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Resumen
La microfluidica corresponde a la manipulacion de fluidos en

PALABRAS CLAVE: .y .

canales de decenas de micrémetros y que ha emergido como un
l\/licrof/u//'dica, nuevo campo en la Ingenierfa Biomédica. Esta disciplina tiene el
biomimeética, potencial de influir en &reas cientificas que van desde la sintesis
enfermedades quimica hasta la neurobiologia aplicada. Esta nueva disciplina ha

neurodege.r,mrativas, demostrado ser funcional en experimentos de biomimética,
gl estudios patolégicos y diversas aplicaciones dentro del drea de la
axonal. biomedicina, lo cual demuestra que a largo plazo la misma podra
ayudar a la comprensién biolégica y el desarrollo de nuevas
tecnologias que puedan ser implementadas para el diagndstico, prevencién y tratamiento
de diversas patologias. En esta revisién, se explica la manera en la cual la microfluidica ha
sido imprescindible para la comprension de la fisiologia del sistema nervioso, diversas
enfermedades neurodegenerativas y la regeneracion axonal.
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Abstract

Microfluidics, which refers to the manipulation of fluids throughout
channels with dimensions within the range of tens of micrometers,
Microfluidics, has emerged as a new field in Biomedical Engineering. This

KEYWORDS:

biomimetics discipline has the potential to influence scientific areas that go from
neurodegen,erative chemical synthesis to applied neurobiology; however, this field is
diseases, axonal still at an early development stage. This new discipline has proved
EEETEo, to be functional in experiments regarding biomimetic, pathological

researches and diverse applications surrounding the biomedical
field, which proves that at a long-term it could be of help for biological comprehension and
the development of new technologies that can be applied in the diagnosis, prevention and
treatment of multiple pathologies. In this article, the way in which microfluidics has been
essential for the comprehension and understanding of the nervous system, multiple
neurodegenerative diseases and axonal regeneration, will be explained.

Principios generales de la microfluidica

La microfluidica es la ciencia y tecnologia que manipula pequefias cantidades de fluidos
(10 a 10°1) usando canales con dimensiones del orden de los micrémetros (Whitesides,
2006), lo cual equivale al tamafio de diversos microorganismos como bacterias o incluso
las dimensiones de moléculas organicas como algunas proteinas (Wong et al., 2013)
(Figura 1A).

Figura 1 A
Conceptos basicos de microfluidica
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Conceptos basicos de microfluidica. (A) Esquema de dimensiones de diversas estructuras moleculares,
macromoleculares, subcelulares y celulares
Fuente: Rosas, Cisterna & Reginensi (2019)

Para lograr comprender el funcionamiento de los microfluidos, es necesario comprender
previamente como funciona la fisica de éstos, por lo cual previamente a las aplicaciones, se
explicaran diversos principios de los mismos, empezando por sus principios fisicos. La
dinamica de fluidos en los sistemas de microfluidos se describe por la ecuacién de Navier-
Stokes:
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donde V la velocidad experimentada por el fluido, p es la densidad del fluido , g es la
gravedad que actua sobre el fluido, P la presion del fluido y p es la viscosidad cinética del
fluido (Squires and Quake, 2005). De su forma adimensional se obtiene el nimero de
Reynolds definido:

donde V es la velocidad caracteristica del flujo, L es la longitud caracteristica de la
geometria, p es la densidad del fluido y es la viscosidad dinamica del fluido (Zhang et al.,
2016). El nimero de Reynolds (Re) define si un fluido tiene un flujo en régimen laminar o
turbulento, es decir, si fluye en una trayectoria uniforme o desordenadamente. En base a
ello, Re <2300, generalmente indica un flujo laminar, que es el que tienen los microfluidos,
debido al tamafio pequefio de los microcanales. El mismo es una condicion en la cual la
velocidad de una particula en una corriente de fluido no es una funcién aleatoria en el
tiempo, de este modo, uniendo dos fluidos no podrian mezclarse facilmente a través de las
turbulencias, por lo que la difusion simple interviene en la mezcla de fluidos (Sharp et al.,
2002). A causa de esto, la difusidon juega un papel de gran envergadura en los microfluidos.
La misma puede ocurrir de manera pasiva, en la cual no participan otros agentes aparte de
los fluidos, y se realiza mediante el incremento del contacto de los microfluidos con diversas
aperturas, o de manera activa, en la que factores externos influyen en la mezcla del fluido,
tales como ondas acusticas, campos magnéticos, cambios de presidon o de temperatura,
entre otros (Elveflow, 2018).

Un aspecto de suma importancia dentro de los microfluidos es que la relacion de superficie
de area por volumen es muy alta, por lo que cualquier reaccién quimica en un microfluido
se ve muy acelerada. Un ejemplo de esto, es la electroforesis capilar que consiste en una
técnica para separar iones con respecto a su movilidad electroforética basado en la
aplicacion de diferencia de potencial eléctrico (Sekhon, 2011), la cual se vuelve mas
eficiente en canales microfluidicos ya que se remueve el exceso de calor de manera mas
rapida. Este aspecto de todos modos tiene sus desventajas al momento de trabajar con
flujo electrocinético al transportar fluidos (Manz et al.,, 1994), ya que la relacion de
superficie de area por volumen al ser tan alta, permite que las macromoléculas se difundan
de manera rapida y se adsorban en la superficie de los canales, reduciendo de esta manera
la eficiencia del proceso bombeo (Locascio et al., 1999). También destaca, la tensién
superficial que es el resultado de la cohesién entre moléculas liquidas en la interfaz de
gas/liquido, la misma es la que permite que los mosquitos sean capaces de flotar en el agua,
ya que los objetos pequefios con masas pequefias no son capaces de ejercer fuerza
suficiente para romper esta tension superficial. En los microfluidos, la tensién superficial
hace que las fuerzas capilares sean realmente altas y dificiles de superar, lo cual permite
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que se lleven a cabo técnicas de bombeo capilar (Squires and Quake, 2005).

Por ultimo, otro aspecto de gran importancia es la resistencia fluidica, que en los
microfluidos estd definida por diversas ecuaciones. Empezando por la tasa de flujo, que se
calcula mediante la ecuaciéon Q = AP/R, donde Q equivale a la tasa de flujo, AP es el cambio
de presidn a través del canal y R es la resistencia del canal. La geometria mas comun de
canales microfluidicos, es la circular. La formula de la resistencia fluidica viene dada por:

Sul

R =
Trt

Donde u es la viscosidad del fluido, L es el largo del canal, y r es el radio del mismo. La
resistencia de los canales varia de acuerdo a la forma de los mismos, teniendo diversas
formulas para canales rectangulares y canales de otras formas geométricas de diferentes
radios (Beebe et al., 2002). Este aspecto en particular es de gran ayuda, ya que, al ser usada
apropiadamente, la resistencia fluidica puede ser de ayuda para mejorar u optimizar el
desempefio de los sistemas de control de fluidos.

La microfluidica es una herramienta poderosa para crear microambientes especificos (p.e.
sistemas compartimentalizados, gradientes de concentracion molecular) (Kim et al., 2010).
La manipulacion, el control preciso y el monitoreo de microambientes celulares usando
tecnologias de microfluidos la convierte en una herramienta puntera y de amplio alcance
para la investigacion biomédica y en concreto en la neurobiologia como después
explicaremos (Beebe et al., 2002). Ademas, debido a que el volumen de fluido empleado
dentro de estos canales es muy pequefio, la cantidad de reactivos que serd empleada
también es muy pequefia, lo cual es de mucha utilidad al momento de ahorrar dinero en la
compra de reactivos que suelen ser muy caros. Esto también contribuye a la realizacion de
analisis quimicos mas eficientes ya que como la cantidad de fluido es pequefia, al igual que
la cantidad de reactivos, las reacciones quimicas se llevaran de manera rapida y segura.

Cabe recalcar, que la microfluidica presenta multiples ventajas aparte de las previamente
mencionadas, las cuales incluyen: transparencia éptica, biocompatibilidad, estabilidad
térmica y permeabilidad gaseosa, posibilidad de experimentacion en paralelo y mejor
biomimesis del ambiente tisular (Wang et al., 2009). EI mantenimiento de los dominios
neuronales, en particular las funciones axonales, son especialmente cruciales en
proyecciones de larga-distancia como las neuronas motoras o neuronas piramidales
corticales. Por ello, la correcta comprension de la dindmica neuronal implica estudiar sus
componentes por separado en determinados procesos celulares, de aqui que la
aproximacion experimental mediante microfluidica sea muy interesante en |la
neurobiologia.

En los ultima década, se han desarrollado dispositivos de microfluidica para diversas
aplicaciones de cultivo celular (Taylor and Jeon, 2011). Estos dispositivos estan fabricados
de manera precisay reproducible con caracteristicas que se encuentran en una escala fisica
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similar a las que se encuentran las células a nivel fisioldgico; cabe destacar, que las
propiedades fluidicas en la microescala permiten la creacidon de microentornos precisos,
como gradientes de concentracién (Lin and Levchenko, 2015; Li Jeon et al., 2002),
compartimientos subcelulares fluidicamente aislados (Lin and Levchenko, 2015; Taylor et
al., 2005) y sistemas compartimentalizados que imitan el microambiente neuronal (Kim et
al., 2014; Taylor and Jeon, 2011). El método mas comun para fabricar dispositivos de
microfluidos para aplicaciones bioldgicas es mediante la creacién de patrones o plantillas a
través fotolitografia utilizando la fotoresina epodxica SU-8. El SU-8 se polimeriza cuando se
expone a la luz ultravioleta y se puede usar para crear estructuras en el rango de los cientos
de micras, que son adecuadas para el cultivo de células. Una vez que se produce la plantilla,
se puede usar indefinidamente para replicar, a partir del molde, los dispositivos
microfluidicos usando poli (dimetilsiloxano) (PDMS), un polimero biocompatible y
Opticamente transparente. Este proceso, llamado litografia suave, es rentable y puede
realizarse en cualquier entorno de laboratorio tradicional (Halldorsson et al., 2015;

Whitesides et al., 2001) (Figura 1B).
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Conceptos basicos de microfluidica. (B) Esquema del proceso de microfabricacion de sistemas
compartimentalizados basado en microfluidica.
Fuente: Rosas, Cisterna & Reginensi (2019)

La interconexién entre la ingenieria y diversas metodologias bioldgicas permiten el disefio
de sistemas basados en propiedades microfluidicas para lograr mimetizar el microambiente
de los procesos neuronales mediante un control espacio-temporal en el orden de la
micro/nanoescala (Millet and Gillette, 2012b; Millet and Gillette, 2012a). El entendimiento
del comportamiento fisiolégico de las neuronas y cémo trabajan en el sistema nervioso
central es critico para la comprension de diversas neuropatologias.
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Aplicacién de la Microfluidica en la Neurobiologia

Las neuronas son células altamente complejas que presentan caracteristicas
electroquimicas y estructurales detalladas que configuran su funciéon. El soma celular,
dénde se sitla el nucleo de la célula, extiende los axones alcanzando diferentes dianas
celulares con caracteristicas quimicas vy fisicas distintas (Millet and Gillette, 2012a). La
comprension de como las sefiales moleculares y fisicas modulan la dindmica de las células
neuronales es una tarea dificil debido a la dificultad de reproducir in vitro el microentorno
neural en qué se desarrollan in vivo. Las neuronas se comunican concretamente a través
de las sinapsis. Estas son aproximaciones plasmaticas muy especializadas con una elevada
concentracién de complejos proteicos y canales que permiten la comunicacién quimica
mediante neurotransmisores (aunque existe también un bajo porcentaje de
neurotransmision eléctrica) (Kandel E.; 2012). La mayoria de las sinapsis son uniones entre
neuronas, sin embargo, las motoneuronas son neuronas periféricas especializadas que
inervan unidades motoras musculares y presentan una disposicion espacial inusual en la
gue sus estructuras subcelulares estan expuestas a microambientes extracelulares muy
concretos y diferentes a los de los otros tipos neuronales. Por un lado, el soma de la
motoneurona esta ubicado centralmente dentro de la médula espinal rodeada por células
gliales, mientras que su terminal axonal se encuentra en la periferia en contacto directo
con el tejido muscular, formando la unién neuromuscular, una estructura altamente
especializada responsable de la transmisidon de sefiales y la contraccién muscular (Southam
et al.,, 2013). Esta sefalizacién neuromuscular es una comunicacién bidireccional que
involucra una sefializacion electroquimica anterdgrada, que produce contraccion muscular
y una sefializacion neurotréfica retrégrada de soporte neuronal. Por lo tanto, la
supervivenciay la funciéon de las motoneuronas y el tejido muscular inervado son altamente
dependientes entre si (Zahavi et al.,, 2015; Park et al., 2013). Sin embargo, se desconoce el
o los responsables moleculares de dicha dependencia (Cisterna et al.,, 2014). La
interdependencia motoneurona-miofibra esquelética queda en evidencia al suspender el
suministro nervios (ya sea por denervacion o disfuncién de motoneuronas espinales) y
observar rapidamente el desarrollo de atrofia muscular (Cisterna et al., 2016; Cea et al,,
2013; Southam et al., 2013).

La rapida conduccién del impulso nervioso en la comunicacién del sistema nervioso se logra
mediante el aislamiento de los axones a través de la formacion de mielina. Las vainas de
mielina son formadas por los oligodendrocitos en el sistema nervioso central (SNC) y por
las células de Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP). En el SNC, los
oligodendrocitos extienden sus procesos, se alinean y son capaces de envolver ciertos
axones (Baumann and Pham-Dinh, 2001). A pesar de su gran importancia, por mucho
tiempo las sefiales moleculares que regulaban la formacién y maduracion sinaptica, como
también la comprensiéon de las sefiales moleculares en la mielinizacidon se presentaron
como procesos moleculares desconocidos (Chen and Nedivi, 2010; Nave and Salzer, 2006).
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Asimismo, los co-cultivos mixtos de neuronas y glias convencionales no son precisos en
determinar, de manera dptima, la funcién glial en el proceso sindptico, como también en
la mielinizacion. Por lo tanto, es como las plataformas de microfluidos permiten la
generacion de sistemas compartimentalizados y aproximaciones experimentales mas
concretas, compuestas por diferentes compartimentos tanto para los cuerpos celulares,
como también para los axones y las células gliales (Park et al., 2012). Asi, los diversos
dispositivos compartimentalizados, basados en microfluidica, se encuentran separados por
pequefios microcanales que permiten el aislamiento fluidico entre los compartimientos
somal y axo-glial. Este enfoque permite organizar el cultivo neuronal de manera de imitar
la conectividad in vivo, lo que permite estudiar estos procesos de manera mas fisioldgica
(Taylor et al., 2010). Las plataformas compartimentalizadas, basadas en microfluidos,
tienen por ventaja que permiten la transfeccién localizada, el tratamiento diferencial de
medicamentos y la adicién de moléculas especificas o factores tréficos en la zona neuronal
o la zona axo-glial, como también proporcionan un control de la distribucién espacial del
co-cultivo permitiendo la obtencion de imagenes dindmicas de contacto sinaptico con alta
resolucion espacial y temporal (Park et al., 2012; Taylor and Jeon, 2011) (Figura 2).

Figura 2
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Cultivo compartimentalizado. (A) Diseccion de cerebro de ratén para estudios de cultivo celular; (B) Cultivo
primario convencional de neuronas hipocampicas obtenidas de cerebro de ratén; (C) Cultivo primario de

neuronas hipocampicas en un sistema compartimentalizado; se observa la separacién del soma neuronal con
respecto a su prolongada extensién axonal. Barra de escala: B-C=50 pum.
Fuente: Rosas, Cisterna & Reginensi (2019)

Durante la Ultima década, varios estudios han aprovechado la tecnologia de microfluidos
para comprender mejor los mecanismos que subyacen al comportamiento axonal, como
el transporte axonal, la sintesis de proteinas locales y la sinaptogénesis (Deglincerti et al.,
2015; Coquinco et al., 2014; Cox et al., 2008; Wu et al.,, 2005). Los dispositivos
microfluidicos han sido de suma importancia para comprender el detalle de los
mecanismos que subyacen en el trafico axonal y el crecimiento axonal (Yi et al., 2015). La
traducciéon local en axones, particularmente en conos de crecimiento, ahora es
ampliamente aceptada, y esto se debid principalmente al uso de dispositivos
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microfluidicos en estudios que utilizan fracciones axonales aisladas. Por ejemplo, Cox y
cols. mediante un sistema de microfluidica compartimentalizado describieron la
traduccion de ARNm axonal en la regulacion de la supervivencia neuronal y la
transcripcion nuclear provocada por la aplicacion axonal de la neurotrofina, factor de
crecimiento neuronal (NGF). Observaron que esta neurotrofina desencadena la sintesis
de proteinas axonales de manera retrégrada siendo necesaria para la supervivencia
neuronal (Cox et al., 2008). Siguiendo esta linea Deglincerti y colaboradores
aprovechando también la caracteristica inherente de los sistemas compartimentalizados
para poder aislar el cuerpo neuronal de los axones, han demostrado que el crecimiento
axonal inducido por el NGF en las neuronas se basa en la actividad ubiquitina-proteasoma
gue es capaz de inducir procesos de ubiquitinacion en los conos de crecimiento
sugiriendo la sintesis y degradacion de proteinas locales axonales (Deglincerti et al.,
2015). Otra investigacidén interesante es la de Coquinco y cols. que desarrolld un
dispositivo microfluidico de tres compartimentos para crear un modelo de estudio de la
competencia sindptica in vitro. En este modelo, los axones se originan a partir de dos
compartimentos separados que establecen conectividad con una poblaciéon neuronal
comun en un tercer compartimento central. Al inhibir la actividad neuronal en una de las
camara laterales, los axones en el compartimento central que derivan de las neuronas no
tratadas formaron un mayor numero de sinapsis en comparacién con las derivadas del
cultivo neuronal reprimido, demostrando que la disminucion de la actividad de una
poblacion neuronal puede influir en el crecimiento axonal y la formacion de circuitos
sindpticos, con respecto a una poblacidon neuronal competidora (Coquinco et al., 2014).

En este sentido, utilizando también sistemas de microfluidica se han disefiado diversos
modelos para explorar y desentrafiar los mecanismos de formacion, estabilizacion vy
degeneracién de la unién neuromuscular (NMJ) (Zahavi et al., 2015; Uzel et al., 2014;
Southam et al., 2013; Takeuchi et al., 2011). Takeuchi y cols. propusieron el primer
sistema compartimentalizado disefiado para imitar el sistema neuromuscular. Ademas de
los compartimentos individualizados, que separaban las neuronas de los miocitos, su
disefio también incluia arreglos de microelectrodos integrados embebidos en el sustrato,
gue se usaban para estimular localmente las neuronas y registrar la actividad de las
neuronas y las células musculares (Takeuchi et al., 2011), mientras que otros estudios
demostraron el transporte retrégrado del factor neurotréfico derivado de glia (GDNF)
secretado desde musculo a la neurona (Zahavi et al.,, 2015). En la misma linea de
investigacion, Seira y cols. utilizaron sistemas microfluidica para obtener un co-cultivo de
motoneurona con miotubos derivados de C2C12 para imitar la formacion de la unién
neuromuscular; ademas mediante la integracidn con la técnica de imagen de calcio (Ca+2)
demostraron la funcionalidad NMJ al observar transientes transitorios de Ca+2 inducido
por KCl (Seria et al.,, 2015) (Figura 3). De manera complementaria, los sistemas
compartimentalizados de microfluidica también se han utilizado con éxito para realizar
co-cultivos con neuronas auténomas y cardiomiocitos (Oiwa et al., 2016; Uzel et al.,
2014).
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Figura 3
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Sistema microfluidico compartimentalizado de estudio de formacién de unidn neuromuscular. (A)
Microfotografia de co-cultivo convencional de motoneuronas y miotubos; (B-C) Microscopia de
fluorescencia de formacion de unién neuromuscular mediante marcaje de motoneuronas (en azul, TUJ¥),
miotubos (en rojo, myosin II*) y contacto sindptico (en verde, Alexa-BTX*); (D) Imagen de contraste de fases
de motoneuronas (izq.) y células C2C12 diferenciadas (der.) separadas por microcanales en un sistema
compartimentalizado; (E) microfotografia de fluorescencia de axones de motoneuronas (en rojo, TUJ1%)
que establecen sinapsis (en verde, Alexa-BTX*) con miotubos derivados de la linea C2C12. (F) Estudio de
transientes de Ca*? en co-cultivo de motoneuronas y miotubos. Se observa que la estimulacién de KCI (100
mM) en el compartimiento somal de las motoneuronas induce transientes de calcio, especificamente, en
los miotubos conectados funcionalmente a axones neuronales (indicado por ROI1). Después de adicionar
KCl (t=1,5-2,0 [m]) se observa un aumento progresivo del nivel calcio para llegar a la linea basal (t=30 [m]).
En el extremo inferior, se representa la intensidad progresiva de los niveles de calcio en distintos tiempos
(t=0, t=8" y t=30’). Barra de escala: A-C= 100 um; D= 200 pum y E=100 pm.

Fuente: Seira et al., Royal Society of Chemistry (RSC) (2015).

La capacidad de las plataformas basadas en microfluidos para aislar espacialmente
distintos componentes neuronales ha permitido a los investigadores desarrollar
algoritmos computacionales que son adecuados para el procesamiento automatico de
datos de imagenes axonales (Li et al., 2014). Estos nuevos algoritmos de procesamiento
de imagenes fueron elaborados para estudios de comportamiento axonal en sistemas de
microfluidica, permitiendo el analisis cuantitativo de la morfologia axonal de forma
automatica y sin sesgos y ademas aprovechar determinadas caracteristicas de las
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plataformas microfluidicas (p.e, la compartimentacién y la transparencia de la camara).
La generacion de algoritmos acoplados a sistemas de microfluidica son atractivos para los
investigadores, ya que pueden proporcionar cuantificaciones automaticas, robustas vy
independientes del usuario con respecto al comportamiento de las neuritas en los
circuitos neuronales (Li et al., 2014; Frimat et al., 2010).

Por otro lado, la acumulacién de dafio celular y/o agregados de proteinas anormales es
una caracteristica importante de las enfermedades neurodegenerativas, como por
ejemplo: la enfermedad de Alzheimer o Parkinson (Calderon-Garciduenas and
Duyckaerts, 2017; Kalia and Lang, 2015; Choi et al., 2013). Con esta idea en mente se han
creado diversos modelos microfluidicos para estudiar la actividad neuronal en diversas
neuropatologias (Zahavi et al., 2015; Gu et al.,, 2014; Kim et al., 2014; Park et al., 2014;
Song et al., 2014).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas frecuente de demencia en el mundo
(Probst et al.,, 1991). Como principales caracteristicas fisiopatolégicas presenta la
acumulacion de agregados derivados de la proteina B-amiloide, mayoritariamente en
forma de agregados amiloides extracelulares (Hardy, 2017) y de la proteina del
citoesqueleto tau, en forma de los ovillos neurofibrilares intracelulares sobretodo en las
dendritas (Kametani and Hasegawa, 2018). La generacién de proteinas B-amiloide es un
ejemplo ampliamente conocido de protedlisis extracelular regulada (Brown et al., 2000).
En este proceso, la proteina precursora amiloide (APP) puede ser procesada por dos vias,
la amiloidogénica y la no amoloidogénica. Las dos son inherentes del sistema, pero en la
EA se desequilibran y se procesa mas la APP por la via amiloidogénica. En este caso la APP
es procesada por la B-secretasa, y no por la a-secretasa, y después por la y-secretasa
generando un péptido monomérico de 40-42 aminoacidos (Calderon-Garciduenas and
Duyckaerts, 2017). Los mondmeros B-amiloides tienden a agregarse y polimerizarse,
formando oligdmeros, que a su vez, contribuyen a las protofibrillas, y las protofibrillas a
las fibrillas. Estas formas terminan agregandose extracelularmente formando las placas
amiloides tipicas de la enfermedad. Aungue existe un consenso general de que la B-
amiloide induce la enfermedad de Alzheimer, existe controversia en torno a la pregunta
de qué entidad molecular de la B-amiloide es la mas téxica y desempefia un papel
principal en la causa de la enfermedad (Bucciantini et al., 2002; Lambert et al., 1998). Se
cree que B-amiloide se internaliza preferentemente en los axones distales y contribuye a
la apoptosis, sin embargo, la mayor parte de esta informacion se ha obtenido
retrospectivamente en base a examenes de cerebros tras autopsia postmortem (Song et
al.,, 2011). Por lo tanto, sigue siendo poco claro si el B-amiloide realmente se propaga a
través de conexiones neuroanatomicasy, si es asi cdmo se transmite. Estas preguntas son
significativas porgue la comprension de la progresion patoldgica de la enfermedad podria
ser importante para inhibir el progreso de la EA. Sin embargo, este tema ha sido abordado
por pocos estudios, probablemente porque la mayoria del trabajo se ha centrado en los
efectos toxicos del B-amiloide (Song et al., 2014).

Por ejemplo, Choiy cols. para estudiar la neurotoxicidad de factores neurotdxicos crearon
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un sistema de microfluidos biomiméticos que genera flujos de presién osmatica, similares
a los gradientes del fluido intersticial cerebral, que contenian B-amiloide difusible y
evaluaban los efectos de esta proteina en cultivo primarios neuronales. Esta plataforma
no solo imita las condiciones fisioldgicas del cerebro, sino que también ayuda a
comprender el mecanismo de la B-amiloide en el flujo de liquido intersticial cerebral (Choi
et al., 2013). Otros estudios, realizados con neuronas corticales en cdmaras de
microfluidos han observado como los procesos axonales son capaces de internalizar el B-
amiloide y transportarlo de forma retrégrada al cuerpo neuronal. Este se acumula en los
axones distréficos y también las mitocondrias y lisosomas del cuerpo neuronal (Song et
al.,, 2014). Esta informacién es critica, debido a que si el B-amiloide transportado
retrogradamente, a nivel neuronal, quizds se puede transmitir a otras neuronas. Esto abre
una pregunta muy importante, ya que este proceso podria ser esencial para la
propagacion de la enfermedad en las diferentes regiones afectadas (Guo and Lee, 2014;
Walker et al., 2013).

El uso de sistemas de microfluidica también se ha utilizado en el estudio de la difusion de
los agregados de a-sinucleina tipicos de la segunda enfermedad neurodegenerativa en
numero de pacientes, la enfermedad de Parkinson. Se trata de un desorden progresivo
caracterizado por, inicialmente, la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
nigra del cerebro, junto con la agregacion anormal de proteinas intracelulares tales como
la a-sinucleina, formando los cuerpos de Levy (Lees, 2009). Las neuronas de la substancia
nigra principalmente inervan el cuerpo estriado mediante neurotransmision
dopaminérgica que permite controlar la uniformidad, finura y sutileza de los movimientos
voluntarios. Por tanto, cuando estas neuronas fallan, aparecen los temblores tipicos de
los pacientes de Parkinson (Kalia and Lang, 2015).

En este campo encontramos ejemplos del uso de modelos de microfluidica como el
trabajo de Freundt y cols. donde observan realizan un estudio demuestra que las fibrillas
de a-sinucleina se internalizan, se transportan de manera retrograda, a nivel axonal, para
ser liberadas a otras neuronas secundarias. La transferencia de fibrillas de a-sinucleina
podria explicar el patréon caracteristico de la diseminacidon de cuerpos de Lewy entre areas
cerebrales conectadas anatomicamente (Freundt et al.,, 2012). Lu y cols. utilizan un
sistema de microfluidica que incluye un gran compartimento, que permite a estudiar el
papel del transporte mitocondrial en la degeneracion axonal durante la enfermedad de
Parkinson. Con este enfoque, los investigadores pudieron realizar imagenes de células en
tiempo-real y analizar el movimiento de las mitocondrias axonales marcadas a lo largo del
tiempo, surgiendo como un sistema prometedor para comprender mejor la degeneracion
axonal (Lu et al., 2012), demostrando una vez mas la versatilidad de estos dispositivos de
microfluidica.

Como tercer ejemplo concreto del uso de dispositivos de microfluidica en neurobiologia
encontramos la esclerosis multiple. Es una enfermedad inflamatoria desmielinizante del
sistema nervioso central con una variedad de presentaciones y patogénesis. La esclerosis
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multiple se ha asociado con el término autoinmunidad, como un sustituto de la
patogénesis. La esclerosis multiple es una enfermedad especifica del sistema nervioso
que incluye la destruccion de la mielina mediada por el propio sistema inmunitario
(Goldenberg, 2012). La comprensién de la etiologia de la esclerosis multiple es compleja
y, por ello, es de importancia el entendimiento de los mecanismos que mantienen la
integridad de los axones para la busqueda de tratamientos para la enfermedad (Lemus et
al., 2018). Estudios recientes han demostrado los beneficios de usar un microsistema
compartimentalizados de neuronas y células gliales para estudiar el proceso de
mielinizacion en diferentes condiciones experimentales in vitro (Li et al., 2012; Park et al.,
2012; Yang et al., 2012). Por ejemplo, Park y cols. desarrollaron una plataforma de
microfluidica para un co-cultivo de neuronas y oligodendrocitos en compartimientos
separados por microcanales que proporcionan el aislamiento fisico de los somas
neuronales, pero no los axones con un mantenimiento de la conservacién de aislamiento
fluidico. Este estudio observé que el crecimiento axonal es mejorado en presencia del
componente glial, como también se observa a los oligodendrocitos alineados a las fibras
axonales en un patron similar al encontrado en los tractos de materia blanca in vivo (Park
et al., 2009). En otro estudio, se desarrolld un atractivo sistema de microfluidica
compartimentalizado que permite realizar diferentes configuraciones de co-cultivo
experimental con hasta seis tratamientos farmacoldgicos diferentes, en paralelo, en el
mismo microdispositivo. Con esta plataforma, se pudieron estudiar simultdneamente las
comunicacién axén-glia, el desarrolloy la diferenciacién de oligodendrocitos, asi como las
respuestas axonales especificas a diferentes estimulos (Park et al., 2012). Yang y cols.
establecieron un protocolo de estimulacion eléctrica intermitente capaz de inducir la
formacién de la vaina de mielina. Este logro podria ser clinicamente relevante ya que se
sabe que la estimulacion eléctrica funcional promueve la regeneracion después de una
lesion experimental de la médula espinal (Yang et al.,, 2012). Finalmente, combinando
sistema de microfluidica con células madre surgen nuevos enfoques terapéuticos para el
tratamiento de enfermedades desmielinizantes, como la esclerosis multiple y las
leucodistrofias que comienzan a ser explorados. En un estudio reciente, se han realizado
co-cultivos de neuronas y oligodendrocitos derivados de células madre embrionarias de
ratdn en un microdispositivo compartimentalizado logrando establecer una nueva e
innovadora aproximacion, como modelo de formacidn in vitro de mielina (Kerman et al.,
2015).

El dafio al SNC de los mamiferos adultos, generalmente, conlleva a déficits neuroldgicos
persistentes con una recuperacion funcional limitada. Muchos estudios se han centrado
en la prevencién de los dafios neuronales y la restauracién de las conexiones funcionales
gue se ven comprometidas después de una lesion o dafio patoldgico. En comparaciéon con
el SNP, la problema en la regeneracion del SNC adulto se atribuye, en gran parte, a dos
aspectos basicos: influencias ambientales inhibitorias y capacidades de crecimiento
disminuidas de las neuronas adultas del SNC (Fitch and Silver, 2008).
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Desde la demostracién temprana del crecimiento exitoso de los axones del SNC
lesionados en el nervio periférico injertado (David and Aguayo, 1981), se han identificado
multiples factores inhibidores del crecimiento axonal del SNC y que se asocian
principalmente a proteinas inhibitorias mielina (como, las proteinas Nogo-A, MAG, OMgp)
(Reginensi et al., 2015; Reginensi et al., 2012) y diversas moléculas inhibitorias asociadas
a la cicatriz meningo-glial (como los proteoglicanos de sulfato de condroitina, CSPG)
(Reginensi et al.,, 2015; Yiu and He, 2006). Sin embargo, el bloqueo de estas sefiales
inhibitorias extracelulares por si solo a menudo es insuficiente para que la mayoria de los
axones lesionados logren la regeneracién a larga distancia (Reginensi et al., 2015), ya que
la capacidad regenerativa intrinseca de las neuronas del SNC maduras también es un
factor determinante para el recrecimiento de los axones (Sun et al,, 2011).

Si bien los modelos animales son indispensables para la comprensidn de las lesiones del
SNCYy las estrategias de regeneracién funcional, los modelos in vitro se han disefiado para
abordar preguntas especificas y Unicas debido a su accesibilidad a manipulaciones
experimentales y su costo relativamente bajo. Sin embargo, el sistema de cultivo
convencional, a menudo, tienen que usar cultivos neuronales a baja densidad celular y
solo durante un corto periodo de tiempo debido a dificultades técnicas para monitorear
y cuantificar el crecimiento axonal (Kim et al., 2014). Para desarrollar estrategias
regenerativas efectivas del SNC, una evaluacién rapida y confiable del crecimiento axonal
es fundamental no solo para identificar y seleccionar moléculas candidatas
potencialmente interesantes que promuevan la extension del axén sobre las moléculas
inhibitorias, sino que también descartar las moléculas poco eficientes. El surgimiento de
la tecnologia de microfluidos ofrece muchas ventajas y versatilidades para los estudios de
la interaccion neurona-glia y la regeneracion axonal (Figura 4).

Figura 4

Glial cells

Sistema microfluidico compartimentalizado de estudio de interaccién neurona-glia. (A) Cultivo
compartimentalizado de neuronas (en verde, TUJ¥); (B-C) Cultivo compartimentalizado de  neuronas (en
rojo, TUJ*) asociado a células gliales (en verde) que son capaces de interactuar con la zona axonal. Barra de
escala: A-B= 25 um.

Fuente: Reginensi et al., Cellular and Molecular Life Science (CMLS) (2015).
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Por ejemplo, Park y cols. presentan un sistema de microchip que es capaz de aislar axones
del SNC de cuerpos celulares neuronales para un analisis de crecimiento axonal
cuantitativo rdpido y facil. Usando este dispositivo de microfluidica en neuronas
corticales, probaron el efecto de varios componentes de la matriz extracelular (p.e
colageno, laminina) y, al utilizar moléculas inhibitorias regenerativas, tales como: CSPG
se observa una inhibicién del crecimiento de los axones (Park et al., 2014). Luego de 24
horas en contacto con el CSPG, un recrecimiento de los axones lesionados es
extremadamente limitado. Sin embargo, se observa restablecimiento del recrecimiento
de los axones cuando fueron tratados con condroitinasa ABC (ChABC), una enzima que
corta las cadenas laterales del CSPG, por lo que logra reprimir su efecto inhibitorio Esta
enzima pierde su actividad enzimatica rapidamente a los 37°C, por lo cual requiere ser
inyectada constantemente, razén por la cual no seria factible aplicarla en un ambiente in
vivo. En estudios recientes estan haciendo pruebas con un ChABC termoestabilizado in
vitro para ser utilizado en humanos (Lee et al., 2010). Este modelo de microfluidica fue
creado con el propdsito de replicar de manera in vitro lesiones neuronales de una forma
controlada. Mediante el mismo se pueden controlar las dimensiones de las lesiones
inducidas y la distancia de la lesidon con respecto al soma, manteniendo las porciones
distales y proximales de los axones (Park et al., 2009). Peyrin y cols. desarrollaron un
dispositivo microfluidico de tres compartimentos, con un control espacio-temporal de
alta precision, para estudiar la degeneracion axonal simultdnea y los mecanismos de
muerte de los axones del SNC sometidos a axotomia y observaron una rapida
degeneracion tipo-walleriana en los axones distales cortados, idéntica a la observada en
los procesos de axotomia in vivo (Kilinc et al., 2011). Hosmane vy cols. fueron capaces de
confeccionar una versién circular multiplexada de una plataforma de microfluidica que
demostraba un aumento de la acumulacion de microglia en la zona de los axones
lesionados, como un evento relacionado con el mantenimientoy la progresion de diversas
enfermedades crénicas neuroinflamatorias y neurodegenerativas (Hosmane et al., 2010).

En otra instancia, las plataformas microfluidicas se han utilizado como herramientas
valiosas para estudiar la regeneracién de axones in vivo. Muchos organismos modelo,
como Aplysia Californica, Caenorhabditis Elegans, Drosophila Melanogaster y el pez
cebra, se han utilizado para estudios de lesidon y regeneracién de neuronas in vivo
(Hosmane et al., 2011; Chokshi et al., 2009; Guo et al., 2008b). Caenorhabditis elegans,
en particular, proporciona un paradigma interesante para estudiar la lesion y la
regeneracion del sistema nervioso, ya que su genoma se ha secuenciado completamente
y su axotomia in vivo es muy factible. El paso critico de inmovilizar al gusano y someterlo
a una axotomia se ha realizado convencionalmente mediante el uso de pegamento y
anestésicos, en donde estos métodos pueden tener efectos tdxicos desconocidos que son
dificiles de evaluar o requieren mucho trabajo y son de bajo rendimiento (Chokshi et al.,
2009; Guo et al.,, 2008b). Las plataformas microfluidicas pueden proporcionar una
alternativa inteligente a estas técnicas. Asi es, como Chokshi y cols. desarrollaron
plataformas de microfluidos para inmovilizar gusanos individuales a corto o largo plazo
para caracterizar su comportamiento en el sistema microfluidico. La inmovilizacion se
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logra en base a dos enfoques; o bien el CO2 se utiliza para cambiar el microambiente y el
cese del movimiento del gusano a largo plazo, o usa una membrana deformable para
restringir mecanicamente el gusano (Chokshi et al., 2009). Estas plataformas permiten
estudiar la regeneracion axonal e integrar imagenes de alto rendimiento. El potencial de
automatizacion es alto en estas plataformas debido a su pequefio tamafio y escala, lo que
permite un elevado y robusto rendimiento en estudios de regeneracién axonal (Chokshi
et al., 2009; Chung et al., 2008). Guo y cols. desarrollaron una plataforma microfluidica
de alto rendimiento para estudios de regeneracion en nervios in vivo que permite la
nanocirugia de los nematodos que se puede utilizaren combinacién con técnicas de
ablacién por laser altamente especificas para lesionarlos una vez que se han inmovilizado
constantemente, observandose axotomias diferenciales en funcion de la frecuencia o la
tasa de repeticién del laser (Guo et al., 2008b). Este dispositivo microfluidico presenta
muchas ventajas al momento de estudiar a C. Elegans, tales como: (i) el hecho de que
ningln quimico aparte de los sustratos interferird en el crecimiento de los gusanos, (ii) la
defleccién adaptiva de la membrana permite la inmobilizacién de los gusanos de multiples
tamafios, (iii) los gusanos no requieren un tiempo de recuperacion luego de las cirugias,
(iv) las condiciones experimentales son faciles de reproducir y finalmente, (v) el disefio
del chip es lo suficientemente simple como para ser adaptado para otros organismos, u
otros experimentos (Guo et al., 2008a).

Conclusion

El entendimiento de los mecanismos moleculares que gobiernan la degeneracién vy
regeneracion es una base fundamental para el desarrollo de estrategias protectoras y
regenerativas potenciales para el tratamiento de desdrdenes y lesiones neurolégicas. Los
dispositivos basados en microfluidos han surgido como nuevas plataformas in vitro para
la investigacion neurobiolégica debido a sus excelentes capacidades de control espacial y
temporal, facil ensamblaje, alta reproducibilidad, capacidad para realizar andlisis de
imagenes y bioquimicos. Ademas su potencial de alto rendimiento en procesos
fisioldgicos relevantes ayudan a responder algunas preguntas fundamentales de la
neurobiologia moderna, como por ejemplo, cémo los axones en crecimiento convierten
sefiales externas en eventos intracelulares y cémo el microambiente neural es capaz de
moldear decisiones en un sistema nervioso lesionado.

La lesidon nerviosa es un fendmeno ampliamente observado, pero dificil de estudiar,
particularmente in vivo. Una comprension mas completa de la neurobiologia de la lesién
nerviosa y la regeneracion neural puede mejorar los resultados de reparacion y
recuperacion funcional basados en células madres, los biomateriales y las intervenciones
quirurgicas. Por lo tanto, los métodos in vitro son interesantes para observar con
precision, a nivel microscdpico, la lesidon nerviosa y desarrollar diferentes estrategias de
reparacion. Las plataformas microfluidicas utilizadas para estudiar la lesion del SNC
ofrecen muchas ventajas sobre los modelos tradicionales in vitro o in vivo. Los canales
microfluidicos desarrollados para crear regiones de aislamiento fluidico pueden ser
simples y construirse con dispositivos microfluidicos disponibles comercialmente (Taylor
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et al., 2005), o pueden ser extremadamente complejos y dificiles de fabricar en la mayoria
de los laboratorios bioldgicos. Los continuos avances en el campo de la microtecnologia
permite la creacion de dispositivos capaces de estudiar la regeneracion a escala celular
reduccionista, lo que permite la capacidad de desentrafiar mecanismos que pueden
perderse en el complejo entorno in vivo. Sin embargo, cada una de estas plataformas de
lesiones tiene varias ventajas y desventajas que deben considerarse cuidadosamente
antes de decidir qué plataforma usar para un estudio en particular. Esta capacidad
permite que las plataformas microfluidicas imiten fendmenos diversos procesos
neurofisioldgicos, como: el crecimiento axonal, los procesos sindpticos, la interaccion
neurona-gliay el dafio axonal. La lesidn quimica se puede lograr facilmente dentro de una
plataforma microfluidica, mientras que la lesion fisica se logra a través de la incorporacion
de otras tecnologias, como los laseres, las micro-cuchillas y las valvulas de compresion.
La lesidon quimica, sin embargo, no captura la respuesta completa de la lesién al trauma
fisico.

El entorno de la zona lesionada, en el sistema nervioso central, también se puede
modelar, a través de modificaciones quimicas de la superficie del microdispositivo o la
alteracion de los flujos de fluidos. Si bien la potencia de los dispositivos microfluidicos se
encuentra en sus entornos reduccionistas y altamente controlables, los dispositivos
microfluidicos no asemejan perfectamente al entorno in vivo, debido a la enorme
complejidad de biomimetizar la gran variedad de variables moleculares presentes en el
microambiente del dafio neuronal. Ademas, cantidades minusculas de medios pueden
dar lugar a problemas de viabilidad celular debido a la evaporacion y la dificultad
potencial para mantener las condiciones de cultivo celular, si no se gestionan de forma

estricta.

In vivo, la microfluidica permite el rendimiento de la deteccién de alto rendimiento de
compuestos regenerativos en los sistemas modelo de Drosophila y C. Elegans sin el uso
de anestésicos. En resumen, cada una de estas plataformas debe ser acordemente
estudiada y analizada para evaluar ventajas y desventajas de las mismas para encontrar
la manera de implementar métodos para disminuir las desventajas que estas plataformas
presenten. Ejemplo de esto se puede observar principalmente en los dispositivos
microfluidicos encargados de la representaciéon de lesiones neuronales, las cuales
realmente pueden ser muy variadas y no van a poder ser representadas en su totalidad
en un dispositivo microfluidico. Esto representa una desventaja, pero si a futuro se logra
implementar soluciones para esto como la creacion de un dispositivo microfluidico capaz
de representar todas las lesiones presentes, o al menos una gran variedad de ellas, puede
representar un gran avance en el estudio de lesiones neuronales.

Debido a esto, se puede asegurar que han sido grandes los avances presenciados en el
area, pero aun hay mucho mas por descubrir en la misma, principalmente por el hecho
de que es un area en temprano desarrollo y tiene un gran campo que cubrir, lo cual es
demostrado en las expectativas que tiene el darea, principalmente en el area de
biomimesis, ya que se habla de dispositivos capaces de replicar de mejor manera el
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ambiente tridimensional de la regeneracidn in-vivo, ademas de lograr la incorporacién de
avances en otros campos de la biomedicina como la optogenética y el area de los
biosensores con el objetivo de extender los hallazgos de estudios celulares y acercarse
mas al desarrollo de terapias clinicas para mejorar la regeneracion neuronal tanto en el
Sistema Nervioso Central como en el Sistema Nervioso Periférico.

En conclusion, la microfluidica en el area de la biociencia es un campo que ha contribuido
ampliamente para la comprensidon de lo que ocurre en el sistema nervioso y ha permitido
el desarrollo de técnicas para la regeneracion neuronal y comprension de diversas
enfermedades neurodegenerativas que, a largo plazo, lograran ser implementadas en un
ambiente in-vivo, contribuyendo de esta manera a la ciencia, la tecnologia y al sector de
salud.
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