de
resina impreso en 3D (Figura 14).

Figura 14. Disefio final del dispositivo de microfluidica. A) Se disefiaron dos inlets o
reservorios para poner el medio de cultivo e iniciar la difusion gradual. B) Los serpentines se
encargan de la dilucion seriada para la difusion adecuada a la zona del gradiente. C) Zona de
gradiente, donde se pueden colocar ESC en monocapao hMO y ser expuestos a la difusion de
morfdgenos. D) El outlet o canal de salida, donde el flujo generado por el disefio del dispositivo
de microfluidica mantiene estable la difusion con respecto al tiempo. Barra de escala, 3 mm.
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5.2 Prueba colorimétrica del dispositivo de microfluidica
Unavez que se obtuvo el disefio preliminar del dispositivo de microfluidica adecuado

para los objetivos de este proyecto, se realizaron pruebas con colorantes artificiales (rojo y
verde) para corroborar la capacidad del dispositivo de microfluidica de difundira manera de
gradiente. Se inyectaron manualmente los colorantes artificiales en los reservorios y se
observé la generacion de dosgradientes de color en la zona de los tres bloques y la camara
donde se ubica el organoide, demostrando que el dispositivo de microfluidica es funcional
(Figura 15).

Durante las pruebas, se generaron burbujas de aire dentro de la zona de gradiente e
inicialmente la difusion de los colorantes no pudo ser llevada a cabo por capilaridad,

problema que se pudo resolver con lavados de etanol.

A) B) ¢

Figura 15. Prueba de difusion del dispositivo de microfluidica. A) Prueba colorimétrica con
colorantesartificiales(rojo y verde) mostrando la generacion del gradienteen lazonade la camara
del organoide. B) Problema de difusién por capilaridad en la bifurcacion de tres bloques. C)
Burbuja de aire generada dentro de la zona de gradiente. D) Prueba colorimétrica con doble
gradiente (verde y rojo) en la zona de serpentines.

Debido a las proporciones de los hMO y para mantener estable el doble gradiente, se
modificé el disefio del area de gradiente en COMSOL Multiphysics (Figura 14). Se redujo el
area a 1.5 mm?2 para que pueda cumplir con la estabilizacion del gradiente a largo plazo y una
cavidad de 350 um en donde se coloca el organoide, para evaluar que ambos cambios no
perturben el doble gradiente se repitieron las pruebas de difusion colorimétrica (figura 16).
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Figura 16. Prueba de difusion del dispositivo de microfluidica en el redisefio. A) Prueba
colorimétrica con colorantes artificiales (rojoy verde) en cada inlet mostrando la generacion del
gradiente. B) Problema de difusién por capilaridad en la bifurcacion de tres bloques, generado por
burbuja deaire. C) Debido a la burbuja de airea generada al principio d ellos serpentines, solo se
puede observar la mezcla de ambos colorantes en toda la zonadel gradiente del organoide

Al generarse una burbuja de aire al inicio de los serpentines, la dilucion seriada fue
interrumpida, el colorante rojo (izquierda) y el colorante azul (derecha) no pudieron
difundirse de manera individual en sus serpentines correspondientes, en el serpentin
intermedio del primer bloque no se generd una burbuja por lo que la difusion seriada pudo

hacerse, sin embargo en el serpentin intermedio de inicia son la mezcla de ambos colorantes
por lo que no fue posible observar el efecto de difusion deseada.

Sin embargo, se pudo corroborar que con el redisefio del dispositivo de microfluidica
se pudieron conservar las caracteristicas de difusion por capilaridad y no representa cambios

en el funcionamiento del chip.
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Para corroborar la capacidad del dispositivo de microfluidica de difundir a manera de
gradiente con la cavidad que servira como camara para el organoide polarizado. Se utilizé el
equipo Fluigent EZ El MFCS™-EZ el cual es un controlador de flujo microfluidico modular

con diferentes rangos de presion para poder observar de manera precisa el grado de difusion
(Figura 17).

Figura 17. Prueba de difusion regulada en el dispositivo de microfluidica. A) Equipo Fluigent EZ El
MFCS™-EZ con presion de 30 mbar en ambos colorantes, para eliminar la formacion de burbujas. B)

Doble gradiente generado porambos colorantes en la seccionde serpentines y difusion seriadahasta la zona
de gradiente del dispositivo de microfluidica.

Después de un lavado de etanol se reinicié el experimento con los pardmetros
ajustados para evitar el problema de la burbuja. Ambos colorantes pudieron difundirse desde
los serpentines hasta la camara de gradiente generando un doble gradiente, a diferencia de
las pruebas pasadasse pudoobservar una dilucion seriada en los serpentines correspondientes

a cada colorante y la mezcla de ambos, llegando a la zona del gradiente del organoide.
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5.3 Prueba de difusion en cultivos celulares 2Dy 3D con calceina AM
Se trataron los chips con diluciones graduales de EtOH y medio de cultivo mTesR

para asegurar la difusién completa sin obstrucciones. En caso de presentar algun problema

de difusion, es posible solucionarlo aumentando la concentracion de EtOH (Figura 17)

Ausencia de fluorescencia Flujo continuo

Figura 17. Ausencia de auto fluorescencia y obstruccion en el dispositivo de microfluidica.
Se muestran los canales directos a la zona del gradiente sin bloqueo y de color transldcido
mostrando la difusién de mTesR despuésde 5 dias de tratamiento, adicional a esto se muestra
que no hay auto fluorescencia previa al ensayo de calceina

Se sembraron células H9 WT en la cavidad de la zona del gradiente, colocando 100,
000 células en 50 pL y se adiciono calceina AM 10 uM en el inlet derecho. Observamos que
5 minutos después de agregar la calceina, ésta penetrd las membranas celulares siendo
catabolizada por estereasas citoplasmicas y generando asi la fluorescencia que nos permitio
observar la difusion de la calceina por efecto del gradiente del chip de microfluidica, (Figura
18).
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HOWT H9 WT 0 minutos calceina AM 10 uM

1 mm

1 mm

Figura 18. Ensayo de calceina en el chip de microfluidica en células H9O WT. Las células
H9 WT se colocaron en la zonade gradiente, siendo sometidas a 5 minutos de calceina 10 uM
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La prueba de calceina demostrd la capacidad de difusion del chip de microfluidica, a
0.1 uM de calceina AM se puede observar la penetracion gradual del reactivo, misma que se
refleja en fluorescencia e indica la capacidad del chip de generar un doble gradiente, ya que
se coloco en el inlet derecho del dispositivo de microfluidica (Figura 19).

Figura 19. Ensayo de calceina en el chip de microfluidica en células H9 WT. las células
lograron llegar a la zona de gradiente, siendo expuestas a calceina 0.1 uM. Barra de escala, 500
pm
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Dependiendo la concentracion de calceina puede variar el periodo detiempo en el que
llega a la zona de gradiente donde se encuentran las células, pero con esta prueba podemos
asegurar que el doble gradiente del dispositivo de microfluidica no representa problemas de
manipulacién o disefio, siendo funcional para la etapa de generacion de organoides de
mesencéfalo con los morfogenos ventralizantes (SHH) y dorsalizantes (BMP4).
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Figura 20. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en la prueba de difusion de
calceina AM 0.1 uM en ESC. Se puede observar un aumento gradual en la intensidad de
fluorescencia.

En la figura 20 se puede observar de forma cuantitativa la capacidad de difusion del
dispositivo de microfluidica con respecto al tiempo en cultivos celulares 2D de ESC. En
intervalos de tiempo de 15 minutos se pudo observar un aumento de la intensidad de
fluorescencia a partir de los 30 minutos, indicando que la presencia de calceina en ESC
aumento con el tiempo y fue catabolizado por esterasas citoplasmicas. Debido a la capacidad

de difusion del dispositivo de microfluidica la concentracién de calceina fue aumentando
junto con la intensidad de fluorescencia.
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hMO

Figura 21. Ensayo de calceina en el chip de microfluidica en células del h(MO. EI hMO se
colocben lazonade gradiente,siendo expuestasa calceina0.1 uMen intervalos de 15minutos.
Barra de escala, 500 um

Después de confirmar el efecto de gradiente en el dispositivo de microfluidica en
cultivos celulares 2D, se evalud su capacidad de difusion en organoides de mesencéfalo dia

4 con calceina AM 0.1 uM en intervalos de tiempo de 15 minutos. Pudiendo confirmar un efecto
parecido en el gradiente de fluorescencia.
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Figura 22. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en la prueba de difusion de
calceina AM 0.1 uM en hMO. Se puede observar un aumento gradual en la intensidad de

fluorescencia
Aligual que el cultivo celular 2D, se cuantifico la intensidad de fluorescencia relativa
en los ensayos de calceina AM 0.1 pM en hMO. Se observ6 unaintensidad gradual en intervalos

de 15 minutos que confirma la capacidad de difusion del dispositivo de microfluidica en cultivos
celulares 3D.

El tratamiento con los morfégenos SHHy BMP4 en hMO se esté llevandoa cabo paraevaluar
y caracterizar los efectos del doble gradiente generado.
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6. DISCUSION

Durante las pruebas colorimétricas, se identificaron burbujas de aire dentro dela zona
de los serpentines, siendo el problema inicial en la generacion del doble gradiente. Este se
pudo resolver con el controlador de presion utilizando los parametros de 10 mbar para el
color amarillo y 30 mbar para el color verde, con esto fue posible generar una variedad de
mezclas entre los colorantes mostrando una exitosa capacidad de difusion. Existen trampas
de burbujas (microdisefios internos) que combinan la tensién superficial y la fuerza
hidrodindmica para romper las burbujas que se formen en el dispositivo de microfluidica,

pero por el tipo de disefio no es posible implementarlas.

Ladensidad y tension superficial creada por el medio de cultivo complica su difusion;
previamente se habia intentado con 100% mTesR Yy este ensayo se probd con 50% EtOHy
50% mTesR, en ambos casos se bloqueaba la difusion. Por lo que concluimos que la
concentraciéon adecuada para el tratamiento del chip debe ser menor o igual a 75% EtOHy
25% mTesR e ir aumentando la concentracion del medio de cultivo gradualmente (en
periodos de tiempo de una hora). La tensién superficial creaday las burbujas de aire dentro
del dispositivo de microfluidica no son ajenos a este tipo de tecnologia. En estudios de flujo
de fluido se ha estudiado la orientacion preferencial de los liquidos cuando una fuerza fisica
0 quimica altera el estado de equilibrio, aunque en nuestro caso buscabamos una difusion
constante y estable, controlada por las fuerzas de tension superficial (De Groot et al., 2016;
Zhang et al., 2020). Es aqui donde el disefio del dispositivo de microfluidica ayuda a generar
un gradiente estable, ya que se ha podido observar en dispositivos de microfluidica que tener
aberturas u orificios (inlets, outlets y zona de gradiente) puede mejorar el intercambio de
flujo, mantener estable la difusion y evitar bloqueos en el dispositivo de microfluidica. Por
tal motivo, las diluciones seriadas del medio de cultivo mTesR fueron la solucion adecuada
para tratar el dispositivo de microfluidica y mantener su capacidad funcional en estado

optimo.
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La calceina AM ha sido utilizada en cultivos celulares 3D como ensayo de viabilidad
celular, observandose fluorescencia en los bordes celulares y en condiciones de toxicidad
celular la sefial de fluorescencia es débil o ausente (Bulin et al., 2017; Du et al., 2020). En
nuestro trabajo, decidimos utilizar calceina AM para demostrar la capacidad de difusion del
chip demicrofluidica, ya que, al penetrar la membrana celular, ser metabolizado por esterasas
citoplasmicas que generan una sefial de fluorescencia es la mejor forma de probar la
viabilidad de los hMO y la capacidad de difusion (a mayor concentracion de calceina, mayor
sefial de fluorescencia) en el dispositivo de microfluidica. Inicialmente se probd una
concentracion de calceina AM de 10 uM, observando una intensidad de fluorescencia altaen
5 minutos, posteriormente se probd la concentracion de 0.1 uM, se pudo observar en
diferentes intervalos de tiempo la penetracion gradual del reactivo, misma que se refleja en
fluorescencia e indica la capacidad de generar el doble gradiente, ya que se colocé en el inlet
derecho del dispositivo de microfluidica. Dependiendo de la concentracion puede variar el
intervalo de tiempo de fluorescencia, pero con esta prueba podemos asegurar que el doble
gradiente deldispositivo de microfluidica no representa problemas de manipulacion o disefio,
siendo funcional para la etapa de generacion de organoides de mesencéfalo con los
morfdgenos ventralizantes (SHH) y dorsalizantes (BMP4). Cabe destacar, que ambas pruebas

de calceina AM se hicieron en ambos inlets para corroborar el efecto de gradiente.

En cuanto al disefio del dispositivo de microfluidica, es Unico en su tipo, aunque ya
hay ejemplos de este tipo de acercamientos con mas de un gradiente en el area de la biologia
celular. Kilinc et al. en 2016 disefiaron un dispositivo de microfluidica capaz de distribuir a
diferentes concentraciones el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el inhibidor BIBX
en camaras individuales con la linea celular A431 de carcinoma epidermoide que
sobreexpresa el receptor de EGF en camaras celulares que segmentan para evaluar el
potencial mitogénico de la activacion de la via Ras/IMAPK vy la activacion de apoptosis via
caspasas a grandes concentraciones de EGF. Estrictamente, este dispositivo no genera un
doble gradiente pero permite exponer células adherentes a diferentes concentraciones de
diferentes moléculas para estudiar la interaccion de diferentes vias de sefalizacion

paralelamente (Kilinc et al., 2016).
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El tnico reporte que se tiene de organoides de mesencéfalo con uso de microfluidica
fue en 2018 donde generaron organoides de mesencéfalo a partir de células neuroepiteliales
de donadores sanos y fueron transferidos al dispositivo de microfluidica que consistia de una
placa de 24 pozos interconectados con una bomba peristaltica que se encarga de distribuir de
mejor manera el medio de cultivo y el oxigeno, promoviendo la diferenciacion
dopaminérgica en el organoide de mesencéfalo y la supervivencia celular. Este acercamiento
tratd de ofrecer una alternativa al problema metddico de este tipo de cultivo celular 3D que
involucra apoptosis celular y gliogénesis en la zona central o nucleo del organoide (Berger
et al.,, 2018). Sin embargo, no hay reportes de dispositivos de microfluidica en cultivos
celulares 3D como los organoides que tengan como objetivo estudiar vias de sefializacién
involucradas en el desarrollo embrionario del SNC como el dispositivo de microfluidica que

hemos logrado desarrollar.

Como se menciond previamente solo hay un par deejemplos con este tipo de enfoque
en cultivos celulares 2D. Manfrin et al. en 2019 generaron dispositivos de microfluidica con
PDMS compuestos de 4 camaras con una geometria restringida para mantener colonias de
PSC aisladas sin intercambio de medio y con barreras de hidrogel para la difusion de BMP4,
midiendo la actividad directa de SMAD1 fosforilada (p.SMAD) y después de 12 horas de
exposicion se generd una locacion asimétrica de pPSMAD, MXL1, SOX17, CDX2 y
BRACHYURY, teniendo la mayor expresion en cercanias a la barrera de hidrogel. Esta
expresion es parecida a la de las células de la linea primitiva donde BMP4 es esencial en el
desarrollo embrionario (Manfrin et al., 2019). Rifes et al. 2020 lograron recrear el eje rostro-
caudal durante el desarrollo del tubo neural en una monocapa de PSC expuestas al inhibidor
de glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK3i) a manera de gradiente, usando un dispositivo de
microfluidica con difusion lineal que permite ir de 0% a 100% de concentracion. Sin
embargo, la difusion es de una sola molécula y no de dos como se propone en nuestro
dispositivo de microfluidica, por lo que solo es posible estudiar el efecto de una de las vias

de sefializacion involucradas en el establecimiento del eje rostro-caudal (via de WNT).

De esta manera, es visible que la recreacion de centros organizadores y las vias de
sefializacion involucradas en la polarizacion de alguna estructura son un area poco explorada

pero con un potencial interesante para comprender los mecanismos de desarrollo y mas adn,
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en conjunto con los cultivos celulares 3D podrian darnos aspectos claves para entender la
compleja interaccion de diferentes vias de diferenciacion que ocurren durante el desarrollo

embrionario.

7. CONCLUSION

Generar un doble gradiente con dispositivos de microfluidica muestra ser una
alternativa viable para poder recrear la sefializacion dada por centros organizadores durante
el desarrollo embrionario. Dando no solo la opcion de formar un eje dorsoventral en cultivos
celulares, sino que puede ser utilizado para formar el eje anteroposterior o el mantenimiento
de co-cultivos que necesiten la presencia de diferentes medios de cultivo.

Es necesario conocer los limites experimentales del dispositivo de microfluidica en
el mantenimiento prolongado de cultivos celulares, ya que en este trabajo solo hemos
confirmado su funcionalidad en periodos de tiempo corto.

Concluimos que la recreacion de la sefializacion de morfégenos con doble gradiente
es posible con el uso de la microfluidica para cultivos celulares.

8. PERSPECTIVAS

Debido a la contingencia sanitaria provocada por SARS-CoV-2 este trabajo tuvo un
retraso experimental de afio y medio. Por tal motivo, se han propuesto las siguientes
perspectivas a futuro con base en los resultados obtenidosy presentados en este texto.

e Probar la capacidad del dispositivo de microfluidica en condiciones in vitro a
largo plazo, por ejemplo, de 7 a 14 dias para confirmar el mantenimiento
estable del gradiente de difusion.

e Generar los hMO en 4 condiciones diferentes: 1) Con SHH sin dispositivo de
microfluidica; 2) Con SHH con dispositivo de microfluidica: 3) Con BMP4
con dispositivo de microfluidica; 4) Con SHH y BMP4 con dispositivo de
microfluidica.

e Caracterizar las 4 condiciones de los hMO con inmunotinciones para
marcadores de precursor neuronal (Ki67, Sox2, Nestina), precursor
dopaminérgico (FOXAZ2, LMX1A), neurona dopaminérgica (TUJ1, TH,
GIRK?2), neurona GABAGérgica (GAD y rGABA) y neurona glutamatérgica
(VGLUT1y vGLUT2).

e Caracterizar las 4 condiciones de hMO con Western Blot para marcadores de
precursor neuronal (Ki67, Sox2, Nestina), precursor dopaminérgico (FOXAZ2,
LMX1A), neurona dopaminérgica (TUJ1, TH, GIRK2), neurona
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GABAérgica (GAD y rGABA) y neurona glutamatérgica (VGLUTL y
vGLUT2).

e Caracterizar las 4 condiciones de hMO con PCR para marcadores de precursor
neuronal (Ki67, Sox2, Nestina), precursor dopaminérgico (FOXAZ2,
LMX1A), neurona dopaminérgica (TUJ1, TH, GIRK2), neurona
GABAérgica (GAD y rGABA) y neurona glutamatérgica (vVGLUTL y
VGLUT2).
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Figura 23. Condiciones experimentales para futuros experimentos. A) Generar hMO sin
los morfégenos SHH y BMP4 como control negativo. B) Generar hMO con SHH y con el
dispositivo de microfluidica para confirmar la adecuada generacion de los organoides
cerebrales. C) Generar hMo con BMP4oy con el dispositivo de microfluidica para caracterizar
la influencia del morfégeno dorsal en los organoides cerebrales. D) Generar hMO con los
morfégenos SHH y BMP4 con los dispositivos de microfluidica y caracterizar la influencia del
eje dorsoventral.
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