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Abstract

Nephrotoxicity is one of the most limiting elements in the development and validation of
new drugs, since it is difficult to detect in the preclinical phases. In toxicity tests, the kidney
is one of the organs whose function is most compromised, and only until advanced phases
in clinical trials is it possible to detect the nephrotoxic potential of a drug. This involves a
large consumption of resources that makes the development of new compounds extremely
expensive. Traditional cell culture and the use of experimental animals have their limitations

when testing new drugs.

Traditional cell culture does not recapitulate the structure and complexity of the native tissue,
which can affect cell function and the response to cytotoxins does not resemble what occurs
in the kidney. On the other hand, the use of animal models makes it possible to study toxicity
in more complex organisms, but the physiology of the human kidney differs from that of the
animals used in this type of test. These animal models may give different results when the
results are transferred to the clinical phases in humans. For these reasons, the development
of new 7 vitro kidney models that recapitulate kidney structure and function is important for
their routine application and implementation in research of drugs used today, as well as the

research and development of new drugs.

The main objective of this thesis was to develop z vitro kidney models that physiologically
reproduce what occurs in the renal proximal tubule, making use of an established cell line of
this section of the nephron, the RPTEC/TERT1 line, in order to apply these models to
toxicity assays of drugs with known nephrotoxic potential. For this purpose, two models
with different approaches were developed. Firstly, generating tubular structures that
represents the structure of the proximal tubule using biological matrices. Secondly, a model
based on microfluidic technology was developed in which microfluidic devices were used
where cell culture was performed, in order to apply shear stress, a stimulus that occurs
physiologically in the renal proximal tubule. In both models, the expression of transporters
presents in the proximal tubule increased, which could influence the response to xenobiotics.
Finally, both models were used in nephrotoxicity assays used in the clinic such as cisplatin,
daunorubicin, tacrolimus, and gentamicin. It was observed that both models respond to

nephrotoxins differently when compared to traditional cell culture.



Resumen

La nefrotoxicidad es uno de los elementos mas limitantes en el desarrollo y validacion de
nuevos farmacos, ya que es dificil de detectar en las fases preclinicas. En los ensayos de
toxicidad, el rifidén es uno de los érganos que mas ve comprometida su funcion, y solo hasta
fases avanzadas en ensayos clinicos es posible detectar el potencial nefrotéxico de un
farmaco. Esto supone un gran consumo de recursos que hacen que el desarrollo de nuevos
compuestos sea costoso. El cultivo celular tradicional y el uso de animales de

experimentacion tienen sus limitaciones a la hora de testar nuevos farmacos.

El cultivo celular tradicional no reproduce la estructura ni la complejidad del tejido nativo,
lo cual puede afectar a la funcién celular y que la respuesta a citotéxicos no se asemeje a lo
que ocurre en el rifién. Por otro lado, el uso de animales de experimentacion permite estudiar
la toxicidad en organismos mas complejos, pero la fisiologia del rifién humano difiere de la
de los animales que se utilizan en este tipo de ensayos, pudiendo dar resultados diferentes
cuando se trasladan los resultados a las fases clinicas en humanos. Por estas razones, es
importante el desarrollo de nuevos modelos de rifnén 7z vitro que recapitulen la estructura y
la funcién renal para su aplicacién e implantacion de forma rutinaria en la investigacion
destinada a la toxicidad de farmacos que se emplean hoy en dia, asi como a la investigacion

y desarrollo de nuevos farmacos.

El principal objetivo de esta tesis era desarrollar modelos de rifién z vitro que reprodujeran
de forma fisiolégica lo que ocurre en el tubulo proximal renal, haciendo uso de una linea
celular establecida de este tramo de la nefrona, la linea RPTEC/TERTT1, con el fin de aplicar
estos modelos a ensayos de toxicidad de farmacos con conocido potencial nefrotoxico. Para
ello, se desarrollaron dos modelos con aproximaciones diferentes. Por un lado, se generaron
estructuras tubulares que representaban la estructura del tdbulo proximal, haciendo uso de
matrices biologicas. Por otro lado, se desarrolld6 un modelo basado en tecnologia
microfluidica en la que se utilizaron dispositivos microfluidicos donde se realizé el cultivo
celular, con el fin de aplicar shear stress, un estimulo que ocurre de forma fisiologica en el
tubulo proximal renal. En ambos modelos aumenté la expresion de transportadores
presentes en el tdbulo proximal, lo que podria influir en la respuesta a xenobidticos.
Finalmente, se utilizaron los dos modelos en ensayos de nefrotoxicidad a farmacos utilizados
en la clinica como el cisplatino, la daunorrubicina y el tacrolimus. Ambos modelos
respondieron de forma diferente a la exposicién a farmacos cuando se compararon con el

cultivo celular tradicional.
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1. Introduccion

1.1. Anatomia y funcion del rifion

El rifién es un 6rgano complejo cuya funcién principal es regular el equilibrio de liquidos y
electrolitos del organismo para crear un ambiente estable para los tejidos y el metabolismo
celular. Dicha funcién se lleva a cabo equilibrando el transporte de agua y solutos, excretando
productos provenientes del metabolismo, y regulando el equilibrio acido-base y conservando
a su vez los nutrientes en el cuerpo humano. El aparato renal esta formado por dos rifiones,
dos uréteres, la vejiga urinaria y la uretra. El rifion normal adulto humano tiene forma de
judia y esta recubierto de una capsula fibrosa en cuyo interior se distinguen dos partes, la
corteza y la médula renal (Figura 1.1). Esta tltima est4 dividida en las denominadas piramides

renales que desembocan en los célices, y estos a su vez en la pelvis renal (Preuss, 1993).

Columnas renales Papilas renales

Capsularenal - ’ )
P \ | qy Arteria renal

Vena renal
Médula renal .
Pelvis renal
Corteza renal
Uréter

Figura 1.1. Esquema del rifién con sus partes principales. El rifién consta de una corteza y
médula renal, cuyo tejido esta irrigado por las ramificaciones de la arterial renal. El retorno de la
irrigacion del tejido es recogido por la vena renal. Las nefronas, situadas en la corteza y la médula,
estan comunicadas por las papilas renales con la pelvis renal, donde llega la orina formada que
finalmente serd conducida por los uréteres hasta la vejiga. Adaptado de Biorender.
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El sistema renal tiene como funcién principal mantener el volumen y la composicion del
liquido extracelular dentro de unos valores normales. Esto se lleva a cabo a través de

diferentes funciones:

» Filtraciéon glomerular. La formacién de la orina empieza con la filtracion
glomerular del plasma. El filtrado glomerular es similar al plasma, pero sin proteinas
de alto peso molecular, ya que debido a su gran tamafio no pueden atravesar la capa
de podocitos y son retenidas en el torrente sanguineo. La presion osmotica del plasma
aumenta y la presiéon hidrostatica disminuye cuando el fluido libre de proteinas es
filtrado en el interior de la capsula de Bowman. La baja presion hidrostatica y la
presién oncoética aumentada en la arteriola eferente es transferida a los capilares
peritubulares y el fluido que se encuentra en los tibulos proximales es reabsorbido.
La filtracién del plasma por unidad de tiempo es conocida como la tasa de filtracion
glomerular (TFG). Esta es de 180 litros al dia aproximadamente, y depende de la
permeabilidad de la membrana glomerular, de la presion sanguinea y la capacidad de
filtraciéon. Aproximadamente se excretan entre 1 o 2 litros de orina al dia,
reabsorbiéndose el 99% del filtrado en los capilares peritubulares para ser devuelto
de nuevo al torrente sanguineo (Holechek, 2003; Jarad and Miner, 2009). Por su
relacién con la funcidn depurativa, la TFG es el principal indicador de funcién renal
empleado en la clinica. El aclaramiento o clearance es el volumen de plasma que queda
libre de una determinada sustancia por unidad de tiempo; dicha sustancia pasa a ser
excretada por la orina. LA TFG se estima a partir de la creatinina plasmatica mediante
férmulas matematicas como MDRD, CKD-EPI, DRA y Gregori-Macfas (Musso e7
al., 2010).

* Reabsorcion y secrecion tubular. El segundo paso de la formacion de la orina
después de la filtracién es la reabsorcion selectiva de las sustancias filtradas. Las
sustancias principales que se filtran son electrolitos, glucosa, aminoacidos, urea, acido
urico, creatinina y agua. La reabsorcion tubular se lleva a cabo por transporte activo
y pasivo. El sodio, potasio, calcio, fosfato y el acido trico son transportados de forma
activa, es decir, con gasto de energia, mientras que la urea, el agua, algunos
bicarbonatos y fosfatos son reabsorbidos de forma pasiva, sin gasto de energfa. La
mayor parte de la reabsorcion tiene lugar en el tdbulo proximal y el filtrado pasa al
asa de Henle, al tubulo distal y a los tubos colectores, por lo que solo el 1% del
filtrado es finalmente excretado en la urina. La secrecién tubular moviliza las

sustancias por transporte activo o pasivo desde la sangre peritubular hacia el interior
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de la luz tubular. Estas sustancias incluyen fosfato, hidrégeno, amoniaco, acido urico
y otras sustancias exbgenas. En los tubulos colectores es donde se produce la mayor
reabsorcion de agua (Jarad and Miner, 2009).

= Accidn renal de la hormona antidiurética y la aldosterona. El mecanismo de la
hormona antidiurética (ADH) ayuda a mantener el volumen y la osmolaridad del
liquido extracelular controlando el volumen final y la osmolaridad de la orina. La
liberacién de ADH de la neurohipéfisis estimula la reabsorcion de agua en el dltimo
segmento del tibulo distal y en los tubos colectores debido al aumento de la
permeabilidad (Jarad and Miner, 2009). Por otro lado, la aldosterona actia en la
porcién ascendente del asa de Henle, en el tabulo distal y en los tubos colectores,
incrementando la reabsorcion de sodio y la excrecién de iones potasio e hidrégeno.
Esta hormona también promueve la reabsorcion de agua por el efecto osmotico del
sodio retenido (Booth, Johnson and Stockand, 2002).

* Mecanismos regulatorios. Ademas de la principal funcién de los rifiones de filtrar
los productos de deshecho y conservar los solutos y devolverlos al torrente
sanguineo, también participan en la regulaciéon de electrolitos y agua, en el
mantenimiento de la presion sanguinea, en el balance acido-base, en el balance calcio-

fosfato y en la eritropoyesis.

1.2. La nefrona

La unidad basica estructural y funcional del rifién es la nefrona. Aproximadamente hay 1.2
millones de nefronas en cada rifién y son las encargadas de formar la orina. Cada nefrona se
inicia con un corpusculo renal formado por la capsula de Bowman que rodea al glomérulo
para luego continuar con el tibulo contorneado proximal, el asa de Henle y el tabulo

contorneado distal que finaliza en el tubo colector (Figura 1.2) (Zhuo and Li, 2013).

La formacion de la orina comienza en el corpusculo renal, localizado en la corteza, y contintia
fluyendo por los tubulos y los tubos colectores. La orina que se ha formado circula hacia los
tubos papilares de Bellini, entra a los calices y la pelvis renal y finalmente sale del rifién a

través de los uréteres hacia la vejiga.

El rifén recibe la sangre de las arterias renales, que se originan en la aorta abdominal. Antes
de llegar al rifién se dividen en anterior y posterior y luego se subdividen en arterias lobulares.

Estas arterias suministran sangre a la parte baja, media y al tercio superior del rinén. Estas a

13



1. Introduccion

su vez se subdividen en la base de las piramides renales, convirtiéndose en arterias
interlobulares, las cuales llevan la sangre a la capsula y a la corteza renal. Otras ramificaciones
interlobulares van hacia los glomérulos, pasando a ser las arteriolas aferentes, que forman un
ovillo de capilares denominado glomérulo, el cual estd rodeado por la capsula de Bowman.
Los capilares glomerulares estan conectados con la arteriola eferente que lleva la sangre a los
capilares peritubulares. Las arteriolas eferentes forman otra red de capilares, los vasos rectos,
que se encuentra alrededor de los tabulos contorneados y el asa de Henle. Estos capilares
son los tnicos que llevan sangre a la médula y a su vez transportan el filtrado sanguineo de
vuelta al sistema venoso. Las venas renales forman un patrén similar a las arterias renales,
pero en el sentido inverso. Esta red venosa desemboca finalmente en la vena cava inferior

(Pashley, 1999).

Corteza Tiibulo contorneado Tbulo contorneado
proximal distal
K+
H.0 Nacl Nacl
HCO3™ Nutrientes HCOs  H:0
Filtracion
Arteriola glomerular
aferente
\ ‘
Y D
Arteriola "
Filtracion * eferente
"had) Médula Extremo Extremo % Tubo
+ Salts (NaCl, etc.) externa descendente del ascendente del colector
* HCOs asa de Henle asa de Henle
«H*
. Urea H.0 < NaCl s> NaCl
* Glucose
* Amino acids Médula @ Asa de Henle
+ Some drugs interna l
Reabsorpcién and secrecion = NaCl % =) Urea
H.0
Transporte activo == u :
Transporte pasivo == |

{
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Figura 1.2. Representacion de la nefrona con sus diferentes segmentos. La nefrona estd
formada por diferentes partes: el glomérulo, el tibulo contorneado proximal, el asa de Henle, el
tubulo contorneado distal y el tubulo conector. Adaptado de Biorender.

El rifién es un 6rgano muy vascularizado por el que pasan 1200 mililitros de sangre por
minuto, lo que equivale al 20-25% del gasto cardiaco. Una parte del plasma renal, en torno
al 80%, pasa de las arteriolas eferentes a los capilares peritubulares y el 20% restante es

filtrado por el glomérulo para llegar finalmente a la capsula de Bowman. Una caracteristica
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fundamental del flujo sanguineo en el rifién es la autorregulacion, ya que amortigua grandes
fluctuaciones en la presion arterial, evitando asi transmitir dicha presién a las arterias
glomerulares. Ia tasa de flujo sanguineo y la tasa de filtracién glomerular se mantienen
constantes en un rango de entre 80 y 180 mm Hg de presion arterial. Esta autorregulacion
también evita grandes cambios en la excrecion de agua y solutos cuando la presion sanguinea

cambia, previniendo asf grandes fluctuaciones en la TFG.

1.3. Estructura y funcion del tubulo contorneado

proximal

El tdbulo contorneado proximal esta formado por un epitelio simple cubico o cilindrico. El
citoplasma basal de las células del tdbulo proximal es muy acidoéfilo debido a las numerosas
mitocondrias que se localizan en esta parte, mientras que el citoplasma apical presenta
microvellosidades, las cuales forman el ribete en cepillo. El citoplasma apical contiene
canaliculos que van desde la base de las microvellosidades y junto a estas hacen que aumente
la capacidad del tubulo proximal para absorber macromoléculas. Los tubulos proximales
presentan una luz amplia y estan rodeados de capilares sanguineos (Junqueira and Carneiro,
2015). En el tubulo proximal se distinguen tres segmentos diferentes: el segmento S1 (tabulo
contorneado proximal inicial), el segmento S2 (tibulo contorneado proximal final e inicio
del tabulo recto proximal) y al segmento S3 (resto del tabulo recto proximal). Las células
localizadas en el segmento S1 presentan borde en cepillo alto, con invaginaciones laterales
extensas de la membrana basolateral, con un gran nimero de mitocondrias alargadas que se
encuentran en las expansiones celulares laterales. Ia estructura del segmento S2 es similar,
aunque el borde en cepillo es mas bajo, tienen menos invaginaciones laterales y mitocondrias
no tan prominentes como en el S1. Las células del segmento S3 apenas presentan
invaginaciones y expansiones laterales, con un bajo numero de mitocondrias y repartidas por

toda la célula (Hall, Polesel and Berquez, 2021)

En el tdbulo contorneado proximal se expresan un gran numero de transportadores

especificos de esta parte del tibulo, los cuales se especifican en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Transportadores localizados en el tibulo contorneado proximal.

GLUT1 SLC2A1 Basolateral S2
GLUT2 SLC2C2 Basolateral S1
Familia OCT
OCT1 SLC22A1 Basolateral
OCT2 SLC22A2 Basolateral
OCT3 SLLC22A3 Basolateral
OCTN1 SLC22A4 Apical
OCTN2 SLC22A5 Apical
Familia MATE
MATE1 SLC47A1 Apical
MATE2-K SLC47A2 Apical
e
Familia NaDC
NaS1 SLC13A1 Apical
NaDC1 SLC13A2 Apical
NaDC3 SLC13A3 Basolateral
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Familia OAT
OAT1 SLLC22A6 Basolateral
OAT2 SLC22A7 Basolateral
OAT3 SLC22A8 Basolateral
OAT4 SLC22A11 Apical
URATI1 SLC22A12 Apical
Familia OATP
OATP4C1 SLCOA4C1 Basolateral
Transportadores ABC
MRP2 ABCC2 Apical
MRP1 ABCBI1 Apical
MRP4 ABCC4 Apical
BCRP ABCG2 Apical

Datos recogidos de: (Skorecki, Karl; Chertox, Glenn M.; Mardsen, Philip A; Taal, Maarten
W; Yu, 2016)

Abreviaturas: GLUT: transportador de glucosa, SLC: transporte facilitado de glucosa, OCT:
transportador organico de cationes, MATE: transportador multidrogas y de extrusion de
toxinas, NaS1: co-transportador de sulfato sédico, NaDC: transportador sodio-dependiente
de carboxilato, OAT: transportador organico de aniones, URAT1: transportador humano de
urato 1, OATP: transportador organico de aniones portador de solutos, ABC:
transportadores dependientes de ATP, MRP: proteina de resistencia a multiples farmacos,

BCRP: proteina de resistencia de cancer de mama.
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1.4. Nefrotoxicidad

El rifién es uno de los 6rganos diana que presentan toxicidad por el uso de farmacos. Esta
nefrotoxicidad es a dia de hoy un gran problema a la hora de abordar en la clinica el uso de
farmacos que son potencialmente nefrotoxicos, pero que a la vez son necesarios para
determinados tratamientos (Perazella, 2018). El rifién es la principal via de eliminacién de
muchos farmacos antineoplasicos y sus metabolitos, y pueden afectar a los glomérulos, los
tubulos, el intersticio y la microvasculatura renal. Hay dos vias principales para la excrecion
de xenobidticos: la filtraciéon glomerular y la secrecion tubular. La filtracién glomerular juega
un papel importante con las moléculas pequefias que no estan unidas a proteinas y que por
su tamafio pueden pasar a través de la pared de los capilares glomerulares. Otras moléculas
no pueden ser filtradas, por su tamafio o si estan unidas a proteinas en la circulacion
sanguinea, por lo que, si finalmente son excretadas por el rifidén, pasan a la orina por secrecion

en el tabulo proximal.

Las enfermedades que se asocian al uso de quimioterapicos se pueden clasificar en: dafio
renal agudo debido a microangiopatia trombética, necrosis toxica aguda tubular, nefropatia
por depésito de cristales, sindrome nefrético, glomeruloesclerosis focal y segmentaria,
nefropatia de membrana basal, tubulopatias por desérdenes en el equilibro acido-base y de
electrolitos, y enfermedad renal crénica debido a glomerulopatias o nefritis intersticial

(Matyszko et al., 2017).

El tabulo proximal renal es la parte de la nefrona que sufre mas dafio debido a que es donde
se concentran la mayor parte de transportadores que participan en la secrecion de
xenobidticos. Los cambios morfolégicos que se producen en este segmento como
consecuencia de la exposicion a nefrotoxinas son diversos e incluyen: necrosis tubular
extensiva, pérdida de células del tdbulo, pérdida del borde en cepillo, vacuolizacion
citoplasmatica, inclusiones intracelulares, dilatacion tubular, debris en la zona intraluminal,
rotura tubular con extravasacion urinaria y procesos regenerativos (aplanamiento del epitelio,
actividad mitética, cambios en tamafio y forma celular e incremento del ratio

nucleo/citoplasma) (Racusen and Solez, 1980).

Los farmacos que potencialmente pueden causar dafio renal estan agrupados en
quimioterapicos, antibidticos, antivirales, antiinflamatotios no esteroideos,
inmunosupresores y agentes de contraste, y cada uno de ellos produce lesiones en el rifién

dependiendo de su mecanismo de toxicidad (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Farmacos comunes que producen nefrotoxicidad y su mecanismo propuesto de

toxicidad

Necrosis de las células

del tubulo

Necrosis tubular aguda,
reduccion en la tasa de

filtracion glomerular

Necrosis de las células

del tdbulo

Alteraciones
hemodinamicas, dafio en

el tibulo distal

Inflamacién, dafio renal
por alteraciones

hemodinidmicas

Enfermedad glomerular,
alteraciones
hemodinimicas, nefritis

intersticial aguda alérgica

Necrosis de las células

del tdbulo

Necrosis tubular aguda,

cambios hemodinamicos

Necrosis de las células

del tdbulo

Dafio en el tdbulo

proximal

Dafio renal por
alteraciones

hemodinamicas

Reduccién en la tasa de
filtracion glomerular vy
reducciéon  del  flujo

sanguineo renal

Dafio renal por
alteraciones

hemodiniamicas

Reduccién en la tasa de
filtracién glomerular y
reduccién  del flyjo

sanguineo renal

Necrosis de las células

del tdbulo

Alteraciones

hemodinamicas

Datos recogidos de: (Wu and Huang, 2018)
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1.4.1. Antibioticos

Los aminoglucésidos son un grupo de antibidticos entre los que se encuentran farmacos
ampliamente utilizados como la gentamicina, tobramicina, neomicina y estreptomicina, entre
otros. Estos antibiéticos producen dano a través de tres mecanismos principales: obstruccion
tubular renal, vasoconstricciéon renal y contraccion mesangial. La endocitosis de estos
farmacos resulta en su acumulacion en diferentes organulos que finalmente induce apoptosis
y necrosis. Ademas de la muerte de las células del tubulo renal, los aminoglucésidos también
impiden la reabsorcion inhibiendo varios de los receptores localizados en el tibulo renal

(Wargo and Edwards, 2014).

1.4.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Dependiendo de la ciclooxigenasa (COX) a la que van dirigidos, los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) se clasifican en inhibidores selectivos de COX-1
(Aspirina), inhibidores de COX-2 (Ibuprofeno, Diclofenaco, Naproxeno, Meloxicam,
Celecoxib,...) e inhibidores de COX no selectivos (Ketoprofeno y Etotricoxib). COX-2 esta
presente en células del endotelio, del tibulo proximal y de la vasculatura renal, y tiene un
papel fundamental en la vasoconstriccion. Por eso, el uso de este tipo de inhibidores de
COX-2 en pacientes con fallo congestivo cardiaco, depleciéon del volumen intravascular o
lupus eritematoso sistémico tiene un gran riesgo de producir nefrotoxicidad (Wargo and

Edwards, 2014).

1.4.3. Antivirales

Este grupo incluye farmacos antivirales como el cidofovir, utilizado para el tratamiento de la
retinitis causada por citomegalovirus en pacientes con SIDA, aunque también afecta a otros
tipos de virus como el virus del herpes simple y el virus del papiloma humano. Este antiviral
produce dafio en las células del tibulo proximal y fallo renal agudo, induciendo apoptosis
celular. Otros farmacos antivirales como el adefovir, causa dafio renal agudo dirigido
especialmente a las células del tabulo proximal. El transportador organico de aniones 1
(OAT1) contribuye a la acumulaciéon de ambos farmacos en las células del tdbulo proximal.
Por otro lado, el uso de aciclovir causa cristalizacién de dicho farmaco en el rifién debido a

su baja solubilidad en la orina a un pH fisiolégico. Sin embargo, los cambios en la funcién
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renal debido al uso de este tipo de farmacos vuelven a sus valores normales tras el tratamiento

(Wargo and Edwards, 2014).

1.4.4. Inmunosupresores

Los inhibidores de calcineurina, que actian impidiendo la transcripciéon de la interleukina-2
y la proliferaciéon de linfocitos, son ampliamente utilizados como inmunosupresores para
evitar el rechazo en trasplantes. Entre ellos, la ciclosporina A y el tacrolimus son ampliamente
utilizados en la clinica. La ciclosporina A induce vasocontriccion, reduccion de la tasa de
filtraciéon glomerular y reduccién del volumen sanguineo renal. El tacrolimus tiene mejor
eficacia y menos efectos adversos comparado con la ciclosporina A, pero ambos, de forma
dosis dependiente, pueden causar vasoconstricciéon aguda de las arteriolas aferentes y
eferentes, produciendo un dafio tubular por isquemia y una reduccion de la tasa de filtracién
glomerular. Se ha visto que polimorfismos en la enzima CYP3A y la P-glicoproteina deberfan
tenerse en cuenta a la hora de la administracién de ambos farmacos ya que pueden ser
transportados por CYP3A y la P-glicoproteina, para asi reducir el riesgo de nefrotoxicidad

(Wargo and Edwards, 2014).

1.4.5. Agentes de contraste

El mayor efecto adverso de los agentes de contraste es la nefropatia inducida por su uso en
procesos que facilitan la visibilidad en técnicas de imagen. La mayoria de los agentes de
contraste producen citotoxicidad renal tubular debido a hipoxia medular y generan especies
reactivas de oxigeno. La nefrotoxicidad de estos agentes es debida a su osmolaridad en mayor
parte, pero también esta asociada a la viscosidad y a la fuerza i6nica de los mismos (Wu and

Huang, 2018).

1.4.6. Farmacos antineoplasicos

El rinén es el o6rgano principal por el que se eliminan los agentes antineoplasicos y sus
metabolitos. Fstos pueden afectar al glomérulo, los tibulos, el intersticio y la
microvasculatura renal, manifestindose clinicamente desde la elevacién de la creatinina en
suero hasta fallo renal agudo que puede acabar en la necesidad de didlisis. Dentro de los
agentes antineoplasicos se encuentran los agentes alcalinizantes, antimetabolitos, inhibidores

21



1. Introduccion

del factor de crecimiento endotelial y epitelial y los derivados del platino. Dentro de los
derivados del platino, el cisplatino es uno de los agentes en el tratamiento contra el cancer
mas ampliamente utilizado y es conocido por ser altamente nefrotoxico, ya que afecta al 20%
de los pacientes hospitalizados con cancer que presentan dafio renal agudo por el uso de este
farmaco. La toxicidad producida por este farmaco es dependiente de la dosis administrada

(Latcha ez al., 2016; Santos et al., 2020).

El cisplatino causa dafio de forma predominante en el tdbulo proximal y los cambios
histologicos consisten en dafio tubular agudo con descamaciéon de células epiteliales
tubulares. La conversion de cisplatino a moléculas téxicas es el paso clave para la induccion
de nefrotoxicidad. La acumulacion del cisplatino en las células esta asociada con la formacion
de compuestos de tiol reactivos y complejos monohidroxilo que son altamente téxicos para
las células del tubulo proximal. Esta toxicidad esta relacionada con diversos mecanismos que
incluyen estrés oxidativo, especies reactivas de nitrégeno, inducciéon de proapoptosis e
inflamacion. El cisplatino activa la caspasa 1, que a su vez activa la caspasa 3, induciendo asi
la apoptosis. Ademas, el cisplatino aumenta la produccién de citoquinas como TNF-a, TGF-

B y MCP-1 (Townsend ez al., 2003; Perazella and Moeckel, 2010; Matyszko e al., 2017).

Minimizar la toxicidad producida por farmacos todavia sigue siendo un reto a la hora de
lanzar nuevos farmacos al mercado. Aproximadamente un 92% de los compuestos que se
desarrollan son descartados por sus efectos adversos durante la etapa de desarrollo clinico.
El 1ifén es uno de los érganos prioritarios que se tienen en cuenta durante la evaluacion
preclinica sobre la seguridad de farmacos en desarrollo. Sin embargo, solo el 7% de los
nuevos compuestos fallan en la fase de ensayos preclinicos debido a su nefrotoxicidad,
mientras que los pacientes en cuidados intensivos que finalmente acaban desarrollando fallo
renal agudo son el torno al 30-50% (Fuchs and Hewitt, 2011). Estos datos hacen ver que se
esta subestimando la capacidad nefrotéxica de los farmacos en las fases de ensayos
preclinicos. En toxicologia, para evaluar el efecto de un nuevo compuesto se utiliza de forma
primordial la observacién de cambios histopatolégicos. Sin embargo, estos cambios se
observan cuando el rifién ya no conserva su funcion. Para poder observar cambios a
diferentes tiempos cuando se esta testando un farmaco, supondria un aumento en el uso de
animales de experimentacion, en coste y tiempo en el proceso de desarrollo de nuevos
farmacos. Todos estos factores han llevado a que se estén desarrollando nuevas tecnologfas
que finalmente puedan ser aprobadas para testar nuevos farmacos antes de pasar a ensayos

preclinicos con animales, ya que asi disminuiria el coste de produccioén, se reduciria el uso de

22



1. Introduccion

animales de experimentacion y por tanto se reducirfa asi el tiempo invertido en introducir en

el mercado nuevos farmacos.

1.5. Modelos de rinon in vitro

En los ultimos anos el cultivo celular tradicional esta siendo reemplazado por modelos mas
sofisticados que recrean el microambiente celular y las caracteristicas biomecanicas,
bioquimicas y fisiolégicas que se asemejan a lo que ocurre en el cuerpo humano. Por esta
razo6n, diferentes modelos de rifién 7z vitro estan siendo desarrollados, ya sea utilizando
técnicas mas convencionales o tecnologia mas avanzada que permite recrear tanto la

estructura como la funcién renal.

1.5.1. Modelos simples de rifién in vitro

Este tipo de modelos son ampliamente utilizados debido a su facil manejo, son asequibles,
suelen estar basados en un tunico tipo celular y son modelos accesibles para ensayos
posteriores de nefrotoxicidad frente a farmacos. Estos modelos estan basados en el uso de
matrices biologicas y sintéticas mediante el uso de coatings, de membranas permeables y de

hidrogeles en 2.5D y 3D (Figura 1.3).

A Coating B Membrana permeable

C Modelo 2.5D D Modelo 3D

Figura 1.3. Modelos simples de rifion in vitro. Este tipo de modelos se pueden clasificar en
aquellos en los que se aplica un coating en supetficie plastica (A), en el uso de membranas porosas (B),
el cultivo celular sobre hidrogeles, denominado cultivo celular en 2.5D (C) y en hidrogeles 3D donde
las células se encuentran embebidas en la matriz (D). Creado con BioRender.
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1.5.1.1. Modelos 2D

Las proteinas que proceden de la matriz extracelular son ampliamente utilizadas para recubrir
diferentes superficies como plastico, membranas porosas u otro tipo de estructuras sintéticas
sobre las que se realiza después el cultivo celular. Este es un método sencillo que proporciona

el soporte y mantenimiento necesario para el cultivo de células renales.

El cultivo celular de células primarias del tibulo proximal humano en diferentes coatings con
proteinas de la matriz extracelular genera estructuras tubulares independientemente de las
proteinas utilizadas (Zhang ez a/., 2011). Sin embargo, no todos los tipos celulares tienen la
misma respuesta cuando estan en contacto con diferentes matrices bioldgicas o sintéticas.
En un estudio en el que se utilizaron células renales del tubulo proximal humano se observo
que los mejores resultados para la formacion de estructuras similares a las encontradas 7z vivo
se obtuvieron con componentes de la membrana basal como la laminina y el colageno IV
(Zhang et al., 2009). En una aproximacion diferente, el Matrigel fue la mejor opcién para
conseguir la diferenciacion celular a partir de células madre embrionarias y se consiguié
recrear estructuras tubulares. En este mismo estudio se comprobé el impacto de diferentes
coatings de proteinas, utilizando colageno 1V, fibronectina, laminina y Matrigel para observar
la diferenciacién celular y cuantificar la expresién de marcadores presentes en este tipo celular
como acuaporina 1 (AQP-1). Los mejores resultados en cuanto a expresion de este marcador
se obtuvieron con Matrigel, ademas de otros dos marcadores especificos como CK18 y
GGT, que también aumentaron su expresion cuando las células fueron cultivadas en Matrigel

(Narayanan e7 al., 2013).

Este método de recubrimiento de superficies es util para conocer el papel que juegan las
diferentes proteinas de la matriz extracelular en la diferenciacién, proliferaciéon y
mantenimiento de las células renales, pero es un sistema poco complejo que no recrea las
estructuras que se encuentran zz vivo. Sin embargo, es un protocolo cominmente utilizado

en los primeros pasos de diferenciacion celular y proliferacion.

Dentro de los modelos 2D, uno de los sistemas mas utilizado son las membranas porosas de
policarbonato, empleadas por ejemplo en los denominados Transwell. Este tipo de
membranas estan ya ampliamente caracterizadas como soporte para el cultivo celular, ademas
de ser compatibles con el uso de proteinas obtenidas de la matriz extracelular para recubrir
la superficie de la membrana. Este tipo de material provee un soporte flexible y permite el
transporte de nutrientes y otros compuestos a través de la membrana (King ez a/., 2017). Una

ventaja afadida es que se puede realizar un co-cultivo de dos tipos celulares en cada lado de
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dicha membrana, ademas de que favorece la polarizacion de las células epiteliales y que es
posible el acceso a ambos lados de la misma (Shamir and Ewald, 2014). A la hora de utilizar
este tipo de soporte con diferentes proteinas de la matriz extracelular, se observo que el
Matrigel, que es una combinacién de varios componentes de la matriz extracelular (ECM),
tuvo mejores resultados cuando se compard con otros compuestos como la gelatina,
colageno I, poli-L-lisina y laminina (Gao ez a/, 2011). Otro tipo de membranas utilizadas en
sistemas Transwell, como membranas PES-PVP, combinadas con un cating de L-DOPA y
colageno IV han sido utilizadas para medir la actividad de los transportadores de cationes

organicos en un cultivo de una linea celular inmortalizada del tubulo proximal llamada

GiPTEC (Hulshof e/ al., 2018).

1.5.1.2. Modelos 2.5D

Otra técnica, basada en el uso de hidrogeles 2.5D, consiste en cultivar las células sobre un
hidrogel y afiadir proteinas de la matriz extracelular al medio de cultivo para que se generen
estructuras tridimensionales, pero sin estar las células embebidas dentro de una matriz, sino
en la superficie de la misma. Extractos comerciales como el Matrigel o colageno I son los
mas utilizados en esta técnica (Shamir and Ewald, 2014). La linea celular MDCK, que procede
de rinén de perro, formo estructuras quisticas sobre un hidrogel de Matrigel en presencia del
mismo componente mezclado en el medio de cultivo. En estas condiciones, las células
mostraron polarizacién hacia el centro del quiste formando una luz en su interior. Otras dos
lineas celulares, LLC-PK1 y RPTEC/TERT1, mostraron una respuesta similar con medio
de cultivo enriquecido con Matrigel sobre un gel de este mismo compuesto o de colageno
(Rodriguez-Fraticelli e# al, 2015; Bosch-fortea ez al., 2019). Este modelo no reproduce
completamente el microambiente ni la estructura 7z vive, ya que solo hay matriz en la base del
cultivo celular y las células estain en contacto con un gran volumen de medio en la zona
superior del compartimento donde se encuentran. Sin embargo, el cultivo celular en 2.5D es
capaz de inducir la formacion de estructuras tubulares y su mayor ventaja es que es un modelo
que puede ser util para diferentes analisis bioquimicos o ensayos de nefrotoxicidad debido al

facil acceso a las células.

Las proteinas derivadas de la matriz extracelular han demostrado ser la mejor opciéon en
términos de diferenciacion y proliferacion celular, aunque las diferencias entre lotes y su alto
coste han contribuido a buscar nuevas aproximaciones. Por esta razén, se han llevado a cabo

estudios en el campo de los biomateriales optimizados para cultivo celular. El disefio de
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matrices extracelulares artificiales ha ido en aumento en los dltimos afios para sustituir las
matrices biolégicas por biomateriales sintéticos como andamiaje para el epitelio renal. El
objetivo principal es obtener un material cuya composicion pueda ser disefiada para proveer

de propiedades bioquimicas y fisicas al cultivo celular (Petkau-Milroy and Brunsveld, 2013).

Los sustratos artificiales tienen varias ventajas cuando se compara con el uso de proteinas de
la matriz extracelular en cultivo 2D, ya que los biomateriales artificiales pueden ser adaptados
y funcionalizados dependiendo de las necesidades de cada tipo celular. Ademas, sus
propiedades bioquimicas y fisicas pueden ser controladas para favorecer la diferenciacion y

proliferacién en los modelos 7z vitro de rinén (Cruz-Acufia ez al., 2019).

1.5.1.3. Modelos 3D

El cultivo celular en 3D se basa en modelos donde las células se encuentran embebidas en
matrices bioldgicas o sintéticas o bien en estructuras que confieren al modelo 7 vitro de una
estructura tubular o quistica. Los estudios sobre la morfogénesis tubular utilizando hidrogeles
en 3D han sido relevantes para establecer qué vias de sefalizacion, factores de crecimiento,
interacciones celulares e interacciones célula-matriz extracelular estan implicadas en la

formacion de estructuras tubulares en modelos  vitro (Karihaloo, Nickel and Cantley, 2005).

En un estudio en el que se utilizo la linea celular MDCK, se observé que la composicion de
la matriz extracelular regulaba los mecanismos de la formacién de la luz tubular y su
eficiencia. Hay varios agentes implicados en la morfologia tridimensional cuando las células
se encuentran embebidas dentro de un gel, como sefiales mecanicas e interacciones entre
proteinas de la matriz. Estos factores pueden ser modificados variando la concentracion de
las proteinas de la matriz extracelular y su rigidez (DesRochers, Palma and Kaplan, 2014;
Shamir and Ewald, 2014; Hirashima, Hoshuyama and Adachi, 2017). Se ha visto ademas que
esta misma linea celular es capaz de formar estructuras tubulares de forma espontinea
cuando las células estan embebidas en hidrogeles, ya que la matriz extracelular tiene una
gran influencia sobre la polarizacion de estas células y la formacion de la luz tubular (Zegers

et al., 2003; Schliter and Margolis, 2009).

Muchas de las investigaciones que se han realizado en los modelos basados en estructuras
tridimensionales embebiendo las células en proteinas de la matriz extracelular se han llevado
a cabo principalmente con Matrigel o diferentes colagenos como la principal fuente de

proteinas de la matriz. Este modelo en 3D es el que mas se ha utilizado en los ultimos treinta
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afios. Ya en los afios noventa se observé que los factores TGF-« y EGF, que tienen
similitudes estructurales, estimulaban la formacion de estructuras tubulares con células
primarias de ratén cuando eran embebidas en Matrigel (Taub ez 2/, 1990). En otro estudio se
vio que estas células también formaban estructuras tubulares y glomerulares en siete dias
cuando se mezclaban con una suspensién de colageno tipo I, y las estructuras tubulares
continuaban alargandose en el tiempo que permanecian en cultivo (Joraku ez a/, 2009).
Células neonatales de rata fueron también sembradas en un hidrogel formado por una
combinacién de colageno y Matrigel y el cultivo celular formé también estructuras de ambos
tipos después de catorce dfas (Fomby ez 4/, 2010). Por otro lado, la linea celular MDCK
también es capaz de formar este tipo de estructuras tubulares, y se vio que estas células
podrian responder a un rango especifico de dureza del hidrogel para que el fenémeno de

tubulogénesis llegue a producirse (Hirashima, Hoshuyama and Adachi, 2017).

Una de las ventajas que ofrece este tipo de cultivo celular 3D es que permite el co-cultivo de
diferentes lineas celulares para recrear un modelo de rifién mas complejo. Un estudio en el
que se compard un sistema Transwell con un cultivo en 3D en un modelo vascularizado de
tubulo proximal donde las células estaban en embebidas en una mezcla de gelatina y fibrina
(gelbrina), se observé que en el modelo en 3D habfa habido un aumento en la expresion de
transportadores, a la vez que se constataron cambios tanto en la morfologia como en la

actividad metabolica (Lin e7 /., 2019).

Ademas del colageno o el Matrigel, se han utilizado diferentes matrices biologicas para
desarrollar modelos tridimensionales. Tres lineas derivadas de rifion humano (HK-2, ciPTEC
y células primarias del tubulo proximal) fueron sembradas en hidrogeles basados en una
matriz sintética de statPEG funcionalizada con heparina, que es un glicosaminoglicano
sulfatado. La matriz obtenida permitié la formacién de estructuras tubulares con
caracteristicas morfologicas y funcionales similares a las encontradas zz vive. En este estudio
se vio que los glucosaminoglicanos sulfato juegan un papel importante en la polarizacion
celular en los modelos 3D con células del tubulo proximal. Este sistema permite modular la
formacién de dichas estructuras ajustando las propiedades del hidrogel en términos de
degradabilidad y sefalizacién mecanica en presencia de factores de crecimiento (Weber ef al.,
2017). Por otro lado, un hidrogel basado en 4cido hialurénico se utiliz6 en un modelo
tridimensional con células de raton de tibulo proximal cuyo cultivo fue mantenido hasta seis
semanas. Las estructuras tubulares fueron caracterizadas y se observé que este modelo

mantenia la expresion de marcadores especificos del rinén como el transportador OAT-1, y
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que también mantenfan una luz accesible a nutrientes y también a farmacos (Astashkina ez

al, 2012).

Una cuestion a tener en cuenta es que las proteinas de la matriz extracelular que se utilizan
en estos modelos son principalmente de origen animal en vez de humano, por lo que no
podrian utilizarse en modelos de terapia regenerativa de rifion. En base a esto, en un estudio
se desarrollé un método para producir hidrogeles derivados de la ECM de la corteza de rifién
humano. Se vio que esta matriz conservaba las propiedades tanto estructurales como
bioquimicas que se encuentran en el tejido renal. Ademas, la composicion de la matriz se
podia modificar afadiendo otros componentes como colageno tipo I para reproducir

modelos de enfermedades renales (Hiraki ez a/., 2018).

Una aproximacion similar para obtener modelos 3D es aplicar dos capas diferentes de los
extractos de matriz extracelular y cultivar las células entre esas dos capas, en vez de estar
embebidas directamente en un hidrogel como en los modelos descritos previamente. Esta
técnica se utilizé con células MDCK y se identifico el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) como inductor del proceso de ramificacion de estructuras tubulares en un hidrogel
en co-cultivo con fibroblastos (Montesano ¢7 al., 1991; Montesano, Schaller and Orci, 1991).
Esta misma técnica de sandwich se ha utilizado con la linea celular RPTEC/TERT1. Las
células recrearon estructuras tubulares en la superficie de una matriz de Matrigel y después
de dieciséis horas se aplicd una capa superior con la misma composicion. Este cultivo celular
se mantuvo hasta sesenta dias y se observé que el transportador OAT3 solo se expres6 en
las células que se reorganizaron en tubulos cuando se compararon con el control. Ademas,
mostraron mayor sensibilidad cuando fueron tratadas con cisplatino en comparaciéon con el
control en monocapa (Secker ez al., 2017). Por otro lado, el co-cultivo de tres tipos celulares
con este método de cultivo celular permiti6 la organizacion de células de tibulo proximal
para recrear tubulos. En este estudio, se combiné la técnica de cultivo 2.5D y 3D. Los
fibroblastos renales fueron embebidos en un hidrogel de colageno tipo I y tras su
polimerizacién, se sembraron células endoteliales (HUVEC) en la superficie de dicho
hidrogel. Tras este paso, una capa de Matrigel se dispuso recubriendo las células endoteliales
y después, células de tubulo proximal fueron a su vez sembradas en la superficie del Matrigel,
formando tdbulos en la superficie tras cinco horas, recreando un cultivo celular 2.5D. Las
células estaban completamente polarizadas y con una luz en el interior de los tubulos bien
definida. Algunos marcadores como P-gp, Na+ - K+ - ATPasa y SGLT2 se observaron en

este co-cultivo (Wang ¢z al., 2019). La linea celular HK-2 también formé estructuras tubulares
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con esta técnica de hidrogeles capa a capa y mantuvieron su estructura tubular hasta catorce

dias (Kher ez al., 2011).

Una de las limitaciones de los hidrogeles basados en proteinas de la matriz extracelular es la
baja integridad mecanica ya que se ve reducida en cultivos celulares de larga duracion. Por
esta razon, un estudio combind una matriz sintética de polimeros de seda con un hidrogel
basado en una combinacién de colageno y Matrigel. Las matrices basadas en biomateriales
proveen de una estructura adecuada que permite la funcién e interaccion celular. Por otro
lado, las moléculas presentes en la matriz juegan un papel importante en el soporte de estas
estructuras y facilitan la sefializaciéon célula-matriz. Dos lineas celulares derivadas de rifion,
MEK y mIMCD fueron sembradas en este tipo de matrices y formaron estructuras tubulares
que fueron mantenidas durante dos semanas. Las células presentaban polarizacién y actividad
en el transporte de farmacos. Este modelo fue ademas util para el estudio de la enfermedad

autosomica poliquistica dominante (ADPKD) (Subramanian e a/, 2010, 2012).

1.5.2. Modelos complejos de rifién in vitro

Las nuevas tecnologias en el campo del cultivo celular han permitido desarrollar modelos de
rifién 7z vitro mas complejos, en los que es posible recrear estructuras con mas de un tipo
celular, ademas de introducir otras partes esenciales en la estructura del 6rgano como son la
vascularizacién o la parte intersticial del mismo. Este tipo de modelos confieren al cultivo
celular de sefiales tanto bioquimicas como biomecanicas. Las diferentes aproximaciones para
llegar a generar estos modelos se basan en tecnologfa microfluidica para la obtenciéon de
modelos kidney-on-a-chip, en la bioimpresion para generar estructuras similares a las
encontradas en la parte tubular de la nefrona, en la recelularizacién de matriz extracelular

obtenida de rifién y en el desarrollo de organoides (Figura 1.4).
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A Kidney-on-a-chip

B Bioimpresién

C Recelularizacion
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D Organoides

Figura 1.4. Modelos complejos de rifién in vitro. Las nuevas tecnologias [&idney-on-a-chip (A),
bioimpresion (B), recelularizacién (C) y el desarrollo de organoides (D)] permiten la generacion de
modelos complejos, introduciendo en ellos la heterogeneicidad celular, asi como la parte vascular e
intersticial de los tejidos, ademas de estimulos biomecanicos. Creado con BioRender.

1.5.2.1. Descelularizacion de matriz extracelular de rifion

Si bien el uso de materiales sintéticos para recrear un ambiente biomimético en modelos de
tifién in vitro ha ido emergiendo en los dltimos afios, también se ha avanzado en el uso de
organos descelularizados del que poder obtener matrices biolégicas. Esta técnica consiste en
eliminar las células del 6rgano donante con enzimas, detergentes y diferentes soluciones de
lisis para poder recelularizar dicha matriz con diferentes tipos celulares como células madre,
células renales progenitoras o lineas celulares establecidas. Ademas de conservar la estructura,
también contienen factores de crecimiento, citoquinas y otros factores que favorecen la

adhesion celular, la proliferacion y diferenciacion a células renales (Figliuzzi, Bonandrini and
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Remuzzi, 2017). En un estudio realizado para ver la composicion de la matriz extracelular
obtenida, se observé que la laminina y el colageno tipo IV estaban presentes, ademas de las
membranas basales tanto del glomérulo como de la parte tubular de la nefrona. Las

concentraciones de estas proteinas eran similares a las del tejido renal utilizado como control

(Song et al., 2013).

La matriz extracelular adulta conserva sefiales que promueven la diferenciaciéon especifica
hacia tejido renal, como se pudo observar en un estudio llevado a cabo con células madre
progenitoras de rinén. Por este motivo, el método de descelularizaciéon es clave para
preservar moléculas relevantes de la matriz, pero también para mantener las glicoproteinas
asociadas a ellas como los proteoglicanos heparan-sulfato (HSPG). Ademas, el estado de
desarrollo en el que se encuentran las células utilizadas para resembrar estas matrices es

también clave para recrear el tejido renal que se encuentra zz vivo (Ullah ez al., 2020).

Este tipo de modelo podria ser una herramienta muy util para la regeneracién de tejido renal
como alternativa al trasplante, pero desafortunadamente todavia queda mucho por hacer en
este campo para poder recrear todas las funciones del rifion al tratarse de un organo
extremadamente complejo. Sin embargo, este tipo de matrices descelularizadas se estin
utilizando hoy en dia como biotintas en modelos de rifién 7z wvitro con resultados

prometedores.

1.5.2.2. Bioimpresion

La impresiéon 3D en combinacién con las biotintas arriba mencionadas o con materiales
sintéticos han emergido como una herramienta muy util en el desarrollo de modelos de
diferentes tejidos, entre los que se encuentra también el tejido renal (Pati and Cho, 2017;

Trondle e al., 2019).

Los polimeros termoplasticos como la policaprolactona (PCL) son unos de los materiales
mas utilizados en bioimpresién y en combinacion con matriz renal descelularizada se ha visto
que puede recrear una estructura similar al tejido nativo cuando se utilizaron células
progenitoras renales de origen humano cultivadas en 2D sobre una malla electrohilada
formada por fibras de proteinas de la matriz extracelular renal y PCL en la misma proporcion
(Sobreiro-Almeida ef al., 2020). También se ha mezclado un hidrogel derivado de la matriz
extracelular renal con metacrilato para generar una biotinta que contiene directamente células

primarias de rifién humano, para ser sembradas en un constructo generado por impresion
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3D. Este cultivo celular se pudo mantener hasta catorce dias con un 90% de viabilidad celular
(Ali et al., 2019). Otro tipo de composicion, esta vez de matriz extracelular renal porcina en
combinacién con alginato fue validada para el co-cultivo de RPTEC y HUVEC. Las células
fueron encapsuladas en esta biotinta hibrida y fueron sembradas utilizando un sistema de

impresion 3D (Singh ez al., 2020).

1.5.2.3. Organoides

En los dltimos afios ha surgido un nuevo modelo como futuro de la terapia celular y la
medicina regenerativa. Este modelo se basa en los organoides, que son cultivos celulares
autoorganizados con una estructura tridimensional y derivados de células madre
principalmente, que se tratan con factores de crecimiento y otros compuestos para su
diferenciacion. Los organoides renales tratan de recapitular las estructuras especificas y las

caracteristicas espaciales de los glomérulos, los tubulos y la vasculatura (Bonventre, 2018).

Varios estudios han explorado la formacion de organoides renales desde diferentes enfoques,
pero todos tienen algunos puntos en comun, como el uso de factores de crecimiento y el
mantenimiento del cultivo de células madre en placas con cwating de proteinas de la matriz
extracelular en los primeros pasos de la diferenciacion y proliferacion celular (Takasato ef al.,
2019). Hay que tener en cuenta las diferencias entre los lotes de estos factores y optimizar al
maximo los protocolos para evitar variaciones en los experimentos con lineas de células
madre pluripotenciales (PSCs), tanto embrionarias como inducidas (Miyoshi ez a/., 2019).
Varios informes establecieron el uso de PSCs para la diferenciacion de células progenitoras
de nefronas (NPCs). Eistos demostraron que el cultivo de células en 2D en placas con aating
de Matrigel con diferentes factores de crecimiento y factores de transcripcion especificos
implicados en el desarrollo del rifion conducia a la proliferacién de diferentes linajes de
células renales. Cuando se cultivaron en superficies de baja adherencia, estas células se
ensamblaron espontaneamente en complejas estructuras 3D conocidas como organoides

(Xia et al., 2013).

El 1ifén es un organo altamente vascularizado, por lo que la presencia de marcadores
endoteliales es clave en los organoides renales. Para recapitular un componente vascular,
Montserrat et al. implantaron organoides renales en la membrana corioalantoidea (CAM) del
embrion de pollo, que es un tejido extraembrionario altamente vascularizado. Tras la
implantacién, los vasos sanguineos de la CAM invadieron los organoides renales y la
circulacion de la sangre del embridn dentro de ellos se produjo al cabo de cinco dias. También
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realizaron experimentos para analizar la importancia de la rigidez de la matriz extracelular en

la formacion y el desarrollo de organoides renales (Garreta ez al., 2019).

Sin embargo, trabajar con PSCs tiene algunas limitaciones. Una de ellas es que su cultivo es
econémicamente muy costoso, lo que hace que no sea una técnica ampliamente utilizada ni
de rutina en los laboratorios de fisiologia renal. Otro problema es que el protocolo para
inducir organoides renales requiere mucho tiempo, en torno a un mes, por lo que el uso de
este tipo de cultivo requiere también una inversiéon de tiempo hasta llegar a obtener
resultados. Ademas, la reprogramacién de las células teniendo en cuenta su estabilidad
genética en largos periodos de cultivo sigue siendo un problema para generar un modelo de
rifién estable. No obstante, las células madre adultas confieren una mayor estabilidad
gendmica que las PSCs, ademas de acortar los tiempos del protocolo de diferenciacién para

obtener los organoides renales (Jun ez al., 2018).

1.5.2.4. Kidney-on-a-chip

Inicialmente, en 2005, la tecnologia denominada organ-on-a-chip empez6 a desarrollarse con el
objetivo de combinar aspectos claves de la ingenierfa de tejidos y la microfluidica para
reproducir el microambiente y la arquitectura de un tejido, haciendo uso de dispositivos
microfluidicos, facilitando asi el desarrollo de modelos en 3D que son capaces de recrear
caracteristicas esenciales de los tejidos que intentan reproducir (Zhang et al, 2018). La
microfluidica se define como la tecnologia de sistemas que manipula fluidos en la escala
submilimétrica, utilizando canales de dimensiones entre diez y cien micras (Whitesides, 20006).
Este tipo de tecnologfa ha permitido que en los modelos de organ-on-a-chip haya un control
del microentorno celular y aportar a dichos modelos sefiales tanto bioquimicas como
mecanicas en un ambiente mas fisiologico para las células. Los dispositivos microfluidicos
pueden ser utiles como una opcién para hacer analisis a gran escala de la respuesta celular a
farmacos, quimicos, toxinas o patégenos y puede ser util en el ambito farmacéutico,

cosmético e incluso en materia de medio ambiente (Huh e7 /., 2010).

El comportamiento de los liquidos en microfluidica esta regido por el tipo de flujo (laminar
o turbulento), por la tension superficial y por las fuerzas capilares. El nimero de Reynolds
es un valor adimensional proporcional a la velocidad de un fluido y al tamafio del sistema, e
inversamente proporcional a la viscosidad del fluido. Este valor determina si es un flujo es
laminar o turbulento. En el caso de la microfluidica, el nimero de Reynolds esta casi siempre
en el régimen de flujo laminar, lo que hace que la dinamica del fluido sea predecible
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(Sackmann, Fulton and Beebe, 2014). El concepto de shear stress es esencial para entender
c6émo funcionan estos modelos, ya que es la clave para estudiar los cambios morfologicos y
funcionales de las células cuando estan sembrada en dispositivos microfluidicos y se les
expone a shear stress cuando se les somete a un caudal laminar determinado (Figura 1.5). El
shear stress depende de la viscosidad del fluido, el caudal y las dimensiones de la estructura por
donde discurre dicho fluido. Técnicamente, se define como la fuerza tangencial que se

produce sobre una superficie, generando una tension sobre la misma.
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Figura 1.5. Aplicaciéon de shear stress sobre cultivo celular en dispositivo microfluidico. El
shear stress (t) es una fuerza tangencial que se ejerce sobre el cultivo celular en la zona apical de las
células dentro de los dispositivos microfluidicos (A) cuando se aplica un flujo determinado. Las

flechas negras indican la direccién del flujo aplicado.

Uno de los primeros modelos de kzdney-on-a-chip fue desarrollado por el grupo de Donald
Ingber en el afio 2013. El dispositivo consistia en un canal con una membrana recubierta con
proteinas de la matriz extracelular que dividia el canal en un compartimento supetior y otro
inferior. En la parte superior se sembraron células epiteliales primarias de rifion humano
formando una monocapa sobre la que se aplicé un caudal con un shear stress fisiolégico de
0.2 dyn/cm® Este modelo basado en tecnologia microfluidica consiguié mimetizar lo que
ocurre en el cuerpo humano ya que se produjo polarizacion de las células y la formacion del
cilio primario en comparacién con el cultivo celular en Transwell que se utilizé como control.
Ademas, este nuevo modelo hizo que las células renales exhibieran mayor transporte de
albumina, mayor reabsorcién de glucosa y también mayor actividad fosfatasa alcalina (Jang

et al., 2013).
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Al someter a flujo células del tabulo proximal, utilizando la linea celular comercial llamada
RPTEC/TERT1, se observaron cambios en la expresion de cerca de 10.400 genes con
respecto a las células en estatico, es decir, sin aplicar shear stress. También se vio aumento en
la absorcion de albumina y la formacién de uniones estrechas. El citoesqueleto también se
reorganiz6 cuando se sometio a flujo el cultivo celular, ademads de observarse la presencia del
cilio primario, un organulo mecanosensor implicado en varias vias de sefializaciéon celular y

en la regulacion de la morfologia tubular (Ross ez a/., 2021).

Mas recientemente, dentro del uso de dispositivos microfluidicos, se han creado modelos
mas complejos haciendo uso de técnicas de bioimpresion para recrear estructuras
tridimensionales mas similares a las encontradas 7z vive. Este tipo tecnologfa se ha utilizado
para hacer un modelo de tubulo proximal en el que se utilizé matriz extracelular y mediante
impresion se recre6 una estructura tubular recubierta con células de tibulo proximal cuya luz
podia ser perfundida con un shear stress fisiolégico mediante la aplicacion de flujo. Las células
en este caso expresaron marcadores especificos de este tipo celular como la
Na+/K+ATPasa, la acuaporina 1 (AQP1), k-cadherina y también estaba presente el cilio
primario. Ademas, como en la mayoria de los modelos descritos de &idney-on-a-chip, se
observo que las células con una perfusion controlada estaban mas diferenciadas y polarizadas,
aument6 el borde en cepillo, se produjo la deposicion de proteinas de la membrana basal y
aumento la altura de las células, la expresion de megalina y la absorciéon de albumina cuando
se compar6 con las mismas células en 2D sin perfusion. Otro factor a tener en cuenta en este
modelo es que la rigidez que confirié la matriz extracelular era similar al encontrado en la
corteza renal (Homan ez /., 2016). Al igual que con otros modelos descritos anteriormente,
lo que se quiere conseguir son modelos mas complejos, y para ello se recurre al co-cultivo de
diferentes tipos celulares para crear estructuras mas complejas y parecidas a lo que se
encuentra en el rifién. Por este motivo, este mismo modelo de tifién iz vitro se combind con
otro conducto similar al creado para las células renales pero con células endoteliales,
recreando la estructura de un vaso sanguineo, colocando ambas estructuras en paralelo para
el estudio de la relacién endotelio-epitelio en condiciones de homeostasis, pero también

como modelo de enfermedades (Lin ez a/., 2019).

Los diferentes tipos de modelos descritos han sido utiles para el estudio de la fisiologfa renal
y para el estudio de enfermedades que afectan al rifién. Sin embargo, no se ha llegado a
ningun consenso sobre qué tipo de modelos recapitulan mejor la estructura y funcién del

tejido renal humano para asi poder hacer uso de ellos de forma rutinaria en la investigacion
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de la nefrotoxicidad tanto a farmacos ya comercializados como a nuevos farmacos en

desarrollo.

1.6. Ensayos de nefrotoxicidad con modelos simples y

complejos de rifidn in vitro

En la actualidad, en los estudios preclinicos de nuevos farmacos, solo un 2-8% son
rechazados por tener efectos nefrotoxicos. Sin embargo, la mayoria de los farmacos que
producen nefrotoxicidad en la fase clinica no muestran estos mismos efectos en la fase
preclinica, por lo que es evidente que hay que mejorar las estrategias para aumentar la
predictibilidad de los modelos utilizados. Todavia no hay un modelo 7 vitro de rifién que sea
ideal para el estudio de la nefrotoxicidad de farmacos, pero si se estan haciendo grandes
avances al respecto, puesto que se estan desarrollando modelos cada vez mas complejos que
tienen en cuenta la estructura tridimensional del rifén, los componentes de su matriz
extracelular, el flujo al que estan sometidas las células y también la combinacién de varios
tipos celulares, con el fin de mejorar la prediccion del posible dafio renal que puede causar la

exposicion a determinados farmacos (Faria ez /., 2019).

Varios de los modelos nombrados anteriormente han sido utilizados para ensayos de
nefrotoxicidad. En un estudio donde se consiguié una estructura similar a la del tdbulo
proximal con el co-cultivo de fibroblastos, células endoteliales y células epiteliales de tabulo
proximal en monocapa, se observo que habia disminucién de la viabilidad celular cuando
éstas eran tratadas con cisplatino de una forma dosis-dependiente, y este efecto era revertido
cuando se trataban con cimetidina (King e a/, 2017). La recelularizacion de matriz
extracelular de rifnén con células de tibulo proximal, en este caso ciPTEC-OAT1, recreando
una estructura tridimensional, también se ha utilizado para ensayos de nefrotoxicidad con
tres conocidos farmacos que causan dafio renal, el cisplatino, tenofovir y ciclosporina A.
Cuando las células fueron expuestas a estos farmacos se observo que eran sensibles a ellos y
que podria ser una potencial plataforma para el cribado de nuevos farmacos antes del inicio
de la fase clinica (Fedecostante et al., 2018). Un modelo también basado en estructuras
tridimensionales, en este caso generando esferoides con células renales, fue utilizado para
comparar la sensibilidad a diferentes farmacos nefrotoxicos (cisplatino, ciclosporina A,

acyclovir y doxorrubicina) con el cultivo tradicional en 2D. Se observé que los esferoides
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renales eran mas sensibles a cisplatino y ciclosporina A que las células en monocapa, viendo
que la mayor parte de la muerte celular era debida a la apoptosis tras el tratamiento con dichos

tarmacos (Kang ez al., 2019).

Los modelos de kidney-on-a-chip también se han utilizado para testar la sensibilidad del cultivo
celular tras haberse sometido a flujo con un shear stress fisiolégico. Con ellos se han testado
farmacos previamente citados como el cisplatino o la doxorrubicina, y es un modelo que
podria ser util también en el cribado de nuevos farmacos ya que la toxicidad medida en estos
dispositivos esta mas cerca de lo que sucede 7z vivo que los resultados obtenidos en cultivo
celular convencional (Jang ez al., 2013; Qu ez al., 2018). Otro modelo de kzdney on-a-chip ha
sido utilizado en combinacién con una plataforma, llamada OrganoPlate, que permite
aumentar el nimero de ensayos independientes haciendo uso de cultivo celular recreando
estructuras en tres dimensiones pudiendo aplicar shear stress, 1o que les confiere mas relevancia
a nivel fisiolégico que un cultivo tradicional en una placa multipocillo para el cribado de
nuevos farmacos (Vormann ef al, 2018). Otra plataforma creada también para aumentar el
namero de ensayos en pararelo recre6 estructuras tubulares embebidas en hidrogeles, las
cuales mostraron mayor expresion de transportadores de farmacos que el cultivo control en
2D, lo que podria aumentar la sensibilidad a farmacos y tener unos resultados mas préximos

a lo que sucede 7 vivo (Bosch-fortea ez al., 2019).

Los modelos de rifién 2 vitro desarrollados hasta el momento han demostrado ser utiles para
ensayos de nefrotoxicidad frente a nuevos farmacos, pero todavia queda mucho por avanzar.
Estos nuevos modelos mas complejos todavia no han logrado ser validados para las fases
pre-clinicas en el desarrollo de farmacos y es debido a varias causas. Por un lado, son modelos
que dificilmente pueden ser aplicables a gran escala para hacer cribados de farmacos debido
a su complejidad, como los modelos basados en organ-on-a-chip, ya que la mayorfa de los
estudios que utilizan esta tecnologfa no usan dispositivos comerciales si no producidos a
medida y esto limita su uso. Los modelos que hacen uso de proteinas de la matriz extracelular
para recrear estructuras similares a las encontradas 7z vivo también tienen sus limitaciones,
debido a que las células en estos modelos suelen estar embebidas dentro de hidrogeles y son
de dificil acceso, por lo que los tratamientos con fairmacos son dificiles de llevar a cabo en

este tipo de modelo.

Actualmente se esta avanzando en la recreacion de estructuras tridimensionales partiendo de
células madre, ya sean embrionarias o adultas, para hacer organoides renales, con la finalidad

de crear estructuras mas complejas y con mas tipos celulares que cuando se utilizan lineas
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celulares comerciales, ya que el rifidn es un 6rgano muy complejo con diversos tipos celulares.
Estos modelos tienen la ventaja de que representan de manera mas fidedigna el tejido renal
por su complejidad, pero tienen también sus limitaciones, como por ejemplo que son
protocolos que se alargan en el tiempo y econémicamente son muy costosos, por lo que

hacer cribados de farmacos con organoides es todavia un objetivo a alcanzar.

El modelo de rifién 77 vitro ideal todavia no se ha desarrollado, pero éste tendria que reunir
ciertas caracteristicas para que en un futuro pudiera utilizarse para reemplazar los modelos
tradicionales de cultivo celular, y a su vez, disminuir el nimero de animales de
experimentaciéon que se utilizan para lleva a cabo ensayos de toxicidad a farmacos. Estas
caracterfsticas podrian resumirse en las siguientes: uso de células de origen humano,
recreacion de estructuras tridimensionales que mimeticen las que se encuentran en el rifién,
facil acceso al cultivo celular para los ensayos con farmacos, facil reproduccion de resultados,
uso de dispositivos comerciales, protocolos que sean accesibles y de facil manejo, y, por
ultimo, que permitan testar farmacos a gran escala para reducir los tiempos y asi también

ahorrar costes.
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2. Hipdtesis y objetivo de la tesis

2.1. Hipotesis

Los modelos de cultivo celular tradicionales utilizados hasta el momento no son suficientes
para recrear el microentorno celular ni las caracteristicas estructurales ni fisioldgicas que se
encuentran en el rifion. Por esta razon, en estudios de toxicidad de nuevos firmacos las
células en cultivo convencional ## vifro no responden de igual forma que en modelos animales
y tampoco en las fases clinicas con pacientes. Por ello, el desarrollo de modelos de rifién 7
vitro mas complejos, que se asemejen al tejido 7z vivo puede ser ttil a su vez para el desarrollo

de nuevos farmacos.

El uso de matrices biolégicas con células de tdbulo proximal renal genera estructuras
complejas con forma tubular, haciendo que el fenotipo del cultivo celular sea mas
representativo del tejido renal, lo que hace que tanto su funcién como su morfologia sean

mas biomiméticas en comparacion con el cultivo celular tradicional.

El shear stress es un estimulo fisiologico que se produce en la zona apical de las células que
forman el tibulo proximal. La aplicacién de este estimulo mimetiza el microambiente fisico-
quimico del tejido nativo, lo que representa de forma mas fisiolégica lo que ocurre en el
tifién, mejorando el fenotipo de la linea RPTEC/TERT1 en comparaciéon con el cultivo

celular tradicional.

Los nuevos modelos de rinén 7 vitro, que se caracterizan por representar de forma mas
aproximada lo que ocurre en el tejido nativo, responden de forma diferente a la exposicion
a farmacos con potencial nefrotéxico cuando se comparan estos modelos mas complejos

con el cultivo celular tradicional.

2.2. Objetivos de la tesis

El objetivo principal es el desarrollo de modelos de rifién 7z vitro que incluyan estimulos
biomecanicos y bioquimicos presentes 7 vivo, para su posterior validacion como modelos de

nefrotoxicidad y el estudio del dafio renal producido por farmacos.
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2.2.1. Objetivos especificos a desarrollar en cada capitulo

Desarrollo de un modelo de tubulogénesis inducida por componentes de la ECM para

ensayos de nefrotoxicidad:

* Generacién de estructuras tubulares directamente sobre superficies plasticas para
eliminar el uso de hidrogeles y facilitar los ensayos de nefrotoxicidad producida por
farmacos.

* Desarrollo de un modelo capaz de reducir costes y que sea una herramienta ttil para
ensayos de alto rendimiento.

" (Caracterizaciéon del modelo de tubulogénesis y compararlo con el cultivo celular
tradicional a partir de diferentes técnicas como la inmunofluorescencia, el transporte
de farmacos y la expresion de marcadores especificos de las células epiteliales del

tubulo proximal renal.

Desarrollo y comparaciéon de modelos de cultivo perfundido en dispositivos microfluidicos

para ensayos de nefrotoxicidad:

" Desarrollo de un modelo de £idney-on-a-chip con tecnologia microfluidica para mejorar
el fenotipo de la linea RPTEC/TERT1 y comparatlo con el cultivo celular
tradicional.

" Aplicacién de shear stress fisiologico con diferentes sistemas fluidicos y analizar las
ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos.

» (Caracterizacion del modelo &idney-on-a-chip mediante el estudio de la presencia de
marcadores especificos y cambios en la expresion génica para compararlo con el

modelo de cultivo celular tradicional.
Validacion de los modelos experimentales en ensayos de nefrotoxicidad:

" Desarrollo de protocolos de toxicidad de farmacos con la linea celular
RPTEC/TERTI.

* Comparacion del efecto nefrotéxico de la daunorrubicina y el cisplatino en el modelo
de tubulogénesis respecto al modelo de cultivo celular tradicional mediante estudios
cinéticos.

* Comparacion del efecto nefrotoxico de la daunorrubicina, el tacrolimus y el cisplatino
en el modelo de kidney-on-a-chip respecto al modelo de cultivo celular tradicional

mediante estudios cinéticos.
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3. Material y métodos

3. 1. Cultivo celular

La linea celular RPTEC/TERT1 (Evercyte GmbH, Austria) fue mantenida en medio de
cultivo cuya composicion es una mezcla de DMEM-F12 sin glutamina, sin HEPES (BioWest
L.0090) y DMEM-F12 sin glutamina, sin HEPES, sin glucosa (BioWest .0091) teniendo una
concentracién final de glucosa de 5 mM y suplementado con 10 mM HEPES (Biochrom
AGL1613), 2 mM GlutaMax (Gibco 35050-038), hEGF 10 ng/ml (Sigma E9644), T3 5 pM
(Sigma T6397), L-acido ascorbico 3.5 pug/ml (Sigma A4544), transferrina Holo 5 pg/ml
(Merck 616424), prostaglandina E1 25 ng/ml (Sigma P8908), hidrocortisona 25 ng/ml
(Sigma HO0396), selenito de sodio 8.65 ng/ml (Sigma S5261), G418 100 pug/ml (InvivoGen
ant-gn-5) e Insulina 5 pg/ml (Sigma 19278). A este medio de cultivo se le denominé BW5C.

Las células se mantuvieron en cultivo celular en frascos de 25 cm® (TPP, 90026), con un
volumen de 6ml, hasta llegar a la confluencia en un incubador a 37°C con 5% de CO,. Para
hacer el pase de las células, primero se aspira el medio de cultivo y se afiaden 5 ml de PBS 1x
(Lonza, BE17-516F). Se vuelve a aspirar y se anaden 500 ul de tripsina-EDTA 1x (Gibco,
25300054); a continuacion, se deja el frasco en el incubador durante 3-5 minutos hasta que
las células dejan de estar adheridas a la superficie del mismo. Para inhibir la accién de la
tripsina, se afladen 500 pl de inhibidor de tripsina DTT (Gibco, R007100) y se afiaden 4ml de
medio de cultivo. Una vez obtenida la suspension celular en un tubo, se afiaden 100 pl a 10
ml de solucién Isoton en un recipiente previamente preparado para hacer el contaje celular,
para el que se utiliza un contador de células (Beckman, Z Series Coulter Counter). Para el
mantenimiento de la linea celular en cultivo se siembran a una densidad de 6x10* células/cm?
en un frasco de 25 cm® con 5 ml de medio de cultivo BW5C, que ha sido equilibrado en el

incubador 15 minutos antes del pase celular.
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3.2. Protocolo de cultivo celular para la generaciéon del

modelo de tubulogénesis 2.5D

3.2.1. Tubulogénesis 2.5D sobre hidrogeles de Matrigel y
Colageno I

El primer paso fue preparar un hidrogel de colageno I a partir del stock (Corning, 354230;
3,36 mg/ml, colageno I de cola de rata) para tener una concentracién final de 2 mg/ml en

un volumen final de 200 pl (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Preparacion de solucion de colageno 2 mg/ml. Proporciones de todos los
componentes de la solucién de colageno I a partir del stock de 3.36 mg/ml.

Colageno I stock 119
NaOH 1 N 2,97
DMEM 5x 40
Agua MilliQ 37,98

Para generar hidrogeles con diferentes composiciones, se mezclaron soluciones de colageno

I y Matrigel MG) (Corning, 354234) en tres proporciones diferentes (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Preparacion de los diferentes hidrogeles con colageno I y Matrigel. Se prepararon
diferentes proporciones de colageno I 2 mg/ml con MG, a las que se les afiadié medio de cultivo en

una proporcion 2:1.

90: 10 225 25 2.83 1.88
70 : 30 175 75 4.49 2.99
50: 50 125 125 6.15 4.1
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Con el fin de comprobar cémo se comportan las células sobre los diferentes hidrogeles, se
utilizé el u-Slkde Angiogenesis IBIDI, 815006), que contiene quince pocillos para testar las
diferentes condiciones. Los pocillos constan de una parte inferior donde se afade el hidrogel,
y debido a su pequefio tamafio solo es necesario un volumen de 10 pl, en comparacién con
el volumen que serfa necesario en una placa multipocillo de cultivo celular convencional.
Ademas, debido a su geometria, no se genera menisco en el hidrogel, haciendo que la
superficie del mismo sea plana y que las células crezcan de forma regular, lo que permite
también una mejor visualizacién. A su vez, el volumen de medio de cultivo del pocillo es
también bajo, de 50 ul, en comparaciéon con una placa multipocillo convencional (Figura 3.1).
Dos ventajas de este formato respecto a una placa multipocillo es que el material de la base
tiene unas propiedades dpticas que permiten una 6ptima visualizacion de las células mediante
microscopia convencional, de fluorescencia y confocal. La segunda ventaja es que el formato

slide permite que pueda usarse directamente en microscopia y también en un lector de placas.

Medio de cultivo

sSoes:
e Ve Ya vy~
e Y Ya —
V‘.?;/ s e :
P | Y
Matriz bioldgica Células
u-Slide Angiogenesis Detalle del pocillo

Figura 3.1. p-slide Angiogenesis de IBIDI con detalle del pocillo. Cada s/ide consta de 15
pocillos, y cada pocillo esta dividido a su vez en dos alturas. En la base del pocillo el didmetro es
menor y es donde se afiade el hidrogel. Una vez polimerizado el hidrogel se siembran las células sobre

él, quedando el cultivo celular encima de la matriz bioldgica.

Una vez preparadas las diferentes soluciones de colageno-Matrigel, se afiadieron 10 pl por
pocillo en el u-Slide Angiogenesis y se incub6 a 37°C durante 30 minutos hasta que polimerizan
los hidrogeles. Una vez polimerizados, se sembraron en su superficie las células a una
concentracion de: 4x10° ¢/ml en un volumen de 50 ul/pocillo, para alcanzar una densidad
de 160.000 células/cm?. Para comprobar la capacidad de tubulogénesis de la linea celular
RPTEC/TERT1, se sembraron las células con o sin un 5% de Matrigel afiadido a la
suspension celular. Tras 24h, el tipo de estructuras que se habian formado sobre los
hidrogeles se document6 mediante microscopia de campo claro y se valoré la generacion de
las estructuras tubulares de forma subjetiva mediante la toma de fotos en el microscopio,

tanto de campo claro como con microscopia confocal.
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3.2.2. Cultivo celular con lamininas 1.511 y 1.521

El hidrogel que se utilizé para sembrar las células sobre su superficie fue el anteriormente
mencionado, constituido por una mezcla entre colageno I y Matrigel en una proporcién 90:10
al que se afiadié medio de cultivo en una proporcion 2:1 respecto al hidrogel (Tabla 2) en un
u-Slide Angiogenesis. En este caso, la suspension celular de RPTEC/TERT1 a la misma
concentracion previamente descrita, se mezclé con 10% Laminina 511 (BioLLamina, LN511-
0202), 10% Laminina 521 (BioLamina, LN521-02), o 10% Laminina 511 + 10% Laminina
521. La concentracién del stock de ambas lamininas es 0.1 mg/ml en HBSS, por lo que la
concentracion final fue de 0.01mg/ml. Tras 24h se observo si en las diferentes condiciones

se habian generado estructuras tubulares mediante microscopia de campo claro.

3.2.3. Tubulogénesis 2.5D directamente sobre s/ide con coating

de ECM

Para reproducir el modelo de tubulogénesis 2.5D en ausencia de hidrogel se cultivaron las
RPTEC directamente sobre la superficie del u-Slkde Angiogenesis  que previamente habia

recibido un cwating con proteinas de la ECM. Para ello se analizaron siete condiciones

diferentes detalladas en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Diferentes tipos de coating con colageno I, laminina 511 y laminina 521. Se testaron

siete tipos de coatings diferentes, todos ellos en una proporcién 1:10.

Tipo de recubrimiento Composiciéon

Colageno I (stock 3.36 mg/ml) (1:10) 5 ul colageno I + 45 ul 4cido acético 0.02 N

Colageno I + Laminina 511 (1:10) 2.5 ul colageno I + 2.5 ul L511 + 45 ul HBSS

Colageno I + Laminina 521 (1:10) 2.5 ul colageno I + 2.5 ul 1L521 + 45 ul HBSS

Matrigel (1:10) 5ul MG + 45 pl medio de cultivo BW5C
Matrigel-GFR (1:10) 5ul MG-GFR + 45 pl en BW5C
Laminina 511 (1:10) 5ul L511 + 45 pul HBSS
Laminina 521 (1:10) 5ul 1521 + 45 pl HBSS
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.,

Para testar los diferentes coatings se recubri6 cada pocillo con 25 ul de cada dilucién y se dejo
una hora a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se lavaron los pocillos con HBSS y
finalmente se sembraron las células RPTEC/TERT1 de dos formas, afadiendo a la
suspension celular un 5% de MG o sin €l, a una concentracién de 4x10° ¢/ml, con un
volumen de 50 pl/pocillo, lo que resulta en una densidad de 160.000 células/cm?.. Tras tres
difas en cultivo celular se tomaron fotografias utilizando un microscopio de campo claro para
observar la conformacién que habian adquirido las RPTEC/TERT1 en las diferentes

condiciones.

3.4. Protocolo de siembra en dispositivos microfluidicos

3.4.1. Protocolo de siembra en dispositivo be-gradient

El dispositivo microfluidico denominado be-gradient, fue fabricado con COP y el disefio fue
desarrollado en el grupo TME Lab de la Universidad de Zaragoza. Consta de dos canales
laterales y una camara central, la cual estd comunicada con los canales laterales por unos
pilares que separan ambos compartimentos. La pieza de COP fue adherida a una placa de
Petri p60 con adhesivo biocompatible, siendo la misma placa la base sobre la que se siembran
las células. Previo a su uso, los dispositivos ya montados en las placas se esterilizaron
perfundiendo etanol al 70% por las entradas tanto de los canales laterales como de la cimara
central. Tras 10 minutos, se aspird y se hicieron tres lavados con agua destilada estéril. Para
favorecer la adhesion celular y el paso del medio a través de los canales y la camara, se hizo
un tratamiento con plasma de oxigeno con una maquina de tratamiento de superficie por
plasma (Diener electronic, Plasma Surface Technology). Los parametros utilizados fueron:
presion 30% 50% oxigeno durante un minuto. Finalmente, la camara central es donde se
siembra el cultivo celular y los canales laterales se utilizan para perfundir el medio de cultivo
y que llegue a la camara central, ya que estan comunicadas ambas partes por los pilares (Figura

3.2). Las dimensiones del dispositivo son las siguientes:

»  Area cAmara central: 13.394 mm?>
®  Volumen camara central: 4.0182 mm?
»  Area canal lateral: 9.0125 mm?

»  Volumen canal lateral: 2.7037 mm?>
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Canal lateral

Canal lateral Camara central

Figura 3.2. Disefio del dispositivo microfluidico de COP. El dispositivo consta de una camara
central, donde se sembraron las células RPTEC/TERT1, y dos canales laterales por donde se
perfundié el medio de cultivo para el mantenimiento del cultivo celular.

Las células RPTEC/TERT1 fueron sembradas a partit de una concentracion inicial de
5.5x10° ¢/ml. A la suspension celular obtenida se anadié un 20% de Matrigel y se pipetearon
10 pl dentro de la camara central. El nimero de células en los 10 ul de la suspension celular
fue de 44.000 células. El volumen total de la camara central es de 4 pl, pero se pipetearon los
10 pl para asegurar que la camara central quedara completamente ocupada por la suspension
celular con el 20% de Matrigel. Por lo tanto, teéricamente el nimero de células que
finalmente se sembraron en la cimara central fue 17.600 células, resultando en una densidad
aproximada de 130.000 células/cm® Tras dejar que se adhirieran las células durante una hora,
se afladié medio de cultivo BW5C por los canales laterales sin quitar el medio de cultivo con
Matrigel de la camara central, y finalmente se llené de medio de cultivo la placa Petri p60
donde estaba adherido el dispositivo. Tras cuatro dias en cultivo celular se procedié a hacer
inmunofluorescencia para observar las estructuras tubulares dentro del dispositivo mediante

microscopia de fluorescencia.

3.4.2. Siembra en dispositivo microfluidico de tres canales

(COP-3)

El dispositivo, denominado comercialmente BE-FLOW (BeOnChip), al que nos referiremos
de aqui en adelante como COP-3, consta de tres canales paralelos con reservorios en cada
extremo del canal (Figura 3.3). Las dimensiones del dispositivo son especificadas en la Tabla

3.4:
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Tabla 3.4. Especificaciones del dispositivo BE-FLOW de tres canales (COP-3).

Altura canal 0.2 mm
Anchura canal 1.2 mm
Longitud canal 24.6 mm
Area canal 29.52 mm?®
Volumen canal 59 ul
Altura reservorio 9.36 mm
Diametro reservorio 2.2 mm
Volumen reservorio 28.2 ul

Figura 3.3. Dispositivo microfluidico de tres canales BE-FLOW (COP-3). El dispositivo esta
fabricado con COP vy estd adherido a una limina del mismo material mediante adhesivo
biocompatible. Estd formado por tres canales paralelos, cada uno de ellos con un reservorio en los
extremos del canal. Barra de escala 10 mm.

El suelo del dispositivo es una lamina de COP adherida a la pieza superior, también de COP,
mediante adhesivo biocompatible. Previo a la siembra de las células, se aplicé plasma de
oxigeno al 30%, a una presion del 50%, durante un minuto y posteriormente se esterilizaron
los canales con etanol al 70% durante diez minutos y se eliminé pasando agua destilada tres

veces por los canales.

Para realizar la siembra en los dispositivos se utiliz6 la linea celular RPTEC/TERT1. Tras la

tripsinizacion, se sembraron a una concentracion de 12.5x10° células/ml. En cada canal se
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afadieron 10 pl, es decir, 423.500 células/cm* de la suspension celular a dicha concentracion,
y se esperd tres horas hasta que las células estuviesen adheridas a la superficie del canal. Tras
ese tiempo, se afadieron 60 pl de medio de cultivo BW5C para llenar los reservorios. Los
dispositivos, que tras la siembra estaban en torno a un 50% de confluencia, aunque habia
cierta variabilidad entre dispositivos, se dejaron en estatico, es decir, en el incubador sin la
aplicacion todavia de shear stress, durante cinco dias hasta observar una monocapa completa

en los canales, con un cambio de medio cada 24h.

3.4.3. Siembra en dispositivo microfluidico de dos canales

(COP-2)

Este dispositivo microfluidico (Be-flow estandar, BeOnChip), consta de dos canales en
paralelo con reservorios en ambos extremos, ademas de un reservorio también a cada
extremo al que se le afiade agua destilada estéril para disminuir la evaporacion del medio de
cultivo de los reservorios (Figura 3.4). El material utilizado para su fabricacién es el mismo
que el del chip COP-3, pero en este dispositivo las diferentes piezas estan adheridas mediante
termocompresion en lugar de con adhesivo biocompatible. Para favorecer la adhesion
celular, estos dispositivos también estan tratados con plasma de oxigeno. Las dimensiones

del dispositivo se detallan en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Dimensiones del dispositivo de dos canales Be-flow (COP-2).

Dispositivo COP2

Altura canal 375 um
Anchura canal 1.5 mm
Longitud canal 43 mm
Area canal 64.5 mm®
Volumen canal 28.5 ul
Altura reservorio 5 mm
Diametro reservorio 3.6 mm
Volumen reservorio 185 ul
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Figura 3.4. Dispositivo microfluidico de dos canales BE-FLOW de BeOnChip (COP-2). Este
dispositivo tiene un area igual a la de un portaobjetos convencional. Consta de dos canales
independientes en paralelo donde se siembran las células, y un reservorio a cada lado del canal para
afiadir medio de cultivo. Entre los reservorios de los canales hay un reservorio al que se aflade agua
o PBS para evitar la evaporacién del medio de cultivo. Barra de escala 10 mm.

Antes de llevar a cabo la siembra, se aplicé un wating en ambos canales de colageno 1
(Corning, 354230). Se parte de un stock de Coldgeno I de rata a 3,36 mg/ml, que es diluido
en acido acético 0.02 N en una proporcion 1:10, por lo que la concentracion final de colageno
I es 33,60 pg/ml. Se aftladen 50 ul de esta solucién de trabajo por canal y se deja en el
incubador a 37°C durante una hora. Pasado este tiempo, se aspira la solucién, se hacen tres

lavados con 200 ul de HBSS por canal y se aspira para retirarlo completamente.

La siembra en los dispositivos se hizo a una concentracién de 2.2x10° células/ml de medio
de cultivo ProxUp y se afiadieron 30 pl de la suspension celular, es decir, 102.325 células/cm™
Después de 3h se rellenaron los reservorios con 200 ul de medio de cultivo. El medio de
cultivo ProxUp (Evercyte, MHT-003) estd compuesto por DMEM/F12 (1:1) (PAN-Biotech,
Cat# P04-41154), 10 mM HEPES-buffer (Sigma-Aldrich, Cat# H0887), 10 ng/ml hEGF
(Sigma-Aldrich, Cat# E9644), 5 pM T3 (T3, Sigma-Aldrich, Cat# T6397), 3.5 ug/ml L-acido
ascorbico (Sigma-Aldrich, Cat# A4544), 5 pg/ml holo-transferrina (Merck Millipore, Cat#
616424), 25 ng/ml prostaglandina E1 (Sigma-Aldrich, Cat# P8908), 25 ng/ml
hidrocortisona (Sigma-Aldrich, Cat# H0396), 8.65 ng/ml selenito de sodio (Sigma-Aldrich,
Cat# S5261), 5 ug/ml insulina (Sigma-Aldrich, Cat# 19278) y 100 ng/ml G418 (InvivoGen,
Cat# ant-gn-5). Los dispositivos COP-2 se dejaron en un balancin (Perfusion rocker Mini,
MIMETAS) a 0.5 rpm con una inclinacién de 7° dentro del incubador a 37°C. El flujo teérico
que se aplicaba con el balancin fue calculado con Matlab y corresponde a 14.25 ul/min, lo
que equivale segun la geometria del canal a un shear stress de 0.01 dyn/cm®, muy por debajo
del fisiolégico. Tras 72h en esas condiciones, con renovacion del medio de cultivo cada 24h,

llegaron a formar una monocapa completa en los canales.
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3.4.4. Siembra en dispositivo microfluidico de seis canales

IBIDI (PS-6)

Este dispositivo de poliestireno (u-S/de V1 0.4, Ibidi), consta de seis canales en paralelo con
reservorios en cada extremo del canal que permiten conexiones fluidicas de tipo luer (Figura

3.5). Las dimensiones del dispositivo son las referidas en la Tabla 6.

Tabla 6. Dimensiones del dispositivo de seis canales IBIDI (PS-6).

Altura canal 0.4 mm
Anchura canal 3.8 mm
Longitud canal 17 mm
Supetficie cultivable 30 mm®
Volumen canal 30 ul
Volumen reservorio 60 ul

Figura 3.5. Dispositivo microfluidico de seis canales de IBIDI (PS-6). Este dispositivo consta

de seis canales en paralelo donde se sembraron las RPTEC/TERT1. Cada canal tiene un reservorio
en cada uno de sus extremos para afiadir el medio de cultivo. Barra de escala 10 mm.

En este caso, se siguieron dos protocolos de siembra de las RPTEC/TERT1. En el Protocolo
1, se sembraron las células a una concentracién de 4.5 x10° células/ml. De esta suspension
celular se afiadieron 30 pl/canal, resultando una densidad de 225.000 células/cm?® Una vez

sembradas las RPTEC/TERT1, se dejaron en una camara himeda para evitar la evaporacién
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en un incubador a 37°C durante 24h. Tras este tiempo, se afiadieron 120 pl/canal de medio

de cultivo BW5C.

En el Protocolo 2, se sembraron las células a una concentracion de 2.2 x 10° células/ml, lo
que equivale a 110.000 células/cm®. Se afiadieron 30 pl de la suspension celular y se esperaron
24h para afiadir 120 pl de medio BW5C en cada canal. En este caso, se mantuvo el cultivo
celular en un balancin a 0.5 rpm con un angulo de 7°, con un cambio de medio cada 24h

hasta llegar a la confluencia pasadas 96h.

3.5. Aplicacion de shear stress en dispositivos

microfluidicos

3.5.1. Calculo del shear stress aplicado en el cultivo celular en

los dispositivos microfluidicos

La férmula utilizada para el calculo del shear stress viene determinada por la viscosidad del
medio de cultivo sin suero (dyn x sec/cm?), por el caudal (cm’/sec) y por la geometria
rectangular del canal, teniendo en cuenta la altura del canal al cuadrado y la anchura. La
viscosidad del medio de cultivo sin suero utilizada para el calculo del shear stress en todos los

casos es de 0.0072 dyn x sec/cm”.

3
6 x Viscosidad medio de cultivo (dyn X —Ciicz) x Caudal <—CST2C )

d 2=
T (dyn/cm Altura canal? (cm) x Anchura canal (cm)

3.5.2. Calibracién de la bomba peristaltica

Para la aplicacion de flujo con la bomba peristaltica (Ismatec, Masterflex Reglo Independent
Channel Control (ICC), primero hubo que calibrarla para conocer el caudal que se generaba,
para asf saber qué flujo es necesario para alcanzar el shear stress tisiologico que se queria aplicar
sobre el cultivo celular en los dispositivos. Para ello, se calibré la bomba para cada uno de

los dispositivos y el procedimiento fue el mismo en todos los casos.

Se tomaron medidas del flujo a diferentes velocidades dadas por la bomba peristaltica, 0.5,

1, 2,4, 8 y 19 rpm. Para cada una de las velocidades, se tomaron dos medidas, rellenando el
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reservorio con agua, y se midi6 el flujo durante 10 minutos. Previamente, se pesan los tubos
Eppendorf donde se va a recoger el volumen de agua, y tras las medidas, se vuelven a pesar
los tubos, restando este ultimo valor al peso del tubo Eppendorf vacio. Como la densidad
del agua es de 1 g/ml, se obtuvieron finalmente las unidades en pl/minutos, dividiendo los
ul de cada medida entre los 10 minutos en los que se habia recogido el volumen de agua. El
caudal obtenido en ul/min se convierte a cm’/s, y junto a las dimensiones del canal y la
viscosidad, se obtiene el shear stress aplicado a cada una de las velocidades de la bomba
peristaltica. Para poder conocer el caudal necesario para llegar al shear stress tedrico que se
quiere aplicar finalmente en el cultivo celular, se calcula el caudal para diferentes valores de
shear stress, teniendo en cuenta las dimensiones del canal de los dispositivos y la viscosidad

del medio de cultivo que se va a utilizar. Esto se hace mediante la siguiente férmula:

60000 x T x Ancho canal (cm)x Altura(cm)?

Caudal (pl/min) =
audal (ul/min) 6 x Viscosidad (dyn x sec/cm?

Hay que hacer una recta de calibracién para poder interpolar los datos obtenidos y asf calcular
las revoluciones por minuto (rpm) necesarias para aplicar el caudal que finalmente se va a
utilizar para aplicar el shear stress tanto por debajo del fisiologico como el fisiologico, que en
todos los casos seré alrededor de 0.2 dyn/cm”. Esta recta de calibracion se obtiene mediante

la férmula siguiente férmula:
y=ax+b

El valor R* debe ser 1 o préximo a esa cifra para saber que la recta de calibracién es correcta.
Finalmente, se interpolan los datos del caudal calculados tedricamente en la recta de
calibracién, y se obtienen finalmente las rpm que hay que utilizar en la bomba peristaltica

para alcanzar el shear stress a aplicar segin el caudal.

3.5.3. Medidas de flujo de bomba peristaltica con sensor

Para observar el tipo de flujo pulsatil aplicado con la bomba peristaltica, se conect6 el circuito
completo de tubos con el dispositivo COP-3, y antes del chip se conect6 un sensor de flujo
(Sensirion L.G16-0430) para recoger los datos del patron de flujo que se aplicaba justo a la

entrada del dispositivo.
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3.5.4. Perfusion en dispositivo COP-3

Tras sembrar el dispositivo y obtener una monocapa completa en los canales, se aplicé un
flujo de medio de cultivo BW5C mediante una bomba peristaltica (Figura 3.6). Para impulsar
el medio de cultivo con la bomba peristaltica, se utilizé tubo Tygon de un didmetro interno
de 0.25 mm (VWR, 224-0144). Este tubo a su vez se conecté mediante conectores 1/16”-
luer macho (IBIDI, Cat. No. 10826) y 1/16”-luer hembra (IBIDI, Cat. No. 10825) a tubo
Tygon de 0.79 mm de diametro interno (Saint-Gobain, Tygon S3 E-3603). Los conectores
luer son conectores cénicos que pueden ser hembra o macho, y que se acoplan entre ellos
mediante rosca, con el fin de conectar tubos diferentes sin que haya fugas del medio de
cultivo. Los tres canales del dispositivo se conectaron en serie con este mismo tubo ya que
el diametro externo del tubo, que es 2.38 mm, y el diametro interno de los reservorios del
dispositivo es aproximadamente el mismo, por lo que las conexiones se hicieron

directamente, sin necesidad de conectores, introduciendo el tubo en los reservorios a presion.

[_**— ——

&

Figura 3.6. Sistema a flujo con bomba peristaltica con el dispositivo COP-3. El medio de
cultivo fue perfundido en el COP-3 con una bomba peristaltica. El circuito cerrado consta de un
reservorio con medio de cultivo conectado al dispositivo con tubo Tygon.

Antes de conectar el dispositivo al circuito cerrado, éste se cebd con el medio de cultivo
BW5C que se va a utilizar para el experimento a flujo, y asi evitar la aparicion de burbujas de
aire en los tubos, ademas de para equilibrar los gases disueltos en el medio cultivo con la
temperatura del incubador a 37°C. Para ello, se monta todo el sistema de tubos, y la parte
donde posteriormente se va a conectar el dispositivo se sustituye por tubo Tygon de diametro
interno 0.8 mm conectado por sus extremos con conectores luer hembra 1/16”. Se ceba el

sistema durante una hora y se procede a conectar el dispositivo. Para ello, se utiliza una pinza
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en el extremo del tubo de la bomba peristaltica que va a ir conectado mediante un conector
luer macho 1/16” al conector luer hembra 1/16” situado a la entrada del tubo Tygon
conectado al primer canal del dispositivo. Esto se hace para evitar el vaciamiento de los tubos
y que quede medio de cultivo en el conector luer macho 1/16” del tubo de la bomba
peristaltica para no introducir aire en el dispositivo. El dispositivo se conecta a una jeringuilla
con 3 ml de medio por el luer hembra 1/16” de la salida de flujo del dispositivo. De esta
manera, se van rellenando los tubos conectados en serie del dispositivo, hasta llegar al tubo
Tygon de entrada de flujo al dispositivo. Una vez llega el medio hasta el conector luer hembra
1/16”, se conecta con el luer macho 1/16” del tubo Tygon de la bomba peristaltica
previamente obstruido con la pinza. De esta manera no quedan burbujas dentro del sistema

y ya puede conectarse a la bomba peristaltica (Figura 3.7).

Figura 3.7. Sistema a flujo con dispositivo COP-3 en incubador. Como se observa en la imagen,
el reservorio con medio de cultivo estd conectado a un tubo Tygon que va directamente a la bomba
peristaltica, la cual impulsa el medio a través del tubo hasta llegar al dispositivo COP-3, en el que sus
tres canales estan conectados en serie. Una vez que el medio de cultivo pasa por el COP-3, vuelve al
reservorio, recirculando asi el medio de cultivo por todo el sistema.
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Teniendo en cuenta las dimensiones de los canales del dispositivo, la bomba peristaltica se
programé a 2.5 rpm equivalentes a un caudal de 13.33 ul/min, aplicando asi un shear stress de
0.2 dyn/cm®. El cultivo celular se mantuvo bajo el estimulo del flujo de medio de cultivo
BW5C, con un volumen de 5 ml recirculando en el sistema cerrado, durante 72h.
Simultaneamente, se us6 como control de cultivo convencional sin shear stress otro dispositivo

sembrado en las mismas condiciones al que se mantenfa con renovaciéon del mismo medio

de cultivo cada 24h.

3.5.5. Perfusion en dispositivo de COP-2

Flujo pulsatil - Bomba peristaltica

Una vez los canales presentaban una monocapa completa, se aplicé flujo con la bomba
peristaltica con 3 ml de medio de cultivo BW5WF afiadido en el reservorio. El medio
BW5WEF no tiene los complementos del medio BW5C utilizado para la proliferaciéon y
mantenimiento del cultivo celular. Esta compuesto por DMEM-F12 sin glutamina, sin
HEPES (BioWest 1.L0090) y DMEM-F12 sin glutamina, sin HEPES, sin glucosa (BioWest
L0091) teniendo una concentraciéon final de glucosa de 5 mM al que se afiade una
concentracién final de 10 mM de HEPES (Biochrom AGL1613) y 2 mM de GlutaMax
(Gibco 35050-038).

En este caso, se utilizé tubo Tygon con un diametro interno de 0.51 mm (228-1686, VWR)
para impulsar el medio de cultivo con la bomba peristaltica. El resto del sistema se compone
de tubo PTFE con un didmetro interno de 1/16” (Darwin, BL-PTFE-1680-20) y conectotes
a rosca de PFA 1/47-28 (Darwin microfluidics, LVF-KFI-00) con férrulas de ETFE 1/16”
(Darwin microfluidics, LVF-KFI-006) para asegurar las conexiones. Estas conexiones sirven
para conectar los dos canales en serie, y las salidas y entradas al reservorio, estableciendo un
circuito cerrado (Figura 3.8). Estos tubos PTFE estaban conectados en sus extremos con

conectores luer hembra 1/16” alos conectores luer macho 1/16” del tubo Tygon del circuito.
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Figura 3.8. Sistema a flujo con bomba peristaltica con el dispositivo COP-2. El medio de
cultivo fue perfundido en el COP-2 en este caso con una bomba peristaltica. El circuito cerrado
consta de un reservorio con medio de cultivo conectado al dispositivo con de tubo PTFE. Los dos

canales se conectaron en serie con tubo PTFE.

Para cebar el sistema se utiliz6 la misma técnica previamente descrita con el dispositivo COP-
3. Tras cebar el sistema con los 3 ml de medio BW5WF durante una hora, se conectaron los

dispositivos a flujo durante 72h (Figura 3.9).

Figura 3.9. Sistema a flujo con dispositivo COP-2 en incubador. Este sistema es similar al
descrito anteriormente con el dispositivo COP-3, con la diferencia de que el dispositivo COP-2 esta

conectado con tubo FEP y con conectores a rosca en las entradas a los canales.

En cada experimento se sembraron dos COP-2; uno se mantuvo el flujo durante 72h sin
shear stress fisiologico, a 9 ul/min, correspondiente a un shear stress de 0.03 dyn/cm?, y otro
con un shear stress fisiolégico de 0.24 dyn/cm?, obteniendo un caudal de 70 pl/min.Durante

los experimentos a flujo se sembraron 6 pocillos de una placa de 96 como control en estatico,
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es decit, en condiciones de cultivo celular tradicional en un incubador a 37°C con 5% CO,,

con el mismo medio de cultivo BW5WT y se mantuvieron durante 72h.

Flujo lineal - Sistema por control de presién

Para aplicar flujo no pulsatil se utilizé el sistema de control microfluidico mediado por
presion de Fluigent (bomba de presion) (Figura 3.8). Este sistema consta de una controladora
conectada a una toma de aire con la que se regula el paso del mismo con un manémetro. Una
vez el sistema alcanza la presion necesaria para funcionar (1000-1200 mbar), se puede
controlar la presion y el flujo que se quiere aplicar directamente desde la controladora o con
el software desde el ordenador, donde queda un registro tanto de la presion que se necesita
para mantener el sistema a flujo, como del caudal. Para aplicar flujo se necesitan los siguientes
componentes, todos incluidos en el kit para microfluidica de Fluigent: tubo PTFE 1/16”
OD x 1/32” ID, tubo PEEK 1/32” OD x 0.010”” ID, adaptador PEEK 1/16” a 1/32”,
sensor de flujo Flow Unit tamafio M, dos tapones (Bottle-CAP series) para los reservorios

de entrada y salida con conectores a rosca, y dos reservorios de cristal de 100 ml (Figura

3.10).
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Figura 3.10. Sistema de control de presiéon para aplicar flujo en dispositivo COP-2. Este
sistema, a diferencia de la perfusién con bomba peristaltica, es un sistema abierto, donde se afiade el
volumen de medio de cultivo necesario en un reservorio inicial y en el extremo final del circuito se
sitia un reservorio final donde se va recogiendo el medio que ha pasado por el dispositivo.
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Para cebar el sistema y rellenar los tubos que salen desde el reservorio inicial, donde se afiade
un volumen total de 100 ml de medio de cultivo BW5WTF hasta llegar a la entrada del
dispositivo COP-2, se conecta el sistema y se aplica flujo hasta que el medio de cultivo llega
al extremo del tubo de entrada al dispositivo. Una vez conectada la entrada, se aplica un flujo
bajo de 20 ul/min, y se van conectando los tubos con los conectores de rosca conforme se
van llenando de medio de cultivo, hasta llegar al tubo PTFE de salida, que esta conectado al
reservorio final. Una vez conectado todo el sistema, se aplicé el mismo flujo que con la
bomba peristaltica, de 70 ul/min, correspondiente a un shear stress fisioldgico de 0.24 dyn/cm”
en las superficies internas del canal. En este caso el sistema no era cerrado, habiendo un
reservorio a la entrada y otro a la salida del dispositivo (Figura 3.11). Cada 24h se volvia a

rellenar el reservorio de entrada con el mismo medio que habia pasado por el sistema,

manteniendo el cultivo celular durante 72h.

Figura 3.11. Preparacion del sistema por control de presion Fluigent. En este sistema, la fuente

de aire entra a la controladora mediante un tubo, que a su vez esta conectado a un manémetro para
poder controlar la presion con la que llega el aire. Una vez se llega a la presion necesaria para que el
sistema pueda funcionar, que en este caso son 1000-1200 mbar, ya se puede empezar a perfundir
flujo a un caudal determinado. El aire a presion entra al reservorio donde se encuentra el medio de
cultivo, y por la fuerza que ejerce la presion del aire, el medio va circulando por el tubo FEP hasta
llegar al sensor de flujo, el cual da la informacién sobre el caudal y la presion que estd pasando por el
sistema. Con esos datos se puede modificar el flujo hasta alcanzar el necesario para aplicar un shear
stress determinado.
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3.5.6. Perfusion en dispositivo PS-6

Para impulsar el medio con la bomba peristaltica se utilizé tubo Tygon con un didmetro
interno de 0.51 mm (VWR, Tygon LMT55 SC0053T). Para el resto del sistema se usé tubo
de silicona de un diametro interno de 0.8 mm (IBIDI, Ref.: 10841) en el Protocolo 1, y tubo
Tygon de diametro interno 0.8 (Fisher, Tygon R3603, ref. 1517-6494 en el Protocolo 2. Para
las conexiones entre los canales del dispositivo se utilizaron conectores de tipo luer 1/16”
(Figura 3.12). Para reducir la introduccion de burbujas que pudieran haberse formado en los
tubos antes de la llegada al dispositivo, se puso un atrapaburbujas en la entrada fluidica del
primer canal por donde entra el medio de cultivo al dispositivo con los 6 canales conectados
en serie. Este atrapaburbujas estaba formado por un conector luer en T (Qosina, ref. 80144),
en cuyo extremo superior se conect6 un tapon de silicona (Qosina, ref. 80149) que al ser de
un material poroso permitia la salida del aire si se habfan formado burbujas en el tubo. La
parte inferior del conector iba directamente al primer canal del dispositivo, y la otra salida

del conector en T estaba conectada al tubo por donde entra el medio de cultivo.

Figura 3.12. Sistema a flujo con bomba peristaltica con dispositivo PS-6. El sistema utilizado
fue un circuito cerrado donde se conect6 el reservorio con el medio de cultivo mediante tubos y los
diferentes canales del dispositivo se conectaron entre si en setie.

Para el Protocolo 1, una vez sembradas las RPTEC/TERT1 en los canales y sin haber llegado
a la confluencia, se conecté el dispositivo a flujo, con el sistema previamente cebado
utilizando la misma técnica que en los dos dispositivos antetiores, con medio de cultivo
BW5C para sometetlas a un flujo bajo de 30 pl/min, correspondiente a un shear stress de 0.003

dyn/cm’, con el fin de que llegaran a confluencia con un recambio constante de medio.

Después de 48h, y al haber formado una monocapa completa en los seis canales, se cambia

el medio de cultivo a BW5WF vy se aplicaron dos regimenes de flujo diferentes durante 72h:
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80 wl/min con un shear stress de 0.01 dyn/cm® y 1600 pl/min, con el que se aplica un shear
stress de 0.2 dyn/em?” (Figura 3.13). El volumen total recirculado durante el experimento con

BW5WEF fue de 5ml en ambos protocolos.

Figura 3.13. Dispositivo PS-6 conectados a flujo dentro del incubador. Este sistema es similar
al descrito anteriormente para los dispositivos COP-3 y COP-2 con perfusién de medio de cultivo
mediante bomba peristaltica. En este caso, los tubos utilizados para conectar los canales en serie del
dispositivo PS-6 son de silicona, en vez de tubo Tygon como en el COP-3 o tubo FEP como en el
COP-2.

En el Protocolo 2 de siembra de los dispositivos, estos se conectaron al sistema a flujo con
la bomba peristaltica una vez las células habian formado una monocapa totalmente
confluente en los canales de los PS-6, a diferencia del Protocolo 1, que se conectaron al
sistema cuando todavia no habian alcanzado la confluencia. Una vez obtenida la monocapa,

se conectaron a flujo con los mismos parametros que con el Protocolo 1.

3.6. Protocolo visualizacion daunorrubicina en tibulos

Las estructuras tubulares de RPTEC/TERT1 sobre cating de colageno 1 se trataron con
daunorrubicina 50 uM, partiendo de una solucién de trabajo de 50 mM. Se afadieron 50 pl
de daunorrubicina 50 uM en medio de cultivo DMEM sin rojo fenol (Lonza, BE12-917F)

en los pocillos y se dejaron incubar durante 24h a 37°C en el incubador. Pasado este tiempo,
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se lavaron tres veces los pocillos con DMEM sin rojo fenol y se tomaron imagenes de campo

claro y fluorescencia con el microscopio widefield invertido Olympus IX81.

3.7. Inmunofluorescencia

Para llevar a cabo la técnica de inmunofluorescencia tanto en el modelo de tubulogénesis
como en el modelo &idney-on-a-chip, primero se lavan las células con PBS tres veces para
eliminar los restos de medio de cultivo. Se retira el PBS y se fijan las muestras con
paraformaldehido (PFA) 4% (Thermo Fisher, 15424389) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se lavan los pocillos o los canales de nuevo tres veces con PBS, se retira y se
permeabilizan las muestras con Triton X-100 (Sigma, T8787) al 0.2% en PBS 10x. Se deja 10
minutos a temperatura ambiente y se vuelven a lavar tres veces las muestras con PBS. Para
amortiguar la autofluorescencia de las muestras, se utiliza NH4Cl 50 mM, el cual se prepara
con 850 ul de agua MilliQQ, 100 pl de PBS 10x y 50 ul de NH4Cl 1M para tener 1 ml de
solucion. Se incuba 10 minutos y se vuelven a repetir los lavados con PBS. Para bloquear y
as{ evitar sefales inespecificas, se utiliza una soluciéon de bloqueo a partir de 600 ul de PBS
10x, 66mg BSA (Sigma, A9647) para una concentracion final de 0.1%, 600 ul suero de cabra
(Sigma, G6767) para tener una concentracion final de 10% y 4.8 ml de agua MilliQQ, para
obtener 5 ml de la solucién de bloqueo. Fsta se afiade y se deja incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se afladen los anticuerpos primarios en
solucion de bloqueo en una proporcion 1:200. Los anticuerpos primarios son el anticuerpo
policlonal anti-ZO-1 de conejo (Thermo Fisher, 40-2200), el anticuerpo monoclonal de anti-
tubulina acetilada de ratén (Santa Cruz, sc-23950) y el anticuerpo monolonal anti-vimentina
(Santa Cruz, sc-6260). Después de afiadir los anticuerpos primarios se deja incubar en camara
himeda a 4°C hasta el dia siguiente. Transcurrido ese tiempo, se lavan las células tres veces
con PBS y se anaden los anticuerpos secundarios diluidos en solucién de bloqueo en una
proporcién 1:500. Los anticuerpos secundarios utilizados Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit
IgG (H+L) (Thermo Fisher, A-11008) y Alexa Fluor 546 Goat anti-Mouse IgG (H+L)
(Molecular Probes, A11030). La faloidina 546 (Molecular Probes, A22283) se afiade junto
con los anticuerpos secundarios a una proporcion también de 1:500. Se incuba durante una
hora y media a temperatura ambiente y se lava tres veces con PBS. Finalmente se tifien los
nucleos con DAPI (Molecular Probes, D3571) en PBS en una dilucién 1:1000 y se deja al

menos 30 minutos antes de su visualizacién en el microscopio confocal (Nikon Eclipse Ti)
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para la toma de imagenes. En el caso de las células que recrean estructuras tubulares sin la
base de hidrogel, se visualizaron y tomaron imagenes directamente donde habian sido
sembradas, en el #-slide angiogenesis. Sin embargo, las formas tubulares que estaban sobre el
hidrogel no alcanzaban a verse debido a la distancia focal del microscopio, por lo que para
su correcta observacion hay que extraer los geles de los pocillos del s/de. Para ello, se utilizan
unas pinzas con las que se retira el hidrogel del pocillo y se deposita sobre un portaobjetos
de vidrio. Una vez esta el hidrogel en una posicion correcta, se coloca un cubreobjetos encima
en el que previamente se ha puesto medio de montaje Vectashield y se sella con laca de ufias
transparente. Estas muestras hay que dejarlas hasta el dfa siguiente para evitar que el

cubreobjetos se mueva y pueda dafar el hidrogel.

3.8. Expresion de genes por RT-PCR convencional

Para obtener las muestras el primer paso es realizar la extraccion de RNA, la cual se hizo
siguiendo el protocolo del fabricante del kit utilizado (Norgen Total RNA Purification Kit,
Cat.37500). Una vez obtenido el RNA se cuantific6 haciendo uso de un espectrofotémetro
de amplio espectro (NanoDrop ND-1000). La concentracién final fue obtenida en ng/ul.
Como criterio de calidad del RNA extraido se comprobé la pureza del mismo con dos
medidas de absorbancia, 260/280 y 260/230. A 260 nm se miden los acidos nucleicos y a
280 nm las proteinas; para que esta relacion sea aceptable debe estar en un rango de 1,8 a
2,1. Si es inferior podria indicar la presencia de proteinas u otros contaminantes. La relacion
260/230 indica la posible presencia de sustancias quimicas que quedan tras la extraccion del
RNA y su rango es de 2 a 2,2. Si es inferior podria indicar la presencia de contaminantes

como alcoholes empleados en la extraccion.

Para obtener cDNA a partir de las muestras de RNA se realizé una retrotranscripcion
inversa. Para ello, se llevé a cabo una RT-PCR (Thermo Fisher, High Capacity cDNA
Reverse transcription kit, 4368814). Se descongelan en hielo todos los componentes del kit
y se prepara un volumen final de 10 pl/muestra con los siguientes volimenes para llevar a

cabo la reaccién:

= 1 ulde 10x RT Buffer
* 0,4 pl de 25x ANTPs (100 mM)
* 1 ulde10x RT Random primers
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* 0,5 ul de MultiScribe Reverse Transcriptase 50 u/ pl
* Muestra de RNA hasta 7,1 ul (se pueden utilizar hasta 1 ug de RNA por cada 10 ul
de reaccion)
* Agua DEPC hasta completar el volumen final de 10 pl
Tras anadir la mezcla de todos los componentes en cada tubo, se centrifuga para que el
contenido de la reacciéon baje al fondo del tubo. Finalmente, se inicia la reaccién en el
termociclador (Thermo Fisher, Veriti 96 Well Thermal Cycler) siguiendo el siguiente

protocolo:

= 25°C, 10 minutos
= 37°C, 120 minutos
= 85°C, 5 minutos

" 4°C, hasta que se saca la reaccién del termociclador

Las muestras de cDNA obtenidas pueden conservarse a -20°C si no van a ser procesadas el

mismo dia.

Tras obtener el cDNA, se procedi6 a realizar l]a PCR multiplex con un kit comercial (Ibian
lab, Bian-Taq DNA Polymerase, i01-105), con los amplicones obtenidos para cada par de
primers de los genes que se querian analizar. Los primers se repartieron en cuatro mixes (Tabla
3.7), agrupando los genes con pares de bases con un peso molecular diferente para poder

observar la expresion en la electroforesis sin que se solapasen las bandas.

Tabla 3.7. Genes que se analizaron por PCR multiplex.

Gen Pares de
bases
Megalina 185 pb
MIX 1 KSP 125 pb
DPP4 102 pb
THP 358 pb
MIX 2 aSma 172 pb
SGLT2 110 pb
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APN 232 pb

MIX 3 GAPDH 157 pb
GGT1 85 pb

AQP2 350 pb

MIX 4 NKCC2 149 pb
NCC 70 pb

Para ello se prepararon las muestras con los diferentes componentes del kit (Tabla 3.8 en
tubos de 0.2 ml de la siguiente forma: Para cada muestra se preparé un mix de todos los

componentes, que se afadieron a diferentes tubos, y finalmente se afadié el volumen de

cDNA necesario para cada muestra.

Tabla 3.8. Componentes de la RT-PCR con el volumen y la concentracion final.

Volumen Concentracion final
10x PCR buffer completo 2l 1x
dNTPs mix 10 mM 0,4 ul 200 uM
Mix primers 4 pM 2,5 ul 0,5 uM
DSF Taq Polimerasa 0,1 ul 0,05 uds/pl
cDNA Xul 200 pg/ul
Agua estéril Hasta completar 20 ul

Para llevar a cabo la reaccién, se utilizé el mismo termociclador con los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion a 94°C, 2 minutos

2. Desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos

3. Anillamiento a 62°C, 30 segundos

4. El paso 2y 3 se repiten durante 40 ciclos

5. Extension a 72°C, 1 minuto 30

6. Extension final a 72°C, 5 minutos
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7. 4°C hasta sacar las muestras del termociclador

Una vez obtenidos los amplicones, se pasa a realizar la electroforesis en gel de agarosa 2%.
Para un volumen final de 100 ml de gel, se disuelven 2 gr de agarosa en polvo (Lonza,
SeaKem LE Agarose, ref. 50004) en tampén SB 1x en agua destilada a partir del stock de SB
20x. El tampoén SB es una soluciéon tampoén que se utiliza para la separacion de DNA, y esta
compuesto de borato de sodio a una concentraciéon de 100 mM en agua destilada. La mezcla
se introduce en el microondas hasta que se disuelva completamente la agarosa y se afiaden 5
ul de bromuro de etidio, el cual se intercala entre las bases de DNA y emite fluorescencia
cuando se ilumina con una luz ultravioleta. Se vierte el gel en el soporte donde se va a realizar
la electroforesis y se deja hasta que polimerice completamente. Una vez polimerizado el gel
de agarosa, se afiade tampén SB 1x a la cubeta, dejando sumergido el gel, y se preparan las
muestras con el tampén de carga. Este se afiade para facilitar la carga de las muestras ya que
contiene glicerol, lo cual da peso a la muestra para que el DNA precipite al fondo de los
pocillos. Ayuda también a conducir la corriente y a controlar el pH. A los 20 pl obtenidos de
cada muestra se afladen 4 pl del tampoén de carga. De los 24 pl finales de cada muestra, se
utilizan 12 pul para cargar las muestras en los pocillos correspondientes. En uno de los pocillos
del gel se afiaden 10 ul de control de carga de 100-1000 pb. Una vez preparado el gel con las
muestras, se conecta la cubeta a la fuente de alimentacion con los electrodos en la posicion
correcta y se aplica una carga de 200 V durante 35 minutos. Para la visualizacién de las bandas
en el gel, se utiliza un transiluminador con luz ultravioleta y se tomaron imagenes para su

posterior analisis.

3.9. Cuantificacion de la expresion génica mediante

qPCR

La extracciéon de RNA total se llevé a cabo con Trizol (Invitrogen, 15596026). Las muestras
se incubaron durante 5 minutos para favorecer la completa disociacién de los complejos
nucleoproteicos, y a continuacién se afiade 200 ul de cloroformo por cada mililitro de Trizol
utilizado en la lisis. Se incuba 3 minutos y se centrifugan las muestras a 12.000g a 4°C durante
15 minutos. La mezcla se separa en tres fases, una en el fondo del tubo de color rojizo que
contiene el cloroformo, una interfase y una fase acuosa incolora en la parte superior. Esta

ultima se transfiere a un nuevo tubo, se afade 0,5 pl de glicogeno libre de RNAasas a cada
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muestra y seguidamente se afiaden 0,5 ml de isopropanol por cada mililitro de Trizol utilizado
en la lisis. Se incuba 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga a 12.000g a 4°C
durante 10 minutos. El RNA total precipita en el fondo con una consistencia de gel
blanquecino en el fondo del tubo. Se descarta el sobre nadante y se resuspende el pellet en 1
ml de etanol 75% por cada mililitro de Trizol usado en la lisis. Se centrifuga de nuevo, a
7.500g a 4°C durante 5 minutos y se vuelve a descartar el sobrenadante. El pellet resultante
se deja secar de 5 a 10 minutos, y finalmente éste se resuspende en 6 ul de agua DEPC. Una
vez obtenida la muestra de RNA, se cuantificaron todas las muestras con el kit de ensayo de
alta sensibilidad de RNA Qubit (Thermo Fisher, Qubit RNA High Sensitivity (HS), Q32852)

y se midieron en el fluorimetro Qubit 3.0.

Una vez obtenidas las muestras de RNA, se llevo a cabo la retro-transcripcion para obtener
el cDNA con el kit comercial PrimeScript RT Master Mix (Takara, RRO36A). Para ello, se
prepara cada muestra con 2 ul de 5X PrimeScript RT Master Mix (Perfect Real Time), 500
ng de RNA en el volumen necesario y completar la mezcla con agua destilada libre de
RNAasas hasta completar un volumen de 10 pl. La retro-transcripcion se lleva a cabo a 37°C
durante 15 minutos, después a 85°C para la inactivacion por calor de la retro-transcriptasa y

finalmente a 4°C hasta sacar la muestra del termociclador previamente mencionado.

Con el cDNA que se obtiene a partir de la retro-transcripcién, se procede a la amplificacion
de las secuencias de interés, correspondientes a los marcadores detallados en la Tabla 3.9.
Cada muestra se prepara con el kit comercial Premix Ex Taq (Probe qPCR) (Takara,
RR390L) de la siguiente forma, para obtener un volumen final de 20 ul/muestra, preparando

duplicados de cada una de ellas:

* 10 pl Premix Ex Taq (2x)
* 2 uldelasonda

" 6 uldeagua DEPC

= 2ulde cDNA

Con las muestras ya preparadas, se lleva al termociclador, en este caso ViiA 7 Life

technologies, y se procede a la realizacién de la qPCR siguiendo los siguientes ciclos:

®*  Un ciclo a 95°C, tres minutos

" 40 ciclos a 95°C 30 segundos seguido de 60°C durante 1 minuto.
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Se analizaron marcadores de transicion epitelio-parénquima (EMT), expresiéon de
transportadores, de estrés celular y de dafio renal (Tabla 3.9).

Tabla 3.9. Marcadores utilizados en la qPCR para el modelo de tubulogénesis y para el
modelo kidney-on-a-chip.

Pefil Marcadot TIPO Secuencia de
referencia

CONTROL RPLPO Control end6geno NM_001002
EMT Fibronectin | Matriz extracelular NM_145235

EMT aSMA Matriz extracelular NM_001141945

EMT Vimentin Matriz extracelular NM_001017921
TRANSPORTE OAT1 Tubulo proximal NM_153278
TRANSPORTE OAT3 Tubulo proximal NM_004254
TRANSPORTE OCT1 Tubulo proximal NM_153187
TRANSPORTE OCT2 Tubulo proximal NM_003058

TRANSPORTE AQP1 Tubulo proximal NM_001185060
METABOLISMO | AMPKal Esttrés celular NM_ 206907
METABOLISMO | AMPKa2 Estrés celular NM_006252
METABOLISMO | GAPDH Estrés celular NM_002046
METABOLISMO| mTOR Estrés celular NM_004958
HIPOXIA HIF1A Estrés celular NM_181054
HIPOXIA HIF2A Estrés celular NM_001430

HIPOXIA HO-1 Estrés celular NM_002133(1)
DANO RENAL KIM1 Dafio NM_012206
DANO RENAL NGAL Dafio NM_005564

Una vez obtenidos los datos de los ciclos donde se amplifican las secuencias de interés, se
pasé a analizar las diferentes condiciones con el método de analisis 2°(ddCt) (Schmittgen
and Livak, 2008).El primer paso es calcular el dCt de cada gen de todas las muestras respecto
al gen de referencia, que en este caso es RPLPO. Este valor se obtiene restando los Ct del gen
de referencia a los Ct de cada uno de los genes a analizar. Una vez obtenidos los valores dCt,
hay que calcular el valor ddCt, que se obtiene restando el dCt de las muestras control a los
dCt de las muestras del modelo de tubulogénesis o del modelo &idney-on-a-chip. El valor final
se obtiene a partir de la férmula 2°-(ddCt), y este valor es el que finalmente se analiza para

observar diferencias en la expresion de los genes de interés.
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3.10. Preparacion de cisplatino, daunorrubicina y

tacrolimus

El cisplatino o cis-diaminodicloroplatino(I), (CDDP) es un agente alquilante basado en el
platino y utilizado en quimioterapia. El cisplatino (Sigma, P4394), cuyo peso molecular es
300 g/mol, se prepar6 en una disolucién de NaCl 0.9% en agua destilada a una concentracién

de 3 mM y almacenado a 4°C.

El tacrolimus, FK-506 monohidrato (Sigma, F4679), es un farmaco inmunosupresor
utilizado de forma comun en trasplantes alogénicos. Este farmaco, cuyo peso molecular es
822.03 g/mol, fue diluido en DMSO a una concentracién de 24.33 mM y almacenado a -
20°C

La daunorrubicina (Sigma, 30450) es un firmaco quimioterapéutico de la familia de las
antraciclinas. Esta, con un peso molecular de 563.99 g/mol, fue preparada en agua destilada

a una concentraciéon de 50 mM y almacenada a -20°C.

3.11. Citotoxicidad en el modelo de tubulogénesis

Tras el protocolo de siembra y mantenimiento de las RPTEC/TERT1 pata la formacion de
tubulos en el u-Slide Angiogenesis (IBIDI) previamente descrito, donde se formaron tabulos
sobre un hidrogel o sin hidrogel, se cambi6 el medio de cultivo BW5C a medio sin factores
de crecimiento, BW5WF. Dichas estructuras tubulares y células sembradas en una placa de
96 pocillos como control fueron expuestas a los citotoxicos daunorrubicina y cisplatino
(CDDP). Tanto para el tratamiento con daunorrubicina como para el CDDP se prepararon
las siguientes diluciones en medio de cultivo BW5WE: 0, 15, 30, 50, 100 y 300 uM. Se afiadio
50 pul de cada dilucién a los tabulos, habiendo dos pocillos por condicién, y 100 pl de cada
una de ellas en la placa de 96 pocillos, con tres pocillos por condicién. Se mantuvo el cultivo
celular 24h con el tratamiento, y tras ese periodo de tiempo se renovo el medio de cultivo.

Pasadas otras 24h, se llevo a cabo un ensayo de viabilidad celular con PrestoBlue.
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3.12. Citotoxicidad en el modelo kidney-on-a-chip

Tras aplicar dos regimenes de flujo en los dispositivos PS-6, uno de ellos con un shear stress
de 0.03 dyn/cm’y otro con un shear stress fisiologico de 0.2 dyn/cm® durante 72h, se trataron
las RPTEC/TERT1 tanto en los dispositivos como en una placa de 96 pocillos como control
de cultivo celular tradicional. Se aplicaron tratamientos con daunorrubicina, tacrolimus y
cisplatino. Las concentraciones de daunorrubucina afiadidas al medio de cultivo BW5WF
fueron 0, 50, 100, 150, 200 y 300 uM. En el caso del tacrolimus, fueron 0, 15, 30, 50, 75 y
100 uM. Por ultimo, las concentraciones utilizadas con el cisplatino fueron 0, 15, 30, 50, 100

y 300 pM.

Se aplico el tratamiento con los diferentes farmacos tanto a los dos dispositivos PS-6 como
a la placa de 96 pocillos en el incubador a 37°C y 5% CO,. Los PS-6 se mantuvieron dentro
del incubador en un balancin y la placa en estatico, durante un periodo de 24h. Tras este
tiempo, se renovo el medio de cultivo y se mantuvieron las células en las mismas condiciones

otras 24h. Pasado este tiempo, se llevo a el ensayo de viabilidad celular.

3.13. Protocolo de analisis de la viabilidad celular

3.13.1. Analisis de la viabilidad celular en el modelo de

tubulogenesis.

Tanto en los pocillos del u-S/ide Angiogenesis como en la placa multipocillo control, se lavaron
las células tres veces con HBSS. Tras los lavados, se anadié una dilucién de PrestoBlue (Life
technologies A13262) en medio de cultivo BW5WF en una proporcién 1/20, 50 ul/pocillo
para los tibulos y 80 pl/pocillo en la placa de 96 pocillos. La técnica de PrestoBlue se basa
en la actividad reductora de las células vivas, por lo que se basa en la actividad metabodlica
celular. El compuesto que se utiliza en esta técnica es la resazurina, que al entrar en contacto
con células vivas se reduce a resorufina, un compuesto rojo que puede medirse por
fluorescencia. Para realizar la lectura de la fluorescencia emitida por el PrestoBlue, se utilizé
un lector de placas (Biotek Synergy HT) equipado con filtros de excitacion 528/90 y emision
590/35. Los datos que se muestran en las graficas de toxicidad a los diferentes firmacos se
corresponden con los datos relativos de los datos obtenidos de fluorescencia en el lector de

placas.
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3.13.2. Analisis de la viabilidad celular en el modelo kidney-on-
a-chip

Antes de aplicar el tratamiento en las células expuestas a shear stress, se realizé un ensayo de
viabilidad celular con PrestoBlue para tener en cuenta posibles diferencias en la proliferacion
celular de las células que habian estado a un flujo bajo y a un flujo alto. Tras aplicar shear stress
durante 72h, se afiadi6é PrestoBlue en una proporcion 1/20 en medio de cultivo BW5WF.
Para ello, se retir6 el medio de cultivo de los reservorios, dejando medio en los canales para
que no se dafiase el cultivo celular. Posteriormente, se afladieron 30 pl de PrestoBlue 1/20
por uno de los reservorios y el exceso se retir6 por el reservorio del lado opuesto del canal.
Finalmente, se volvieron a afiadir 30 pl/canal de la dilucién de PrestoBlue y se utilizé el lector
de placas para cuantificar la fluorescencia. Una vez terminada la lectura, se renovo el medio
de cultivo para eliminar el PrestoBlue y se procedié al tratamiento con los diferentes

farmacos.

Después del tratamiento con daunorrubicina, cisplatino y tacrolimus, se llevé a cabo el
analisis de la viabilidad celular tras la exposicion a los compuestos nefrotoxicos, siguiendo
los mismos pasos previamente mencionados, tanto en los dispositivos PS-6 como en la placa
multipocillo. Una vez obtenida la lectura de la fluorescencia de PrestoBlue en el lector de
placas, se procedié a seguir con un protocolo para obtener el porcentaje de células vivas
mediante el cristal violeta. En este caso, se lavaron los pocillos y los canales de los dispositivos
con HBSS y tras retirarlo se afiadié metanol frio (100ul/canal y pocillo) durante 10 minutos
para fijar las células. Se lavaron las muestras con PBS y una vez totalmente secas se afadio
cristal violeta (Sigma C0775) a una concentracion de 0.1% en agua destilada (80 ul/canal y
pocillo). Se dejé durante 30 minutos para teflir los nucleos de las células y pasado este tiempo,
se lavaron los pocillos y los canales de los PS-6 con abundante agua para eliminar el exceso
de cristal violeta. Una vez los pocillos y los canales estaban completamente secos, se afadio
acido acético al 10% en agua destilada para lisar las células (80 pl/canal y pocillo) , y se
mantuvo la placa y los PS-6 en agitacion (IKA MS 3 digital) durante 20 minutos. Finalmente
se obtuvo una lectura de la absorbancia a 590 nm con el mismo lector de placas. A
continuacioén, se procedié a cuantificar el nimero de células. Las graficas de porcentajes de
viabilidad celular (PrestoBlue) y nimero de células vivas (cristal violeta) se refieren a datos
relativos, calculados a partir de los datos obtenidos de fluorescencia y absorbancia,

respectivamente.
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3.14. Calculo del EC50

Para calcular el EC50 se utilizé el software GraphPad Prism 6. El primer paso fue
transformar los datos de todas las medidas de los diferentes experimentos por separado a
escala logaritmica. Una vez obtenida la curva de respuesta al firmaco en base logaritmica, se
calcul6 el EC50 de cada experimento independiente de cada una de las condiciones. Para ello
se ajustaron los datos transformados a una curva con progresiéon no lineal mediante la

siguiente ecuacion:
Y =100/(1 + 10(X—L0gECSO))

Una vez obtenidos los EC50 de cada experimento independiente, se agruparon en las tres
condiciones de cada modelo, tanto del modelo de tubulogénesis como en el modelo £idney-

on-a-chip y se calculd la media y la desviaciéon estandar para cada condicion.

3.15. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente con el software GraphPad Prism 6. Las
graficas muestran la media con su desviacion estandar (SD). El test estadistico empleado para
el analisis de los resultados de qPCR fue el ANOVA de dos vias. El test estadistico que se
utiliz6 para el calculo del EC50 de los diferentes farmacos fue el ANOVA de una via no

paramétrico con correccion mediante test de Turkey, valor p<0.05.
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4. Desarrollo del modelo de tubulogénesis

4.1. Introduccion

Los modelos renales tridimensionales han demostrado ser una herramienta poderosa para el
estudio del desarrollo del rifidn, las enfermedades renales y también como modelos para
testar farmacos que puedan provocar nefrotoxicidad. Existe una clara tendencia a sustituir el
cultivo celular tradicional porque no recapitula aspectos clave encontrados en el rifién 7 vivo
(King et al., 2017). Alo largo de los afios, se han descrito algunos modelos renales sofisticados
que demuestran que es posible recrear estructuras similares a los tibulos proximales renales.
Algunos de estos modelos se basan en el papel de los componentes de la ECM y los factores
de crecimiento implicados en el proceso de tubulogénesis. Los primeros intentos de explicar
cémo se produce la ramificacién renal 7z vitro mostraron que los factores de crecimiento
especificos y los componentes de la ECM eran cruciales para recrear estructuras similares a

los (Taub ez al., 1990; Montesano, Schaller and Orci, 1991).

Los componentes de la ECM se han utilizado cominmente para recrear estructuras similares
a los tibulos en 3D, pero hay materiales sintéticos que también pueden recapitular estas
estructuras zz vitro. L.os hidrogeles sintéticos como el polietilenglicol (PEG) o el polimero
biofuncional de poli(etilenglicol) diacrilato (PEGDA) fueron funcionalizados para
proporcionar soporte biomecanico a las células cuando se sembraron dentro de un hidrogel

(Chung e# al., 2008).

Hay varios agentes que intervienen en la morfologia 3D dentro de los hidrogeles, como las
seflales mecanicas y las interacciones proteicas. Estos factores pueden cambiarse modulando
la concentracién de proteinas y la rigidez del hidrogel utilizado para el modelo (DesRochers,
Palma and Kaplan, 2014; Shamir and Ewald, 2014; Hirashima, Hoshuyama and Adachi,
2017). De esta forma, se ha demostrado que las células renales recrean estructuras similares
a los tubulos dentro de una matriz especifica de forma espontanea, ya que la ECM influye en

su polarizacion y en la formacion del lumen (Zegers ef al., 2003; Schliter and Margolis, 2009).

Los protocolos de cultivo tridimensional comienzan con la siembra de células previamente
mezcladas con diferentes proteinas extracelulares. La mayoria de los estudios se basan en el
uso de Matrigel o colagenos como fuente de estas proteinas. Las mezclas comerciales o las
proteinas aisladas derivadas de la ECM se han utilizado ampliamente para recubrir superficies
o fabricar hidrogeles tridimensionales. El Matrigel es uno de los extractos de proteinas
solubles mas conocidos, que se obtiene a partir de tumores Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)

de ratén (Kleinman and Martin, 2005). Contiene algunas de las proteinas mas importantes
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de la matriz extracelular como la laminina, el colageno 1V, la entactina y el proteoglicano de

heparan sulfato.

A principios de los 90 se demostré que el TGF- o y el EGF , que tienen similitudes
estructurales, estimulaban la formacion de tibulos cuando se cultivaban células renales
primarias de raton dentro de Matrigel (Taub ez al, 1990). Las células renales primarias de
raton dieron lugar a la formacién de tubulos cuando se mezclaron con una suspension de
colageno tipo I. Se anadié medio de crecimiento después de la siembra de las células y tras
siete dias aparecieron estructuras similares a los tibulos y glomérulos. Estas estructuras
fueron capaces de alargarse en un corto periodo de tiempo (Joraku ez 4/, 2009). En otro
estudio, las células renales de rata neonatal sembradas en una matriz biolégica de colageno-
Matrigel también desarrollaron una arquitectura 3D que mostré estructuras tubulares y
también estructuras similares a glomérulos que aparecieron después de 14 dias de cultivo

celular (Fomby et al., 2010) .

Ademas, la funcionalizacién especifica de los hidrogeles con bioligandos permite que las
células renales interactuen con la ECM, lo cual es esencial para la morfogénesis y la
polarizaciéon en los cultivos celulares 3D. Con esta premisa, se sembraron MDCK en
hidrogeles de polietilenglicol (PEG) funcionalizados con el péptido RGD o la laminina-1 y
las células formaron quistes perfectamente polarizados con un lumen en su interior (Chung

et al., 2008).

En el caso de los modelos 2.5D, se requiere la adicién de proteinas de la ECM al medio de
cultivo para inducir la diferenciacion y la morfologia especificas del tejido. A menudo se
utilizan extractos comerciales de ECM como Matrigel y Colageno I (Shamir and Ewald,
2014). La linea celular MDCK tipo 2 crecié formando quistes cuando el medio de cultivo se
mezcl6 con un 2% de Matrigel y dicha suspension celular se puso sobre una capa de Matrigel.
La plasmolipina (PLLP), cuya expresion induce la activacion de la via de sefializacion Notch,
esencial para la polarizacion y diferenciacion celular, se increment6 durante la formacion del
lumen en las estructuras quisticas generadas (Rodriguez-Fraticelli ez a/, 2015). LLC-PK1 y
RPTEC/TERT1 tuvieron una respuesta similar cuando se cultivaron con medio enriquecido

con Matrigel sobre hidrogeles de Matrigel o colageno (Bosch-fortea ez al., 2019).

Los modelos tridimensionales mencionados, basados en el uso de proteinas de la matriz
extracelular para recrear estructuras quisticas o tubulares que se asemejen al fenotipo que se
observa 7z vivo, tienen algunas limitaciones que hacen que no sean utilizados de forma

rutinaria en la practica. Muchos de los protocolos empleados en este tipo de modelos hacen
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uso de lineas celulares de origen animal, y la tendencia en los tltimos afios va encaminada a
trabajar con lineas celulares, ya sean primarias o continuas, cuyo origen es humano. Otro de
los inconvenientes que pueden tener es que son protocolos demasiado alargados en el tiempo
y requieren una mano experta para llevarlos a cabo. El hecho de que en la mayoria de los
modelos desarrollados hasta ahora las células estén embebidas en una matriz de proteinas de
la ECM hace que el coste econdémico se eleve puesto que el volumen necesario de este tipo
de compuestos es elevado, y debido a esto el uso de este tipo de componentes es limitante a
la hora de desarrollar modelos de este tipo. Ademas, al estar las células embebidas dentro de
un hidrogel en la mayoria de los casos, el acceso a ellas es complicado para realizar ensayos

de transporte o de toxicidad frente a firmacos.

Por estas razones, todavia es necesario el desarrollo un modelo que recree las estructuras
tubulares que se encuentran en el riién humano, que sea accesible y de facil manejo para que
pueda ser utilizado de forma rutinaria en el sereening de nuevos farmacos. Es por ello que
hemos desarrollado un modelo 7 vitro 2.5D con una linea celular establecida, con un

protocolo sencillo y que permite tener acceso directo a las células.

4.1.1. Hipotesis

El uso de matrices biolégicas con células de tdbulo proximal renal genera estructuras
complejas con forma tubular, haciendo que el fenotipo del cultivo celular sea mas
representativo del tejido renal, por lo que tanto su funcién como su morfologia sean mas

biomiméticas en comparacion con el cultivo celular tradicional.

4.1.2. Objetivos especificos

e Generacion de estructuras tubulares directamente sobre superficies plasticas para eliminar
el uso de hidrogeles y facilitar los ensayos de nefrotoxicidad producida por farmacos.

e Desarrollo de un modelo capaz de reducir costes y que sea una herramienta util para
ensayos de alto rendimiento.

e C(Caracterizacion del modelo de tubulogénesis y compararlo con el cultivo celular
tradicional a partir de diferentes técnicas como la inmunofluorescencia, el transporte de
farmacos y la expresion de marcadores especificos de las células epiteliales del tubulo

proximal renal.
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4.2. Resultados

4.2.1. Generacién de estructuras autoorganizadas sobre

hidrogeles

Para comprobar si la linea celular RPTEC/TERT1 tenia capacidad de formar estructuras
tridimensionales sobre diferentes matrices biologicas, se probaron cinco condiciones
mezclando colageno 1 y Matrigel en distintas proporciones. Ademas de las diferentes
proporciones de ambos componentes, la suspension celular que se afiadié sobre los
hidrogeles tenfa un 5% de Matrigel, a diferencia de la condicién control, que no contenia
Matrigel. Después de 24h en cultivo celular, se observaron estructuras tanto quisticas como
tubulares, dependiendo de la proporcién de los dos componentes del hidrogel, cuando las
células habia sido resuspendidas con un 5% de Matrigel (Figura 4.1, F-]). En los controles
sin el 5% de Matrigel, las células se dispusieron en monocapa menos en la condicion donde
el hidrogel era 100% Matrigel, donde las células formaron estructuras esféricas (Figura 4.1,
A-E). La condicién donde mas estructuras tubulares se generaron fue en el hidrogel formado
por un 90% de colageno Iy 10 % de Matrigel con las células con un 5% de Matrigel (Figura
4.1, F). Con este protocolo se consiguié la formacién de estructuras mayoritariamente
tubulares en dicha condicién, siendo la formacion de quistes predominante en el resto de las
condiciones, sobre todo en las que el porcentaje de Matrigel es mayor en la proporcion del

hidrogel.

90 % Col | + 10% MG 70 % Col | +30% MG 50 % Col | + 50% MG

- 5% MG

+5% MG

Figura 4.1. Formacion de estructuras autoorganizadas sobre hidrogeles. En las condiciones
donde no se afiadié un 5% de Matrigel a la suspension celular, las células se dispusieron en monocapa
sobre los hidrogeles (A-E). En la condicién con un 5% de Matrigel, se formaron estructuras tubulares
o quisticas dependiendo de la composicion del hidrogel (F-]). Barra de escala 50 um.
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Con el fin de corroborar que la razén por la que las células formaban estructuras tubulares
era el afiadir un 5% de Matrigel a la suspension celular antes de sembrar las RPTEC/TERT1
sobre la matriz bioldgica, se utilizaron dos tipos de lamininas. La laminina es uno de los
componentes de la matriz extracelular, la cual se ha visto que juega un papel importante en
la morfogénesis de estructuras ramificadas de células renales en modelos de cultivo celular

en 3D (Chen e al., 2004).

Siguiendo el protocolo para la formacién de estructuras tubulares, se observé que cuando se
resuspendieron las células con un 10% de Laminina 511, Laminina 521 o una mezcla de
ambas, en lugar de Matrigel, no formaron estructuras tubulares sobre el hidrogel de colageno
sobre el que se sembraron las células (Figura 4.2B, C, D). Como control positivo se
sembraron las células con un 5% de Matrigel sobre el mismo tipo de hidrogel y si se produjo

la formacion las estructuras tubulares previamente mencionadas (Figura 4.2A).

+10% Laminin 511

+10% Laminin 521 +10% Laminin 511-521

Figura 4.2. La formacion de estructuras tubulares depende de la presencia de varios de los
componentes de la ECM. Las células RPTEC/TERT1 fueron sembradas sobre un hidrogel de
colageno I. Las células a las que se le afladieron lamininas no generaron estructuras tubulares (B, C,
D) en comparacién con la condicién en la que se afiadié un 5% de Matrigel a las células (A). Barra
de escala 50 pm.

Estos resultados sugieren que otros de los componentes del Matrigel son los implicados en
la formacion de estas estructuras autoorganizadas con morfologia tubular, ya que solo con el
uso de la laminina no se consigui6 esta disposicién. El componente principal del Matrigel es

la laminina, con un 60% del total de su composicion, pero con estos resultados se demuestra
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que esta proteina por si misma no es capaz de generar estructuras tubulares en las
RPTEC/TERTT1, pero si cuando se utiliza con otros componentes de la ECM vy los factores

de crecimiento que se encuentran en el Matrigel.

4.2.2. Generacion de estructuras autoorganizadas sobre

recubrimientos de superficie

Una vez comprobado que el factor determinante para la formacion de tabulos es la presencia
de MG en el medio de cultivo, se quiso comprobar si podia reproducirse este efecto en
ausencia de hidrogel, sembrando las células directamente sobre la superficie plastica de la
placa multipocillo y comprobar a su vez el efecto de diferentes watings. En este punto, se vio
que, en ausencia de MG en el cultivo celular, no se formaron estructuras 3D en ninguna

condicion (Figura. 4.3).

Figura 4.3. Formacion de monocapa celular de RPTEC/TERT1 sobre coatings. Las células
no formaron estructuras tubulares sobre los diferentes catings en ninguna de las condiciones si no
que cubrieron los pocillos con una monocapa celular confluente. Barra de escala 100 um.
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Por otro lado, se observé que tras 24h de la siembra, se habian formado estructuras
mayoritariamente autoorganizadas con forma tubular y también formas quisticas, éstas
ultimas en menor cantidad, en todas las condiciones con la adicién de un 5% MG en la
suspension celular, incluso en la condicién control donde no se habia recubierto el pocillo

con ninguna proteina ni combinacién de proteinas de la ECM (Figura 4.4).

Figura 4.4. Formacion de estructuras autoorganizadas sobre coatings en presencia de

Matrigel. Las RPTEC/TERT1 formaron estructuras autoorganizadas con aspecto tubular y quistico
sobre todos los catings (B-H), incluso en la condicién donde no se habia recubierto la superficie del
pocillo con ninguna proteina de la ECM (A).

4.2.3. Generacion de estructuras autoorganizadas tubulares en

dispositivos microfluidicos

Como se observé que la linea celular utilizada formaba estructuras autoorganizadas tubulares
sin necesidad de sembrar las células sobre una matriz biolégica o sobre un cwating de proteinas

de la ECM, se adapt6 el protocolo de siembra para poder generar las mismas estructuras en
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un dispositivo microfluidico (Figura 4.5). El objetivo de sembrar las RPTEC/TERT1 en el
dispositivo era la creacion de un gradiente con un factor de crecimiento afiadido al medio de
cultivo en uno de los canales laterales para ver como afectaba a la elongacién o ramificacion
de los tabulos. En este caso, hubo que aumentar la concentracién de Matrigel en la
suspension celular ya que la concentracion de células también era mayor en comparaciéon con

el protocolo establecido en pocillos de placa de 96 o en los y-slide Angiogenesis.

Figura 4.5. Formacién de estructuras autoorganizadas con forma tubular en el dispositivo
microfluidico. La linea celular RPTEC/TERT1 se sembrd en la cimara central a una densidad de
130.000 células/cm? un 20% de MG afiadido en la suspension celular. Tras 24h se observé que las
estructuras tubulares estaban adheridas a la base del dispositivo. Barra de escala 500 um.

Las células recubrieron toda la superficie de la camara central del dispositivo, recreando
estructuras autoorganizadas con morfologia tubular a las 24h tras la siembra (Figura 4.5). Los
canales laterales fueron utilizados para renovar el medio de cultivo y que éste pudiese

perfundir a través de los pilares laterales hacia la camara central.

2.2.4. Caracterizacion de las estructuras autoorganizadas

tubulares generadas en cultivo 2.5D por inmunofluorescencia

Con el objetivo de caracterizar el grado de diferenciacion alcanzado en el cultivo 2.5D, se
analizaron diferentes marcadores epiteliales presentes en las células del tdbulo proximal. Esto
se llevo a cabo mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta, siete dias después de la
siembra de las RPTEC/TERT1 sobre un hidrogel compuesto por colageno Iy Matrigel en
una proporcion 90:10, y sin dicho hidrogel, afadiendo el 5% de Matrigel necesario a la

suspension celular para generar las estructuras tubulares descritas anteriormente.

Para ello se utilizaron tres marcadores: faloidina para observar la disposicién de los
filamentos de actina, tubulina acetilada para observar el cilio primario y el citoesqueleto y la
zonula occludens (Z0O-1), que es un tipo de unién estrecha presente en células epiteliales.
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Se observé que la actina delimitaba el interior del tabulo, situandose en la parte apical de las
células, hacia el interior de la luz de la estructura tubular (Figura 4.5 B). La presencia de ZO-
1 demostré la union entre las células, delimitando su contorno (Figura 4.5 C, I), y se vio que
la tubulina acetilada se encontraba mayormente en el cilio primario, un organulo
mecanosensor presente en este tipo celular, y que también marca la polarizaciéon de estas

células hacia la luz tubular, ya que se encuentra en la parte apical de las células (Figura 4.5E).

Figura 4.5. RPTEC/TERT1 con 5% Matrigel sobre hidrogel de colageno I + Matrigel (90:10).
Imégenes de microscopia confocal donde se observan las formaciones tubulares de RPTEC/TERT1
sobre hidrogel. Se observa la tubulina acetilada formando parte del cilio primario. La flecha amarilla
de la imagen sefiala la zona donde se encuentran los cilios (E). El lumen de la formacién tubular se
ve delimitado por la ubicacién de la actina en la parte apical de las células (B). La ZO-1 muestra la
unién entre las células del tabulo proximal (C, F). Barra de escala 20 um.

Por otro lado, cuando se llevd a cabo la misma técnica de inmunofluorescencia en las
RPTEC/TERT1 formando estructuras tubulates sin un hidrogel en la base, se observaron
los mismos marcadores que en las células sembradas sobre el hidrogel. La actina estaba
presente en el citoesqueleto y también se vio mayor presencia de la misma en la parte apical
de las células, sugiriendo asi la polarizacion celular hacia el interior del tabulo (Figura 4.6 B).
La ZO-1 estaba igualmente presente en las células (Figura 4.5 C, I), delimitando el contorno

celular, y la tubulina acetilada se localizé también en el cilio primario, aunque esta vez de
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forma no tan polarizada hacia el interior de las estructuras tubulares generadas y en menor

namero, en comparacion con las células sobre el hidrogel (Figura 4.6 E).

Figura 4.6. RPTEC/TERT1 con 5% de Matrigel sin hidrogel. Imdgenes de microscopia
confocal donde se observan las formaciones tubulares de RPTEC/TERT1 sin base de hidrogel. Se
observa la actina en rojo (B) la ZO1 en verde delimitando el contorno celular (C, F) y la tubulina
acetilada formando parte del cilio primario, donde se ha marcado con una flecha amarilla uno de los
cilios observados en la imagen (E). Barra de escala 20 um.

En ambos modelos se pudo visualizar la actina acumulada en la parte apical de las células,
delimitando la luz del tabulo. La ZO-1 también esta presente en los dos modelos, aunque en
las células donde no habfa hidrogel en la superficie se vio que no todas las células estaban
marcadas. En el caso del cilio primario, si se vio en ambos modelos, pero en menor en los

tubulos que se habian formado sin la base de hidrogel (Figura 4.6 E).

Por otro lado, se quiso analizar si las RPTEC/TERT1 expresaban algin marcador de
desdiferenciacion, como la vimentina, que es una proteina fibrosa que forma los filamentos
intermedios del citoesqueleto y esta presente en células endoteliales, pero no en células
epiteliales. En las RPTEC/TERT1, tanto en el modelo sin hidrogel como con hidrogel, se

observo la presencia de vimentina en el citoesqueleto (Figura 4.7 A, B).
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Vimentin Vimentin

Figura 4.7. Presencia de vimentina en estructuras tubulares. Las RPTEC/TERT1 dieron
positivo en la tincién de vimentina, que en las imagenes se ve en verde, tanto en el modelo sin hidrogel

(A) como con hidrogel (B). La vimentina es un marcador especifico de células endoteliales y no
epiteliales como las RPTEC/TERT1. Barra de escala 20 pm.

4.2.5. Transporte de daunorrubicina en estructuras tubulares

Con el fin de comprobar si las estructuras tubulares realmente tenfan una luz en el interior y
ver si eran capaces de transportar farmacos hacia el lumen, se utilizé daunorrubicina, que por
su coloracion rojiza permitfa visualizar el transporte vectorial del farmaco desde el medio de
cultivo donde habia sido diluido hasta la luz de los tdbulos. Para ello, se trataron las
RPTEC/TERT1 formando estructuras tubulares sobre hidrogel con daunorrubicina a una
concentracion de 50 uM durante un periodo de 24h. Pasado este tiempo, se observé que el
farmaco se acumulaba en la zona central de las estructuras tubulares, delimitando asi la luz

de los tabulos que se habian formado (Figura 4.8).

Figura 4.8. Tratamiento con daunorrubicina en RPTEC/TERT1 formando estructuras
tubulares. Las RPTEC/TERT1 sobre hidrogel se trataron con daunorrubicina a una concentracion
de 50 pM durante 24h. Se observé que el farmaco se habia acumulado en la luz de las formaciones
tubulates. Barra de escala 20 pm.
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Con este resultado se demostré que los tibulos eran funcionales, ya que se habia producido
la acumulaciéon del nefrotoxico en la luz de las estructuras tubulares y que habifa sido
transportado desde el medio de cultivo hacia el interior de los tibulos. Este efecto no se
observo a concentraciones altas ya que las células habfan perdido su morfologia y no se vefa

la estructura tubular definida.

4.2.6. Expresion génica de marcadores renales en

RPTEC/TERT1 en el modelo de tubulogénesis

Las células del tabulo proximal expresan diferentes marcadores especificos de esta parte de
la nefrona y, para comprobar el efecto de las condiciones aplicadas a la expresion de
marcadores, se llevé a cabo una RT-PCR para comprobar variaciones entre las muestras
control en monocapa respecto a las estructuras tubulares generadas sobre el hidrogel de
colageno I y Matrigel. Se comprobo que genes que se expresan en el tibulo proximal renal
humano como DDP4, GGT1 y SGLT2, estaban presentes tanto en el control como en las
estructuras tubulares (Figura 4.9). La megalina, que es un receptor para la endocitosis
mediada por caveolas y que se expresa en el tdbulo proximal, no se observé en ninguna de
las condiciones. Sin embargo, otros marcadores como a-SMASMA, KSP y NKCC2 s se
expresaron en ambas condiciones, aunque no deberfan estar presentes ya que se expresan en

otras partes de la nefrona, pero no en el tibulo proximal.

Mix 1 Mix 2 Mix 3 Mix 4
Gene pb
. Megalin 185
xX
= KSP 125
=
DPP4 102
- THP 358
xX
= a-Sma 172
=
SGLT2 110
- APN 232
§ GADPH 157 an
L R
GGT1 85 -;- e -
100
< AQpP2 350
§ NKCC2 149
NCC 70 C T C T C T C i

Figura 4.9. Expresion de diferentes genes en RPTEC/TERT1 mediante RT-PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 2% donde se observan las bandas de los diferentes genes que se
expresan en las células RPTEC/TERT1 tanto en la condicién control (C) en monocapa como en las
estructuras tubulares (T) sobre hidrogel. Entre los mixes 1,2 y 3,4 esta el control de carga de 100-
1000 pb.
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Con el fin de analizar de forma cuantitativa la expresion de marcadores renales especificos
en la linea celular utilizada, se llevé a cabo un analisis mediante qPCR de varios genes, tanto
especificos como no especificos de las células del tdbulo proximal (Figura 4.10). Se observo
un aumento en la expresion del transportadorOCT1 cuando las células estaban formando
estructuras tubulares sin hidrogel en la base, mientras que para el transportador AQP1 se vio
aumento de expresion tanto en la condiciéon con hidrogel como sin hidrogel respecto al
control en monocapa. Estos cambios en la expresion no fueron significativos
estadisticamente debido a la variabilidad entre los experimentos y al bajo numero de

experimentos independientes.

B control
B3 sin hidrogel
Hl con hidrogel

27-(ddCt)

Figura 4.10. Expresion de diferentes marcadores presentes en la linea celular
RPTEC/TERT1. Se analizo la expresion de transportadores y marcadores de desdiferenciacion en
los tres modelos, tanto en el control como en los tabulos con o sin gel. No se hallaron diferencias
significativas entre los modelos, pero si vio el aumento en la expresion de OCT1, fibrina, vimentina,
a-SMA y AQP1 en los modelos de tubulogénesis. Two-way ANOVA. n=3

Sin embargo, también se observé un incremento no significativo de expresion en
fibronectina, vimentina y oa-SMA, que no son marcadores especificos de este tipo celular,
cuando las células formaban tubulos en ambos modelos respecto al control (Figura 4.10).
Por otro lado, otros transportadores presentes en el tibulo proximal renal humano como
OCT2 y OAT3 fueron también analizados, pero no se observé expresion de ninguno de ellos

en los tres modelos estudiados.
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4.3. Discusion

El uso de matrices biolégicas para obtener modelos tridimensionales que se asemejen a las
estructuras encontradas en los tejidos es una técnica ampliamente utilizada. En el caso del
rifidon, se han desarrollado modelos 7z witro utilizando diferentes proteinas de la matriz
extracelular para generar estructuras tubulares, con el fin de estudiar la morfogénesis y el
desarrollo del rifén, pero también para generar modelos de enfermedades y para ensayos de
toxicidad frente a farmacos (Taub ez al, 1990; Sakurai ef al., 1997; DesRochers ef al., 2013;
King et al., 2017). Con el fin de recrear diferentes partes de la nefrona, en estos modelos se
han utilizado lineas celulares establecidas, lineas primarias y también células madre. Estas
ultimas con finalidad de ser posteriormente diferenciadas a diferentes linajes de células

renales.

Uno de los parametros a tener en cuenta a la hora de recrear estructuras tubulares sobre
hidrogeles es la rigidez de los mismos. Cada tejido tiene unas propiedades elasticas especificas
definidas por su médulo elastico de Young y esta relacionado con la funcién primaria del
organo. La rigidez del hueso (15000-20000 kPa) es completamente diferente de la rigidez
encontrada en el rinén (5-10 kPa). La rigidez de la ECM induce la reorganizacion de la actina
y la contractilidad, ambas implicadas en la adhesion, la migracién, la proliferacion o la
diferenciaciéon. En cuanto a la topografia, se sabe que la estructura de la superficie puede
estar implicada en la polarizacién celular, la alineacién de las fibras de actina o la formacion
de adhesiones focales. La adhesion celular, la orientacion, la migraciéon y la morfologia
pueden ser moduladas en funcién de las caracteristicas topograficas del sustrato (Otero,
Navajas and Alcaraz, 2020)(Kim e# al., 2012). Por otra parte, la dimensionalidad de la
superficie del cultivo celular, que es un parametro relacionado con la forma en que se
distribuyen las células en un tejido especifico, es una variable que también se ha sugerido que
desempena un papel en la proliferacién y autorrenovacion celular. La distribucion fisica de
las proteinas de la ECM afecta a diferentes parametros celulares, como la morfogénesis de
las células diferenciadas y la proliferacion (Nur-E-Kamal ez a/., 2006). Se ha observado que la
elasticidad de la superficie donde se lleva a cabo el cultivo celular de células renales afecta a
su disposicion en el espacio y a su morfologia. La dureza del plastico de una placa de Petri
(> 10° Pa) no es la misma que la del parénquima renal normal (1-2 kPa), por lo que,
dependiendo del sustrato utilizado para el cultivo, las células renales tienden a formar
diferentes estructuras. En la linea celular LLC-PK1 se observé que en matrices mas rigidas,

con una dureza mayor a 0.7 kPa, las células se expandian y proliferaban mas que en matrices
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menos rigidas (0.2 kPa) (Chen, Lin and Tang, 2014). Este efecto se observé también en la
linea celular de origen humano RPTEC. Se sembraron las células en geles compuestos de
PEG, en los cuales se puede controlar la rigidez, a diferencia de las matrices basadas en
componentes biologicos como Matrigel o diferentes tipos de colageno. Se vio que conforme
aumentaba la rigidez de los geles, la presencia de adhesiones focales también aumentaba
(Beamish, Chen and Putnam, 2017). Estas adhesiones focales estan correlacionadas con la
adhesion al sustrato, su expansion y proliferacion en el mismo (Handorf e 4/, 2015). Los
resultados obtenidos con las RPTEC/TERT1 sobre hidrogeles de diferente composicion
(Figura 4.1 A-E) pueden estar relacionados con la rigidez de los mismos. Cuando las células
se sembraron sobre los hidrogeles, se vio que en 24h éstas se expandieron mas en aquellos
donde la proporciéon de colageno era mayor, empezando a formar una monocapa en su
superficie (Figura 4.1 A, B y D). Por otro lado, en las matrices formadas solo por MG, las
células formaron estructuras esféricas sobre la superficie del hidrogel (Figura 4.1 E). La
rigidez de la matriz, la presencia de laminina en los hidrogeles con mayor proporcion de MG
y los factores de crecimiento pueden estar relacionados con la disposicién de las células en

la superficie.

Con el fin de estudiar si el MG podia influir directamente en la formacion de estructuras de
tipo quistico o tubular en vez de formar una monocapa, éste se afiadié en un 5% al medio
de cultivo con las RPTEC/TERT1 sobre los diferentes hidrogeles (Figura 4.1 F-J). En
estudios previos se observé que cuando se anadian diferentes concentraciones de MG, 0.5%,
2% y 5%, la condicién donde se formaban estructuras tubulares era la del 5%, ya que a
concentraciones menores no se observaban. A concentraciones mas bajas las células
mRPTEC, células primarias de raton, se extendfan y proliferaban en la superficie (Chen, Lin
and Tang, 2014). Por esta razon, en el modelo aqui desarrollado se tomé como punto de
partida la concentraciéon de 5% MG en el medio de cultivo cuando se sembraron las
RPTEC/TERT1 sobre los diferentes hidrogeles. Cuando la concentracion de colageno I era
mayor (Figura 4.1 F, G e I) la formacién de estructuras fue predominante respecto a
estructuras quisticas. Por el contrario, en las condiciones con mayor concentraciéon de MG,
las estructuras formadas fueron esféricas y durante el tiempo que se mantuvieron en cultivo
no se produjo la elongacién de estructuras tubulares a partir de dichos quistes (Figura 4.1H,
J). Como se ha dicho anteriormente, el Matrigel esta compuesto por tres proteinas principales
de la membrana basal, siendo la laminina la que se encuentra en mayor proporcion, de
aproximadamente un 60% respecto al colageno IV, que se encuentra en un 30% y la entactina

en un 8%. Por esta razén se quiso comprobar si la laminina por sf misma era capaz de generar
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estructuras tubulares. Se observé que utilizando laminina en la suspension celular como se
habfa hecho con el Matrigel, no se generaron las estructuras tubulares, lo que sugiere que en
el modelo aqui descrito son necesarios mas componentes de la membrana basal aparte de la
laminina para obtener estructuras tridimensionales. Un estudio con la misma linea celular,
RPTEC/TERTT1, utilizé una matriz biol6gica compuesta de laminina y entactina (L-E), y fue
co-cultivada con fibroblastos. La combinaciéon de todos ellos dio como resultado la
generacion de estructuras tubulares sobre los hidrogeles. La razén para utilizar esta matriz de
L-E fue que el MG tiene la desventaja de que sus componentes varfan segun el lote y es dificil
conocer la concentracion real de todos sus componentes. Utilizando solamente esta matriz
L-E se reducian variables y podia observarse el efecto de la laminina como componente
principal de la membrana basal. Sin embargo, cuando utilizaron la matriz I.-E sin el co-cultivo
con los fibroblastos, las RPTEC/TERT1 no generaron estructuras tubulares, sugitiendo asi
que los factores de crecimiento secretados por los fibroblastos eran necesarios para que este
proceso de tubulogénesis ocurriera (Adelfio, Szymkowiak and Kaplan, 2020) . Estos datos
corroboran los que fueron obtenidos en los experimentos con las lamininas 511 y 521 (Figura
4), enlos que no se observo la formacion de tubulos en comparacion con la condiciéon donde

se utilizé el 5% de MG con este mismo proposito.

Otra forma de utilizar las proteinas de la matriz extracelular es recubriendo la superficie sobre
la que se van a sembrar las células con un cwating, favoreciendo asi su adhesion y pudiendo
producir cambios en la disposicion del cultivo celular sobre el sustrato. Como los resultados
en los hidrogeles sugerfan que era mas importante la presencia de factores bioquimicos que
el hecho de crecer las células en un sustrato mas elastico como el hidrogel, decidimos
comprobar si se podia inducir la tubulogénesis directamente sobre el plastico, haciendo
coatings con diferentes proteinas de la ECM. Cuando se afiadi6 el 5% de MG al medio de
cultivo, se observé la formaciéon de estructuras tubulares en todas las condiciones, incluso en
la condicién control en la que no se habia recubierto el pocillo con ningtan cwating. De esta
forma se corroboré de nuevo que la adicién del MG a la suspension celular era el factor
determinante para la formacién de los tabulos, independientemente de si habia un hidrogel

o un recubrimiento en la superficie.

Una de las ventajas de utilizar tnicamente MG en este modelo para la recreaciéon de
estructuras tubulares es que el protocolo se simplifica de forma sustancial, ademas de que en
24h ya se observan dichas estructuras, en comparacion con otros modelos donde se han
usado protefnas de la ECM, donde la formacién de los tabulos lleva varios dias. Ademas, en

la mayoria de los modelos descritos las células se encuentran embebidas en la matriz
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biolégica, lo que dificulta el manejo de este tipo de estructuras en 3D. Otro de los factores a
tener en cuenta para el uso de este modelo es el soporte en el que se han generado las
estructuras tubulares. El uso del p-slhde angiogenesis de IBIDI ofrece diferentes ventajas
respecto al uso de una placa multipocillo convencional. El volumen necesario de medio de
cultivo y el nimero de células imprescindibles para la formacion de estructuras tubulares es
mucho menor respecto a una placa de 96 pocillos, lo que reduce costes y aumenta el nimero
de ensayos que pueden hacerse de partida. La geometria del pocillo hace que al afiadir el
hidrogel no se genere menisco, algo que si ocurre en una placa de 96 pocillos, y esto interfiere
en la disposicion de las células sobre el hidrogel, ya que las propiedades del mismo pueden
variar en los bordes y en el centro del pocillo al no tener la misma altura en todos los puntos.
Este problema con los hidrogeles en una placa convencional se elimina con el uso de este
slide. Otra de las ventajas que ofrece es la propiedad Optica del material con el que esta
tabricado el slide, que es muy similares a las del cristal, por lo que su visualizacién, tanto en
microscopia de campo claro, como en fluorescencia o microscopia confocal es mucho mejor
que en una placa convencional, donde la optica tiene varias limitaciones, sobre todo a la hora
del uso de técnicas de inmunofluorescencia. Si bien es cierto que las propiedades opticas
permiten la directa visualizacion de las estructuras en el mismo s/de, en el caso de los
hidrogeles sobre los que se generaron estructuras tubulares, hubo que extraerlos de los
pocillos ya que la distancia focal del microscopio no permitia la visualizacién de los tdbulos
sobre el hidrogel, pero si era posible cuando las células se sembraron en los pocillos sin

hidrogel.

Un paso mas a la hora de disefar un modelo mas complejo de tibulo proximal 7z vitro fue
combinar la generacién de tubulos, como se ha descrito previamente, con tecnologia basada
en microfluidica, la cual es relativamente nueva en el campo del cultivo celular y que se utiliza
en la actualidad para el disefio de modelos mas sofisticados. La microfluidica se ha aplicado
al estudio de diferentes tejidos, entre ellos también el rifién, generando nuevos modelos que
vienen a contribuir a la reduccién de animales de experimentaciéon como el Gnico modelo
mas alla del cultivo celular tradicional valido para el estudio de toxicidad de farmacos
(Kimura, Sakai and Fujii, 2018). Por esta razén se quiso combinar el cultivo celular en 3D
haciendo uso de un dispositivo microfluidico, generando estructuras tubulares en el interior
del mismo. Se consiguié generan tubulos dentro del dispositivo, pero el disefio de este era
limitante a la hora de realizar diferentes analisis posteriores. Por un lado, las dimensiones de
la camara central donde se sembraron las células eran muy pequefia, por lo que la cantidad

de muestra que se podia recoger de cada dispositivo no es suficiente para hacer posteriores
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analisis de expresion de genes mediante RT-PCR o qPCR. Otro factor a tener en cuenta con
este disefio fue que era dificil generar un gradiente de difusiéon del medio de cultivo con
factores de crecimiento o con firmacos nefrotéxicos desde los canales laterales a la camara
central donde se encontraban las células, debido a que las células no se encontraban
completamente embebidas en un hidrogel, por lo tanto la entrada de los factores de
crecimiento o el nefrotéxico mediante un gradiente de difusion a la camara central no fue
posible.,Por estas razones se descartd este modelo de dispositivo para los ensayos de

nefrotoxicidad.

Una de las caracteristicas del epitelio del tdbulo proximal es que sus células se encuentran
polarizadas hacia la luz del mismo. Esta polarizacion tiene lugar ya durante el desarrollo del
rifién, donde hay diversos mecanismos implicados en la morfogénesis de este 6rgano (Reidy
and Rosenblum, 2009). En el modelo aqui descrito esta polarizacion sigue presente en las
estructuras tubulares generadas con o sin un hidrogel en la superficie, y se pudo observar al
utilizar diferentes marcadores para corroborar que las células se disponian hacia la luz de los
tubulos. En el caso de la actina, se observé que se distribuy6 de forma predominante en la
zona apical de las células, delimitando visiblemente la luz de los tibulos formados sobre el
hidrogel (Figura 4.6 B). En el caso de las estructuras tubulares generadas sin hidrogel, se
observaron fibras de estrés de actina en el citoplasma, algo que no se observo en las células
sobre hidrogel (Figura 4.7 B). Esto puede estar relacionado con la rigidez del sustrato, ya que
en un estudio previamente mencionado, se vio el mismo efecto dependiendo de la rigidez
del gel, que en este caso eran geles sintéticos con diferente elasticidad (Beamish, Chen and
Putnam, 2017). La ZO-1 también es un marcador del grado de polarizacion de las células y
en el caso de las RPTEC/TERT1 sobre el hidrogel se vio su expresion a lo largo de las
estructuras tubulares, sin embargo, en las células sin hidrogel esta distribucién por todo el
tubulo no era tan visible (Figura 4.7 C, I). El nimero de cilios que se observo en la condicion
con hidrogel (Figura 4.6 E) fue mayor que sin el hidrogel (Figura 4.7 E), y esto puede estar
relacionado con el estado de maduracion de las células. El cilio primario esta presente cuando
las células estan en confluencia y ya no predomina la proliferacion. Esta diferencia entre las
dos condiciones podtia deberse a que las células cuando estan en sustratos mas rigidos
tienden a proliferar mientras que en sustratos mas elasticos predomina la diferenciacion.
Ambas condiciones mostraron una morfologia mas cercana a la que se observa en el
parénquima renal nativo, siendo la condicién con el hidrogel la que muestra una capa celular
mas polarizada y con mayor diferenciacion del epitelio tubular renal. Sin embargo, en ambos

modelos de tubulogénesis, con y sin hidrogel, se hall6 la presencia de vimentina (Figura 4.7)
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en el citoesqueleto de las RPTEC/TERT1, un matrcador de células endoteliales y no de
epiteliales, lo que podria sugerir una posible desdiferenciacion celular. Dado que con la
inmunofluorescencia se pudo ver que la morfologia representaba lo que se puede observar
in vivo, se quiso hacer un andlisis mediante qPCR de algunos marcadores que pueden
encontrarse en estas células y observar asi si se ha mejorado el fenotipo de las mismas cuando
estan formando estructuras tubulares respecto a un control en monocapa (Figura 4.10). En
el caso de los transportadores OCT1 y AQP1 se observa una tendencia en la que su
expresion aumenta en las formaciones tubulares respecto al control en monocapa, algo que
se ha observado en otros estudios con cultivo celular en 3D (Wang ez 4/, 2019). También se
analizé la expresion de OAT1 y OATS3, presentes en el tabulo proximal, pero se vio que no
se expresaban en ninguna de las condiciones. Esto puede estar relacionado con que la linea
celular RPTEC/TERT1 no exprese estos transportadores, como se vio en un estudio en el
que se analizaron diferentes transportadores en esta misma linea celular y no se observé
tampoco que se expresasen cuando se cultivaron las células en placas multipocillo (Secker ez
al., 2019). En nuestro modelo también se observd el incremento en la expresion de
marcadores relacionados con la transicion epitelio-parénquima, la fibronectina, la vimentina
y a-SMA, como se ha visto en otros tipos de células epiteliales renales en cultivo celular

(Forino et al., 2000).

Uno de los problemas detectado en el modelo de tubulogénesis aqui desarrollado es la alta
variabilidad en la formacién de estructuras tubulares. Es un proceso dificil de cuantificar y
aunque el modelo estd disefiado para que sea una técnica de facil manejo y que pueda
implantarse en un laboratorio sin necesidades técnicas especificas, tiene sus limitaciones. Los
experimentos pueden ser heterogéneos y hay variables dificiles de controlar, como la
formacion de las estructuras tubulares. Esta puede ser la razén de la variabilidad vista en las
muestras analizadas por qPCR, ademas de que se obtiene poca cantidad de RNA en estas
muestras respecto a una placa multipocillo. A pesar de esto, el modelo ofrece algunas
ventajas respecto al cultivo celular tradicional, ya que la disposicion de las células formando
estructuras tubulares, a diferencia de las células que forman una monocapa sobre una
superficie, permite que la parte basal de los tubulos esté expuesta y asi facilitar el transporte
de sustancias hacia el interior del lumen. El hecho de que este tipo de estructuras también se
generen sin la necesidad de un hidrogel hace mas facil el uso de este modelo para ensayos de
transporte de farmacos o de sondas fluorescentes ya que los hidrogeles pueden adsorber

dichas sustancias e interferir en los resultados.
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5.1 Introduccion

La tecnologia microfluidica ha permitido a lo largo de los dltimos afios el desarrollo de
nuevos modelos avanzados de cultivo celular. Esta nueva metodologfa ha permitido
establecer el control en el microambiente celular debido a la posibilidad de perfundir liquidos
y también particulas con las que las células pueden interactuar, recreando asi un ambiente

mas fisiologico que el cultivo tradicional.

5.1.1. Tipos de dispositivos microfluidicos

El primer paso para el desarrollo y disefio de un dispositivo microfluidico es la eleccion del
material con el que éste se va a fabricar ya que, dependiendo de las caracteristicas requeridas,
el material de eleccion puede ser diferente segin las necesidades de los experimentos que se
vayan a realizar con ellos. Desde que se comenzé a trabajar con este tipo de tecnologia
aplicada al cultivo celular hace casi dos décadas, los chips microfluidicos se han fabricado

con diversos materiales con diferentes propiedades (Ren, Zhou and Wu, 2013).

Los dispositivos fabricados a partir de materiales basados en polimeros son los mas utilizados
en el campo de la microfluidica, ya que su superficie es facilmente modificable para
aplicaciones biomédicas y son biocompatibles con el cultivo celular (Gencturk, Mutlu and
Ulgen, 2017). Estos polimeros se clasifican en elastomeros, termoestables y termoplasticos
(Tabla 5.1). El polidimetilsiloxano (PDMS) es el elastomero mas utilizado en microfluidica,
debido en parte a su bajo coste econémico, pero también a su facil manejo. Ademas, ofrece
la ventaja de que es un material versatil con el que hacer modelos complejos. Es permeable
a gases, lo que permite que el cultivo celular pueda mantenerse a largo plazo. Sin embargo,
tiene algunas limitaciones debido a que es un material hidrofébico, lo que hace que su
superficie tenga que ser tratada para que sea compatible con la adhesion celular, ademas de
que es un material muy poroso, y se produce adsorciéon de pequefias moléculas y lipidos
desde el medio de cultivo al PDMS (Van Midwoud ¢# a/., 2012; Mehling and Tay, 2014).
Dentro del grupo de los polimeros termoestables, el SU-8 es el que mas se ha utilizado para
la fabricacién de dispositivos microfluidicos (Tabla 5.1). Uno de sus usos ha sido la
fabricacion del molde con el que se producen los dispositivos de PDMS, pero también se ha
utilizado directamente para hacer dispositivos microfluidicos. Uno de sus mayores problemas

es la biocompatibilidad. Fsta se define como la capacidad de algunos materiales de estar en
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contacto con tejidos sin producir un dafio severo en el organismo en el que se utiliza. Este
material puede dar problemas de biocompatibilidad dependiendo del tipo celular que se
utilice, aunque el tratamiento de su superficie con diferentes técnicas, como la aplicacion de
plasma de oxigeno o el recubrimiento de su superficie mediante proteinas de la matriz
extracelular mejora la adhesion y proliferacion celular (Chen and Lee, 2021). Debido a la
variabilidad en la biocompatibilidad y a su alto coste de produccion, hoy en dia no es el

material de eleccion para modelos de organ-on-a-chip.

Por dltimo, los polimeros termoplasticos como el poliestireno (PS), los polimeros ciclicos de
olefina (COP) y los copolimeros ciclicos de olefina (COC) han emergido también en el
campo de la microfluidica por presentar propiedades que les hacen que sean una buena
opcioén para el cultivo celular (Tabla 5.1). Este tipo de materiales son transparentes, tienen
baja adsorcidn, son resistente a quimicos, ademas de no presentar autofluorescencia. Su bajo
coste de produccién, debido a que se pueden fabricar en grandes lotes por inyecciéon en
moldes, hace que sean un buen material de elecciéon para la fabricacion de dispositivos. El
ensamblaje de sus piezas puede hacerse por termocompresion, lo que hace que se eliminen
elementos de adhesion como adhesivos biocompatibles, los cuales pueden hacer que la
geometria del dispositivo varfe, teniendo asi el control sobre las dimensiones de los canales
donde se van a sembrar las células. Ademds, su superficie puede ser también modificada
mediante tratamientos de plasma de oxigeno y/o con catings de proteinas de la ECM (Nunes

¢t al., 2010; Bernard et al., 2019).

Hoy en dia existen dispositivos comerciales hechos a partir de este tipo de polimeros
termoplasticos, lo que favorece la estandarizaciéon de su uso para la generaciéon de modelos
organ-on-a-chip.

Tabla 5.1. Materiales mas utilizados en la fabricacién de dispositivos microfluidicos. Los
materiales mas utilizados para la fabricacién de dispositivos se pueden clasificar en materiales

inorganicos, polimeros elastbmeros y plasticos. Cada uno de ellos tiene sus ventajas e inconvenientes
como se detalla a modo de resumen en la tabla.

Materiales inorganicos

Ventajas:

- Materiales termoestables
- Compatibilidad con solventes

Co - Desventajas:
Vidrio y silicona /

- Alto coste de fabricacién
- El proceso de fabricaciéon requiere de materias
peligrosas
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- Dificultad para el ensamblaje de los dispositivos (altas
temperaturas, alta presion, entornos muy limpios)

Polimeros elastomeros y plasticos

Ventajas:

- Fabricacion facil y econémica

- Puede adheritse faicilmente a
superficies de PDM o vidrio por
contacto.

- Alta elasticidad

- Permeable a gases

- Transparente
Elastémeros PDMS Desventajas:

- Matriz muy porosa

- Incompatibilidad con solventes
organicos

- Absorcién de moléculas pequefias
hidrofébicas

- Adsorcién de biomoléculas

- Cambios en la concentracion de
solutos por evaporacion

Ventajas:

- Estables a altas temperaturas
- Resistente a la mayoria de

Termoestables SU-8 SPIV?ntes
- Opticamente transparentes

Desventajas:

- Alta rigidez
- Elevado coste de fabricacion

Ventajas:

- Mejor compatibilidad con
solventes que el PDMS
- Produccién a gran escala y poco

coste
Termoplasticos PMMA, PC, PS, - Mejor opcidén para produccion de
COC, COP dispositivos comerciales
- Transparentes

- COP/COC No auto fluorescentes
Desventajas:

- Impermeables a gases

Datos recogidos de:(Van Midwoud ez a/., 2012)

Abreviaturas: PDMS: polidimetilxiloxano, PMMA: polimetilmetacrilato, PC: policarbonato,

PS: poliestireno, COC: copolimero de olefina ciclica, COP: polimero de olefina ciclica.
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5.1.2. Técnicas de perfusion de medio de cultivo para la

aplicacion de shear stress

A la hora de aplicar shear stress al cultivo celular, se han utilizado diferentes estrategias para
exponer a las células renales a dicho estimulo, que es fisioldgico en el tejido renal 7 vivo. La
forma mas sencilla es utilizar herramientas que permitan mantener el medio en movimiento
durante el cultivo celular, como pueden ser los balancines orbitales y los que se mueven en
un eje horizontal (Figura 5.1 A). Este método es el mas sencillo, pero requiere de un cambio
de medio de cultivo con una frecuencia determinada dependiendo del metabolismo de las
células que se cultivan en el dispositivo, y también depende del tamafio del reservorio de las
entradas a los canales que albergan el cultivo celular. Ademas, la direccion del flujo no es
unidireccional, y por tanto, no representa la fisiologfa del tejido renal nativo. Este tipo de
flujo en dos direcciones opuestas hace que sea complicado calcular el shear stress real que se
esta aplicando sobre el cultivo celular, ya que el flujo varia en cada punto del ciclo del balancin
(Figura 5.1 C). (Long et al., 2017; Ferrell ez al., 2018; Vriend ez al., 2020). Uno de los métodos
mas reportados en la literatura para aplicar un flujo determinado sobre los canales de los
dispositivos microfluidicos es el uso de la bomba peristaltica para impulsar el medio de
cultivo a través de tubos conectados al dispositivo (Essig and Friedlander, 2003; Baudoin ez
al., 2007; Maggiorani ez al., 2015). Una de sus grandes ventajas es que permite perfundir el
medio de cultivo en un sistema cerrado, haciendo que el mismo medio de cultivo vaya
recirculando por todo el sistema sin necesidad de renovarlo durante el experimento (Figura
5.1 B). Esto hace que el volumen de medio de cultivo necesario sea mucho menor que con
otros sistemas, como la bomba de jeringuilla, y no hay que manipular el experimento hasta
el punto final del mismo, lo que reduce riesgos de contaminaciones y de introducciéon de
burbujas al no tener que renovar el medio de cultivo. El flujo que se genera es pulsatil, ya
que el medio se impulsa mediante unos rodillos que hacen presion sobre los tubos, y esto
genera unas ondas que hacen que el flujo no sea completamente lineal (Figura 5.1 D). Esun
sistema de facil manejo, y al poder utilizar un volumen reducido de medio de cultivo, hace
que sea una buena opcién para reducir costes, ademas de ofrecer la ventaja de poder recoger

dicho medio de cultivo para posteriores analisis.
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A

Flujo

Flujo

avava AVAV/

Tiempo Tiempo

Balancin Bomba peristaltica

Figura 5.1. Tipo de flujo pulsatil generado por ondas de presion, aplicado con balancin y
bomba peristaltica. El uso del balancin permite generar shear stress resultante del balanceo sobre
un eje central, haciendo que el medio de cultivo circule en ambas direcciones en los canales de los
dispositivos (A). La bomba peristaltica puede conectarse a un circuito cerrado de tubos conectados
al dispositivo, lo que permite la recircularizacién del medio (B). En ambos casos el tipo de flujo
aplicado es pulsatil (C, D).

Otras herramientas para aplicar flujo son las bombas de jeringuilla y los sistemas que utilizan
la presion de una fuente de gas, en este caso aire a una presion conocida y controlada con un
manoémetro para impulsar el medio de cultivo. En estos casos el patron del flujo resultante
ya no es pulsatil, sino lineal (Figura 5.2 B, D). La bomba de jeringuilla es una herramienta
facil de utilizar y, aunque no sea un aparato econémico, no requiere de equipamiento
adicional especifico (Figura 5.2 A). Es un sistema facil de implementar en el laboratorio, pero
tiene la gran desventaja de que funciona como un circuito abierto, en el que tiene que
renovarse el medio para continuar el experimento si éste tiene una duracion prolongada (Ross
et al., 2021). Ademas, si la bomba de jeringuilla no puede introducirse en el incubador y hay
que dejarla fuera de él a temperatura ambiente, es probable que los gases del medio de cultivo

de las jeringuillas no se equilibren con el incubador y puedan aparecer burbujas.
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Figura 5.2. Tipo de flujo lineal generado por una presion constante. Este tipo de flujo se puede
aplicar con bomba de jeringuilla (A) o con sistema de control de la presién (B). En los dos casos se
utiliza una presién constante para generar un flujo lineal (C, D), sin ondas como en los casos

anteriores.

Otra forma de aplicar flujo al cultivo celular es utilizar sistemas de control de presion que
impulsen el medio de cultivo aplicando aire a una presioén controlada y constante dentro del
reservorio. Como resultado, se obtiene un caudal lineal en vez de pulsatil (Figura 5.2 B).
Estos sistemas permiten regular la presiéon necesaria para que el medio circule a un flujo
determinado, teniendo control tanto de la presién como del caudal utilizado con una mayor
precision. Tienen la ventaja de que su funcionamiento exige utilizar sensores que permiten
monitorizar y obtener un registro del flujo y la presién de cabecera alo largo del experimento.
Como otras de las opciones antes mencionadas, también tiene sus limitaciones. Es un sistema
que requiere de equipamiento especifico y no es de facil manejo. Los equipos mas sencillos
pueden utilizarse solamente como circuitos abiertos, aunque pueden utilizarse a modo de
circuitos cerrados con mayor equipamiento, por lo tanto, mayor coste y un manejo mas
complicado que los sistemas abiertos. Ademas, estos sistemas pueden dar fallos, ya que la
estabilidad de la presion del aire que llega al reservorio puede variar por causas ajenas al

experimento y esto puede dar problemas a la hora de mantener un flujo estable.

100



5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

En la Tabla 5.2. se hace un resumen de las ventajas e inconvenientes encontrados en los

diferentes sistemas que se utilizan para aplicar flujo.

Tabla 5.2. Tipos de sistemas con sus ventajas e inconvenientes. Cada uno de los sistemas de
aplicacion de flujo en dispositivos fluidicos tienen sus ventajas e inconvenientes, dependiendo de
diferentes factores como la manejabilidad, el volumen de medio utilizado, si son sistemas abiertos o

cerrados y el rango de shear stress que permiten aplicar al cultivo celular.

Tipo de sistema Ventajas Desventajas

e Ficil manejo ., )
) e Renovacién de medio

e Equipamiento .
qup de cultivo frecuente

Balancin econdémico N
e Rango pequeno de

e Poco volumen de
shear stress

medio de cultivo

e Ficil manejo .
. ) o Necesidad de
o DPermite sistema

conectores
cerrado Reau et
. ) ) equiere practica en su
Bomba peristaltica e Experimentos a largo usc? p
plazo

e Aparicién de burbujas

e Volumen bajo de .
en el sistema

medio de cultivo

e No permite
recircularizacidén de

medio
e Facil manejo e Gran volumen de
Bomba de jeringuilla ® Equipamiento medio d(? ,cultivo _
econémico e Renovacion de medio
e Flujo lineal constante

e Aparicion de burbujas
pot desequilibrio entre
gases

[} E 1 lent
o Control de la presién y quipamiento no

i econdmico
el flujo a lo largo del )
. e Dificultad para
experimento . . .
. ., . recircularizar medio de
Sistema a presion e Obtencién de datos de

., } cultivo
resion v flujo
p Y e Gran volumen de

e Flujo lineal y menor medio de cultivo

desviacién

e  Aparicién de burbujas
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5.1.3. Tecnologia organ-on-chip para el cultivo de células

renales

El concepto de organ-on-chip se puede definir como una plataforma avanzada que mimetiza
estructuras fisiologicas en condiciones donde se les aplica un flujo, recreando un
microambiente similar al encontrado en el cuerpo humano. Este término puede crear
confusién, ya que realmente con este tipo de nuevos modelos no se intenta recrear un érgano
como tal si no la parte minima del tejido que pueda exhibir caracteristicas tipicas del mismo,
asf como alguna de sus funciones. En el caso del rindn, se han desarrollado diferentes

modelos haciendo uso de esta tecnologia, recreando diferentes estructuras de la nefrona.

En los primeros modelos donde se combinaba el cultivo celular con la aplicacion de un flujo
que ejerciese shear stress sobre las células, se utilizaron células de origen animal, como el cultivo
primario de células renales de ratén C57B1/06, las lineas celulares LLC-PK1 (cerdo) y MDCK
(perro), o cultivo primario de rifién de rata (Tabla 5.3). El material utilizado para la mayoria

de estos modelos fue el PDMS (Paoli and Samitier, 2010).

Tabla 5.3. Primeros modelos de kidney-on-a-chip.

Tipo celular :I‘1p © .d.e Flujo Referencia
dispositivo
C57B/1/ 6 Canal central
(raton) entre dos Flujo laminar de 1 (Essig et al.,
LLC-PK1 cubreobjetos de y 5 ml/min 2001)
(cerdo) vidrio
Dispositivo de
PDMS con 0, 10, 25, 50 (Baudoin et al.,
MDCK (perro) microcanales y ul/min 2007)
microcamaras
Cultivo

primario de
riién de rata
(IMCD: inner
medullary
collecting duct)

Dispositivo de
PDMS con
membrana porosa

Fluid shear stress
0.1 Pa

(Jang and Suh,
2010)

Primary Human
Proximal
Tubule
Epithelial Cells
(HPTEC:)

Dispositivo de
PDMS con
membrana porosa

Fluid shear stress
0.02 Pa

(Jang ez al., 2013)
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Las células epiteliales del tibulo proximal renal estin expuestas a shear stress, y la tecnologia
de microfluidos permite aplicar dicho estimulo mediante la perfusion de medio de cultivo
celular a través de los canales que conforman el dispositivo microfluidico. Esta tecnologfa
permite recrear el microambiente de las células renales y se ha visto que su uso puede
aumentar la expresion de marcadores especificos de las células epiteliales tubulares
proximales, como ZO-1, el cilio primario, la polarizacién celular y la reorganizaciéon del
citoesqueleto (Essig and Friedlander, 2003; Vriend ez a/., 2020). Sin embargo, también hay
estudios en los que se ha observado que al aplicar shear stress, como por ejemplo en la linea
celular HK-2, la ZO-1 aparecia de forma discontinua en la membrana plasmatica y el cilio
primario desaparecia frente al control donde no se habia aplicado flujo (Maggiorani ef al.,

2015).

Los modelos renales basados en esta tecnologia han ido evolucionando a lo largo de los afios
y también se han desarrollado modelos mas complejos, con co-cultivo de células renales con
células endoteliales para el estudio de la funcion de reabsorcion en el tubulo proximal (Vedula
et al., 2017; Lin et al, 2019). También se ha combinado la microfluidica con el cultivo de
organoides de rifién dentro de un dispositivo milifluidico, aplicando flujo sobre su superficie
para ver como respondian dichos organoides al shear stress producido por el medio de cultivo.
Los resultados obtenidos mostraron un aumento en la vascularizacién y una mayor
diferenciaciéon tanto de las células provenientes de la parte tubular como de la parte

glomerular de la nefrona (Homan ez a/., 2019).

Si bien es cierto que los modelos mas complejos se acercan mas a lo que ocurre en el tejido
renal 7z vivo, tienen también sus limitaciones. Son modelos dificiles de implementar en el
laboratorio, se requiere de gran experiencia en su manejo y econémicamente son costosos,
razones por las cuales no se usa este tipo de metodologia de forma sistematica a gran escala

en ensayos de citotoxicidad a farmacos.

En este capitulo se describen los modelos de &idney-on-a-chip basados en el uso de tecnologia
microfluidica desarrollados en esta Tesis. El modelo consta de un dispositivo microfluidico
y se utiliza para cultivar una linea celular continua de origen renal de humano, la linea
RPTEC/TERT1, para exponetla a un shear stress fisiologico y asi reproducir lo que ocurtre en
el rinén humano. Para el desarrollo de este modelo se utilizaron dos aproximaciones
diferentes, utilizando una bomba peristaltica (flujo pulsatil) y un sistema de control de presion
(flyjo lineal) con el fin de elegir la que mejor resultados diera en términos de reproducibilidad

de los experimentos a flujo, asi como la facilidad en el manejo de los equipos, para poder
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implementar un protocolo en el laboratorio. La utilidad del modelo se valida posteriormente

usandolo para ensayos de toxicidad frente a diferentes farmacos (siguiente capitulo).

5.1.4. Hipotesis

El shear stress es un estimulo fisioloégico que se produce en la zona apical de las células que
forman el tibulo proximal. La aplicacién de este estimulo mimetiza el microambiente fisico-
quimico del tejido nativo, lo que representa de forma mas fisiolégica lo que ocurre en el
1ifién, mejorando el fenotipo de la linea RPTEC/TERT1 en comparacién con el cultivo

celular tradicional.

5.1.5. Objetivos especificos

e Desarrollo de un modelo de &idney-on-a-chip con tecnologia microfluidica para mejorar el
fenotipo de la linea RPTEC/TERT1 y comparatlo con el cultivo celular tradicional.

e Aplicacion de shear stress fisiologico con diferentes sistemas fluidicos y analizar las
ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos.

e Caracterizacion del modelo kzdney-on-a-chip mediante el estudio de la presencia de
marcadores especificos y cambios en la expresion génica para compararlo con el modelo

de cultivo celular tradicional.
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5.2. Resultados

5.2.1. Aplicaciéon de shear stress fisioldogico en dispositivos

microfluidicos
5.2.1.1. Dispositivo COP-3

Antes de utilizar el dispositivo COP-3 con células sembradas en sus canales, se quiso
observar el tipo de patrén de flujo al utilizar una bomba peristaltica, haciendo uso de un
sensor de flujo con un dispositivo COP-3 conectado al sistema. Se observéd que al utilizar
dicha bomba a un flujo tedrico de 13.33 ul/min, que es el que posteriormente se iba a utilizar
una vez sembradas las RPTEC/TERT1 en el dispositivo COP-3, se producian unos pulsos
muy pronunciados (Figura 5.3). Ademas de los pulsos, y tal como se observa en la Figura 5.3,
también hay flujo retrégrado dados los valores negativos de la grafica. Este efecto se produce
por la presiéon que hacen los rodillos de la bomba peristaltica sobre el tubo Tygon con el que

estan en contacto.
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Figura 5.3. Pulsos de la bomba peristaltica. L.a bomba peristaltica se conecté con un sensor para
analizar el patrén de flujo que se aplica con este tipo de sistema. Se hizo a una velocidad de 4 rpm
con un flujo tedrico medio de 13.33 ul/min y se registraron los datos con el software del sensor para
el analisis posterior. Se observa que el flujo es pulsatil, debido a que la forma en la que se propulsa el
medio de cultivo es mediante la presién que ejercen los rodillos del cabezal de la bomba peristaltica

sobre el tubo Tygon.
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5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

Para poner a punto el protocolo de siembra en dispositivos microfluidicos se utiliz6 la misma
linea celular descrita antetiormente para el modelo de tubulogénesis, RPTEC/TERT1. Con
el fin de favorecer la adhesion celular, los dispositivos fueron tratados previamente a la
siembra con plasma de oxigeno, puesto que la lamina de COP utilizada como base del chip
era hidrofébica, y se observé que con el tratamiento de plasma las células se repartian mas
homogéneamente en el canal, ademas de facilitar el paso de la suspension celular por el canal,

ya que el plasma hace que la superficie sea hidrofilica.

Se probaron diferentes concentraciones celulares y finalmente se observé que la
concentracion optima era de 12.5x10° células/ml, que corresponde a 423.500 células/ cm? por
canal del dispositivo. A menores concentraciones las células no llegaban a confluencia ya que
éstas requieren de contacto entre ellas para su proliferacion. El volumen final de cada canal
junto con los reservorios era muy pequefo, de 70 pl en total, siendo el volumen efectivo del
canal de 10 pl, por lo que requeria de un cambio de medio de cultivo cada 24h, ya que las
RPTEC/TERT1 consumian los nutrientes al no haber un recambio de medio constante en

el canal.

Tras haber alcanzado alrededor del 100% de confluencia en los canales, el COP-3 se conectd
al sistema fluidico y se aplic6 un caudal de medio de cultivo de 13.33 pl/min, correspondiente

a un shear stress de 0.2 dyn/cm” durante 72h (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Sistema a flujo con dispositivo COP-3. Esquema donde se detallan los diferentes
pasos de los ensayos con los dispositivos COP-3 conectados al sistema fluidico. Tras la siembra y
proliferaciéon celular, se conect6 uno de los dispositivos a flujo con la bomba peristaltica, aplicando
un shear stress fisiologico de 0.2 dyn /cm? durante 72h.

Los pulsos que se habian observado previamente mediante las medidas del sensor de flujo

no afectaron al cultivo celular en los dispositivos, ya que se vio que tras tres dfas a flujo las
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5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

RPTEC/TERT1 mantenfan la monocapa en los canales (Figura 5.5). Al comparar los dos
modelos utilizados, es decir, el dispositivo en estatico con renovaciéon de medio cada 24h, y
el dispositivo a flujo, se observé que tras este periodo de 72h, las células proliferaban mas
cuando estaban sometidas al flujo que cuando estaban en estatico. Esto puede deberse a que
la renovacion de nutrientes y de factores de crecimiento necesarios para la proliferaciéon de
las células estaban en constante circulacién, y su disponibilidad era mayor que en el

dispositivo en estatico, donde el medio disponible del canal solo son 10 pl.

72 h

Estatico

0.2 dyne/cm?

Figura 5.5. RPTEC/TERT1 expuestas a un shear stress fisiolégico en dispositivo COP-3.
Las células se sembraron en los canales del COP-3 y una vez confluentes, se dejaron en estatico (A)
con renovacion de medio cada 24h o se les aplicé un shear stress de 0.2 dyn/cm? (C). Después de
72h se observé que la monocapa celular se mantenia en ambos modelos (B, D). Barra de escala 100

pm.

Con el fin de que no hubiese diferencia en la disponibilidad del medio de cultivo, y, por tanto,
una proliferacion igual tanto en el modelo en estatico como en el modelo a flujo, se probo a
conectar el dispositivo COP-3 estatico a la bomba peristaltica de la misma manera que el
dispositivo COP-3 sometido a shear stress. En el caso del dispositivo COP-3 en estatico, se
programo la bomba peristaltica para que hubiese circulacién de medio de cultivo a 2.5 rpm
durante 30 minutos cada 12h. Este experimento se mantuvo durante 5 dias en ambas
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5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

condiciones y, transcurrido este tiempo, se hizo una tincién de nucleos con DAPI para poder
cuantificar las células y asi observar posibles diferencias en la proliferacion celular. También
se marcaron con faloidina, para observar el citoesqueleto de actina de las células,
confirmando asi que las RPTEC/TERT1 formaban una monocapa totalmente confluente
en los canales del dispositivo. Para ello se tomaron tres imagenes con el microscopio de
fluorescencia en cada canal, en zonas aleatorias, y se contabilizé el nimero de nutcleos por

campo (Figura 5.06).
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Figura 5.6. Cuantificaciéon de nicleos de RPTEC/TERT1 en dispositivo COP-3. Diferencias
en el numero de células en la condicién estatico (A) y a flujo (B)en dispositivos COP-3. Se tomaron
nueve imagenes por condicién y se cuantificé el nimero de nucleos en cada imagen (C). La barra de

error muestra la desviacién estandar entre las diferentes imagenes. n=9. t-test con correcciéon de
Welch, ¥+ p<0.001.

Se observo una diferencia significativa en el nimero de células entre ambas condiciones
(Figura 5.6C), ya que se contabilizaron un mayor nimero de nicleos en el modelo que habia
estado a un flujo constante de 13.33 pl/min que en la condicién en la que se habia renovado
el medio durante 30 minutos cada 12h con ese mismo flujo. Con este sistema de circulacion
de medio cada 12h en el modelo en estatico no se consiguié corregir la diferencia en el

crecimiento celular entre ambos modelos.

Si bien es cierto que se consigui6 aplicar flujo en estos dispositivos, éstos presentaron ciertos
problemas en su uso. Uno de los principales problemas es que las piezas que conforman el
chip tenfan que ser ensambladas de forma manual, utilizando un adhesivo biocompatible
para poder unir la lamina del suelo de COP con el bloque inyectado del mismo material. Esto
daba lugar a que los canales podian no estar debidamente alineados y las células estaban en
contacto directo con el adhesivo en los bordes de los canales. No hubo problemas de
citotoxicidad con el adhesivo, ya que las células proliferaban igualmente, pero la geometria

del canal podia verse comprometida por este hecho. Ademas, a la hora de sembrar las células
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5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

aparecfan burbujas en los laterales del canal, impidiendo la proliferacion celular alli donde se
generaban dichas burbujas. Fstas desaparecian con los cambios de medio, proliferando asf

las células por toda la superficie del canal.

El diseno del dispositivo hacia complejo su manejo a la hora de aplicar flujo, ya que no
disponia de conectores especificos para conectar con el tubo Tygon, el cual habia que
introducir por presion en los reservorios de cada canal. .a manipulacion en exceso del chip
para poder conectar todos los canales en serie aumentaba el riesgo de contaminacién o que
se levantaran las células al hacer presion con los tubos. Si bien es posible aplicar flujo en este
dispositivo, su disefio hace que sea el menos manejable y util a la hora de hacer ensayos

posteriores con el mismo.

5.2.1.2. Dispositivo de COP-2

En el caso del dispositivo de BeOnChip, se realizaron modificaciones en el protocolo de
siembra y en la fase de proliferaciéon celular en comparaciéon con el protocolo seguido con el
dispositivo COP-3. En este dispositivo, ademas de estar ya tratado con plasma de oxigeno,
se le aplicé un recubrimiento de superficie con colageno I para favorecer la adhesion celular.
Una vez adheridas las células a la superficie de los canales, se mantuvieron en cultivo en un
balancin hasta llegar a formar una monocapa. El balancin se utilizé para que hubiese un
recambio constante del medio de cultivo desde los reservorios, donde se afiadfa 200 pl por
reservorio, hasta el interior del canal, ya que el volumen disponible del canal donde se
encuentra el cultivo celular es de solo 30 ul. Por esta razon, si se dejaban en estatico, como
se habfa hecho previamente con el dispositivo COP-3, los nutrientes disponibles del medio
de cultivo localizado en el canal se consumian rapidamente y las células no proliferaban de
igual manera que cuando se ponfan los dispositivos en dicho balancin. La longitud del canal
era mucho mayor en este dispositivo que en el COP-3, por lo que era fundamental mantener
el medio de cultivo en constante movimiento, ya que habia un mayor nimero de células.
Ademas, el material con el que estan fabricados, el COP, es impermeable a gases, por lo que

el balanceo también favorecia el intercambio de oxigeno.

Para aplicar un shear stress fisiologico con este tipo de dispositivo se emplearon dos sistemas
diferentes, la bomba peristaltica y un sistema de control de la presiéon para impulsar el medio
de cultivo. Se probaron ambos sistemas para comprobar si el patron de flujo podia influir en
el comportamiento de las células sometidas a flujo bajo sin aplicar un shear stress fisiologico o
a un flujo mas alto, éste Gltimo con un shear stress fisiologico de 0.24 dyn/cm? (Figura 5.7).
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5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

Flujo lineal con sistema de control de presién

El sistema de control de presion de Fluigent utilizado en estos experimentos permitia el
control tanto del caudal aplicado como de la presién utilizada para alcanzar dicho caudal,
gracias a un sensor situado antes de la entrada del dispositivo microfluidico. Se aplicaron dos
regimenes de flujo diferente, uno de ellos con un caudal de 20ul/min, que sometia a las
células a un shear stress de 0.07 dyn/cm?, debajo del rango fisiologico en el tibulo proximal
(0.2-2 dyn/cm?), y el segundo caudal utilizado, 70 pl/min, si generaba un shear stress fisiologico

de 0.24 dyn/cm”.
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Figura 5.7. RPTEC/TERT1 expuestas a un flujo fisiolégico en dispositivo COP-2. Tras la
fase de proliferacién en balancin durante 72h, se conectaron los dispositivos a flujo tanto con bomba
peristaltica (flujo pulsatil) como con el sistema de control de presién (flujo lineal) durante 72h con

dos rangos de flujo diferentes, aplicando un shear stress fisiolégico de 0.24 dyn/cm? en el flujo alto.

Se consiguié mantener a flujo los dispositivos con este sistema durante 72h tanto con un
caudal bajo, 20 ul/min, como a caudal alto, 70 ul/min. El sistema a presion era un circuito
abierto, es decir, habfa una botella con medio de cultivo que entraba al dispositivo y otra
botella donde se acumulaba dicho medio tras pasar por el dispositivo. Por este motivo, habia
que utilizar un volumen muy alto de medio de cultivo, 100 ml, con el objetivo de manipular
lo menos posible el sistema y asi hacer un intercambio de medio de cultivo cada 24h,
reutilizando el medio de cultivo dos veces durante las 72h que se mantuvieron a flujo los
sistemas. El patron tedrico de flujo con este tipo de sistema es lineal, en comparacién con la
bomba peristaltica, que es un patrén pulsatil, pero debido a cambios de presion en el sistema,
dicho patrén no era totalmente lineal, si no que habia ciertas fluctuaciones tanto en el caudal
como en la presion (Figura 5.8). El principal problema que surgié con este sistema fue la
aparicion de burbujas. Por un lado, estos ensayos se tuvieron que llevar a cabo en una estufa

a 37°C, sin humedad ni CO; y esto generaba que los gases disueltos en el medio de cultivo y

110



5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

el aire presente dentro de la estufa no se equilibraran, por lo que se generaban burbujas en el
medio de cultivo. Dichas burbujas podian llegar a introducirse en el tubo PTFE y llegar al
sensor, dando picos de flujo y desestabilizando el sistema. Otro problema fue que debido a
las conexiones microfluidicas entre los diferentes segmentos de los tubos utilizados,
aparecfan burbujas que, al introducirse en el sensor, éste registraba cambios en la presion y
como consecuencia cambios en el caudal, por lo que el flujo variaba, aunque se mantenia en
un rango estable como se puede observar en las graficas correspondientes a los dos regimenes
de flujo que se aplic con este sistema (Figura 5.8 A, C). Con este sistema no se observo flujo
en sentido retrégrado como si se vio con la bomba peristaltica al aplicar un flujo pulsatil

(Figura 5.3).

A B
Flujo Presion (mbar)
30+ 9-
— 81
< 20 &
= T 2
E £ 71
= <
L, 2 64
= 10 @
[T -
o g
0 T T T T 1 4 T r T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)
80+ 20
754 = 194
c ©
= o
£ 704 £ 18-
E e
2, 65- 2 47
E) o
[T -t
60 L 16+
55 L] T T T 1 15 L] T L] T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tiempo (segundos) Tiempo (segundos)

Figura 5.8. Patrén de flujos y presion aplicada con sistema de control de presion. Tanto el
flyjo (A, C) como la presion (B, D) aplicada queda registrada gracias al sensor que lleva incorporado
este sistema. Se vieron oscilaciones tanto en el flujo como en la presioén, haciendo que el flujo no

fuese totalmente lineal.
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Bomba peristéltica

De forma paralela a los experimentos con el sistema de control de la presion, se hizo lo
mismo, pero utilizando la bomba peristaltica. En este caso el sistema era similar al descrito
previamente con el dispositivo COP-3, pero en este caso las conexiones del dispositivo con
el tubo Tygon de la bomba peristaltica se hicieron con tubo PTFE, ya que las conexiones del
dispositivo estan disefiadas para el uso de este tipo de tubo. Tras llegar a confluencia, se
conectaron al sistema microfluidico y se les aplicé dos tipos de caudal, en este caso 9 ul/min
con un shear stress por debajo del rango fisiologico de 0.03 dyn/cm?y 70 ul/min, éste dltimo
correspondiente a un shear stress fisiologico de 0.24 dyn/cm?, al igual que con el sistema de

control de presién.

El uso de la bomba peristaltica hizo que fuese posible la circularizaciéon constante del medio
de cultivo ya que permite hacer un circuito cerrado, con la ventaja de poder utilizar un
volumen mucho menor que con el sistema de control de presiéon. En el caso de los
experimentos con la bomba peristaltica, se utilizaron 3 ml de medio de cultivo en el
reservoriodurante 72h, y al ser un circuito cerrado, no habia que manipular el sistema hasta
finalizar el flujo transcurridas esas 72h. Una vez finalizado el flujo, se corroboré que la
monocapa se habia mantenido intacta en los canales de los dispositivos tanto a flujo bajo

como a flujo alto (Figura 5.9).

Oh

0.03 dyne/cm?

0.24 dyne/cm?

Figura 5.9. RPTEC/TERT1 antes y después de aplicar shear stress. Antes de conectar los
dispositivos COP-2 a flujo se confirmé que habian formado una monocapa a lo largo de los canales
del dispositivo (A, C). Tras 72h a flujo, la monocapa seguia intacta en ambos modelos (B, C). Barra
de escala 50 pm.

112



5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

Ademas, la apariciéon de burbujas, que es un problema recurrente en los sistemas de
microfluidica, no se producia de forma tan recurrente como con el sistema a presion. Esto
se debi6 a que el sistema de cebado del circuito durante una hora a 37°C hizo que se
equilibraran los gases del medio de cultivo con el incubador, que en este caso si tenfa un 5%
COraunque sin humedad. El hecho de que tanto el material de los tubos como del dispositivo
fueran impermeables a los gases hizo que se redujese el riesgo de generacion de burbujas en

los diferentes segmentos del circuito.

5.2.1.3. Dispositivo PS-6

Por dltimo, se puso a punto otro sistema a flujo, pero esta vez con el dispositivo u S/ide
V1_0.4 (IBIDI) de seis canales, los cuales se conectaron también en serie para aplicar el
mismo shear stress en todos ellos. En este caso, se pusieron a punto dos protocolos diferentes

que se detallan a continuacion.
Protocolo 1

En el denominado Protocolo 1 se aplicaron tres regimenes de flujo, el primero, de
mantenimiento, se aplicé en la fase proliferativa de las células, para que llegasen a confluencia
con un recambio continuo de medio sin aplicar wn shear stress fisiologico. Tras esta fase de
proliferacion celular, se aplicaron en paralelo dos caudales diferentes en dos dispositivos de
forma paralela, uno sin aplicar shear stress fisioldgico (0.03 dyn/cm?) y otro aplicando un shear
stress fisiologico como en los dispositivos anteriores, de 0.2 dyn/cm? (Figura 5.10). En este

modelo se utiliz6 tubo de silicona para las conexiones entre los canales del dispositivo.
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Figura 5.10. RPTEC/TERT1 en dispositivos PS-6 a flujo con Protocolo 1. Una vez sembradas
las células y adheridas a los canales del dispositivo, se conectaron los canales del dispositivo en serie
con tubo de silicona y se mantuvo a un flujo bajo hasta que las células llegaran a confluencia pasadas
96h. En este punto, se cambié a medio de cultivo sin suplementos (BW5WTF) y se mantuvo el flujo
durante 72h.
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Protocolo 2

En el Protocolo 2, las RPTEC/TERT1 se sembraron a una concentracién menor que en
Protocolo 1y el cultivo celular se mantuvo en un balancin hasta llegar a la confluencia. En
este caso, los tubos que conectaban en serie el dispositivo eran de Tygon, un material menos
poroso que la silicona previamente mencionada. Cuando las células habfan llegado a la
confluencia, se conectaron a los dos regimenes de flujo iguales al caso anterior, donde se

aplicaba un shear stress de 0.03 dyn/cm’y 0.2 dyn/cm” respectivamente (Figura 5.11).
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Figura 5.11. RPTEC/TERT!1 en dispositivos PS-6 a flujo con Protocolo 2. Después de sembrar
las células en el dispositivo, se mantuvieron en un balancin durante 96h con un recambio de medio
cada 24h, hasta llegar a conformar una monocapa de células confluente en los canales.
Posteriormente, se aplico flujo durante 72h.

Este sistema se implementd, como en los casos anteriores, con la bomba peristaltica,
generando un flujo constante con un sistema cerrado, permitiendo asi el uso de un bajo
volumen de medio de cultivo. En este caso se probaron dos protocolos diferentes, cuyas
diferencias se basaban en la fase de proliferacién y en el tipo de tubo utilizado para las
conexiones entre los canales. En el Protocolo 1 las conexiones entre los diferentes canales
del dispositivo se hicieron mediante tubo de silicona. Al haber un mayor numero de
conexiones en el dispositivo PS-6, ya que éste consta de seis canales, y también debido al
tubo de silicona, que tiene una alta porosidad, se generaban burbujas dentro del sistema, lo
que puede hacer que se levanten las células que estan en monocapa en el suelo del dispositivo.
Para solucionar en parte este problema, se inserté un atrapaburbujas en la entrada
microfluidica del dispositivo, en el primer canal del dispositivo que estaba conectado en el
circuito de tubos, para que las burbujas generadas en los tubos antes de llegar al dispositivo

saliesen al exterior y no se introdujeran en los canales.
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Tras la exposicion de las células a los dos regimenes de flujo durante 72h, se observé que la
monocapa celular permanecia en los canales en ambas condiciones. El atrapaburbujas mejoré
el problema de las burbujas que llegaban al dispositivo, pero no las que se generaban en los
tubos de silicona que interconectaban los canales. Por esta razon, estos tubos se cubrieron
con gasas humedecidas con agua para tratar de disminuir la formacién de burbujas, y se

comprobd que la generacion de éstas disminuia cuando se realizaba este procedimiento.

Para intentar resolver el problema de las burbujas que se generaban en los tubos de las
conexiones entre canales, se probd a utilizar tubo Tygon en vez de tubo de silicona. El
primero, al ser impermeable a gases, podria reducir la aparicion de burbujas y asi evitar el
problema de que el monocapa celular de los canales se despegara de la superficie. Se observo
que al utilizar este tipo de tubo no habfa aparicién de burbujas en las conexiones entre los
canales, por lo que se resolvi6 ese problema que puede afectar a la integridad de la monocapa

celular en los canales del dispositivo.

5.2.2. Caracterizacion de la linea celular RPTEC/TERT1 en
dispositivos microfluidicos por inmunofluorescencia

5.2.2.1. Dispositivo COP-3

Con el fin de observar cambios morfolégicos en las células sometidas a shear stress, se llevé a
cabo el marcaje de diferentes estructuras celulares con inmunofluorescencia tras aplicar flujo
durante 72h. Al igual que con el modelo de tubulogénesis propuesto, se analizaron dos
marcadores presentes en las células del tubulo proximal, la ZO-1, localizada en la membrana
celular, y la tubulina acetilada, que se localiza mayoritariamente en el cilio primario, pero

también puede observarse en el citoesqueleto.

En el dispositivo COP-3 se compararon dos modelos. Por un lado, un dispositivo que se
mantuvo en estatico durante 72h y por otro, un dispositivo en el que se sometieron a las
células a un shear stress fisiologico durante el mismo tiempo. Las RPTEC/TERT1 en estatico
mostraron una motfologia poliédrica regular en toda la monocapa. Se observé que la ZO-1
mostraba un borde serrado en todo el contorno celular, y se confirmé también asi la unién
entre las células que conformaban la monocapa en el dispositivo. Se observé también la

presencia del cilio primario en las células que se mantuvieron en estatico (Figura 5.12).
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Estatico 0.2 dyne/cm?

Figura 5.12. Inmunofluorescencia de RPTEC/TERT1 en dispositivo COP-3. Después de 72h
en estitico y flujo, se analizé la presencia de ZO-1 (verde) y tubulina acetilada (rojo) en las
RPTEC/TERT1 en dispositivo COP-3. Tanto en el modelo estitico (A) como en el modelo a flujo
(B) se confirmo la presencia tanto de la ZO-1 como de la tubulina acetilada, que se acumula de forma
predominante en el cilio primario. Las flechas amarillas indican la presencia del cilio primario en
ambos modelos. La linea amarilla indica la altura a la que esta hecho el corte en Z. Barra de escala 20

pm.

En la condicién en la que se aplico flujo durante 72h se observaron diferencias morfologicas
respecto al dispositivo que se mantuvo en estatico. En este caso, la morfologia de las células
era mas alargada, siendo ademas mas irregular que en el dispositivo en estatico. Se observé
que la ZO-1 no mostraba un borde serrado tan marcado como en la condicién en estatico,
teniendo as{ una apariencia mas tensa respecto a dicha condicion. Al igual que en estatico, se
vio que las células mantenfan la expresion del cilio primario. Finalmente, se observo que las
células a las que se les habia aplicado flujo eran mas altas que aquellas que habian estado en

estatico.

5.2.2.2. Dispositivo COP-2

En el caso del dispositivo COP-2, se marcaron las mismas estructuras por
inmunofluorescencia que en el dispositivo COP-3, tanto la tubulina acetilada como la ZO-1
(Figura 5.13). Se observé de igual forma el cilio primario, marcado por la tubulina acetilada,

y la polarizaciéon celular debido a la presencia de la ZO-1, en ambos modelos. No se
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observaron diferencias en la disposicion de la ZO-1, ya que en ambos modelos aparecia con
un borde serrado, sin zonas de tensién. Se observo a su vez que la altura de las células era
similar también en los dos modelos, sin evidencias notables como las que si se observaron

en el dispositivo COP-3.

0.03 dyne/cm? 0.24 dyne/cm?

Figura 5.13. Inmunofluorescencia de RPTEC/TERT1 en dispositivo COP-2. Después de 72h
a flujo bajo (0.03 dyn/cm?) y a flujo alto (0.24 dyn/cm?), se analizé la presencia de ZO-1 (verde) y
tubulina acetilada (rojo) en las RPTEC/TERT1 en dispositivo COP-2. Tanto en el modelo de flujo
bajo (A) como en el modelo a flujo alto (B) se confirmo la presencia tanto de la ZO-1 como de la
tubulina acetilada. Las flechas amarillas indican la presencia del cilio primario, marcado con tubulina
acetilada, en ambos modelos. La linea amarilla indica la altura a la que esta hecho el corte en Z. Barra
de escala 20 pm.

Ademas de estos dos marcadores, se quiso analizar la disposicion del citoesqueleto en las
RPTEC/TERT1 tras haber estado sometidas a flujo (Figura 5.14). Los filamentos de actina
se marcaron con faloidina, que es un polipéptido téxico presente en las setas y que se une a
la actina de los microfilamentos del citoesqueleto. Se observaron fibras de estrés de actina en
ambos modelos, tanto a flujo bajo como a flujo alto (Figura 5.14 B, E). Con el fin de observar
una posible desdiferenciacion celular debido al tipo de cultivo celular sometido a un factor
estresante como puede ser el shear stress, se marcaron las células con vimentina, una proteina
de filamentos intermedios que forma parte del citoesqueleto de células embrionarias,
endoteliales y algunas células sanguineas. L.as RPTEC/TERT1, al ser una linea de células

epiteliales no deberfa tener presencia de vimentina, pero se observé que en ambas
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condiciones a flujo este marcaje dio positivo, observandose la vimentina en el citoesqueleto

de las células (Figura 5.14 C, F).

] ..

0.03 dyne/cm?

Vimentin

0.24 dyne/cm?

Figura 5.14. RPTEC/TERT1 en dispositivo COP-2 para la visualizacion del citoesqueleto.
En los dos modelos se confirmé la presencia de fibras de estrés de actina (B, E), marcada en rojo.
Igualmente se vio que las células tenfan vimentina formando parte también del citoesqueleto (C, F).
Barra de escala 20 um.

5.2.2.3. Dispositivo PS-6

En el dispositivo PS-6 se compararon dos condiciones, ambas aplicando flujo, con la
diferencia de que en una de las condiciones el shear stress estaba por debajo del fisiologico en
el tubulo proximal, y la otra condicién, donde si se aplicaba un shear stress fisiologico. Las
diferencias en cuanto a la disposiciéon de la ZO-1 son las mismas que con los dispositivos
COP-2 y COP-3. Las células con shear stress fisiologico no mostraron una disposicion tan
alargada como en el dispositivo COP-3, pero si se observé que las células en ambas
condiciones a flujo en los PS-6 tenian una geometria similar a las células en estatico del
dispositivo de COP-3 y a las RPTEC/TERT1 en los dispositivos COP-2 en los dos
regimenes de flujo. La presencia del cilio primario se observé en ambas condiciones como
en los casos anteriores, y no se vieron cambios evidentes entre ellas (Figura 5.15). En este

€aso, no se observé una variacion en la altura de las células cuando se aplicd un shear stress
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fisiologico, al igual que en los dispositivos COP-2, algo que si ocurrié sin embargo con el

dispositivo COP-3.

0.003 dyne/cm? 0.2 dyne/cm?

Figura 5.15. Inmunofluorescencia de RPTEC/TERT1 en dispositivo PS-6. Después de 72h a
flujo bajo (0.003 dyn/cm?) y a flujo alto (0.2 dyn/cm?), se analizé la presencia de ZO-1 (verde) y
tubulina acetilada (rojo) en las RPTEC/TERT1 en dispositivo PS-6. Tanto en el modelo de flujo bajo
(A) como en el modelo a flujo alto (B) se confirmd la presencia tanto de la ZO-1 como de la tubulina
acetilada, como en los dispositivos COP-2 y COP-3. Las flechas amarillas indican la presencia del
cilio primario, marcado con tubulina acetilada, en ambos modelos. La linea amarilla indica la altura a

la que esta hecho el corte en Z. Barra de escala 20pum.

Como en el caso anterior, en los dispositivos COP-2 se quiso observar la disposicion del
citoesqueleto en los dispositivos PS-6. Se obtuvieron los mismos resultados para los dos
modelos, ya que se observaron fibras de estrés de actina tanto en la condicion con shear stress
de 0.003 dyn/cm® como con un shear stress de 0.2 dyn/cm” (Figura5.16B, E). Al igual que en
el anterior dispositivo, en los PS-6 se vio que la vimentina estaba presente en ambas

condiciones (Figura 5.16 C, F).

La visualizacién mediante la técnica de inmunofluorescencia de estructuras presentes en las
RPTEC/TERT1 permiti6 obsetvar posibles diferencias dependiendo del dispositivo
microfluidico que se estaba utilizando. Estas diferencias solo se observaron en el dispositivo
COP-3 en referencia a la altura de las células dentro del dispositivo. Cuando estuvieron en
estatico se observo un epitelio mas aplanado, mientras que las células que fueron sometidas

a shear stress si mostraron mayor altura y con una forma mas cuboidal, lo cual podria ser una

119



5. Desarrollo del modelo kidney-on-a-chip

sefial de que el estimulo del flujo podria favorecer una morfologia mas cercana a las células
del tabulo proximal 7z vive, ya que éstas son cuboidales y no aplanadas. Como se ha
comentado previamente, las células a flujo en este dispositivo proliferaban mas en
comparacion con el estatico, y esto puede que influya en la altura de las células, ya que al
disponer del mismo espacio y seguir proliferando tuviesen que adquirir dicha morfologia

cuboidal.

Vimentin

0.003 dyne/cm?

0.2 dyne/cm?

Figura 5.16. RPTEC/TERT1 en dispositivo PS-6 para la visualizacion del citoesqueleto. En
los dos modelos se confirmé la presencia de fibras de estrés de actina (B, E), marcada en rojo.
Igualmente se vio que las células tenfan vimentina formando parte también del citoesqueleto (C, F).

Barra de escala 20 um.

En los dispositivos COP-2 y COP-3 no se observaron diferencias entre el modelo a flujo
bajo y flujo alto, y tampoco se vio que hubiese diferencias en la morfologia y disposicion
celular entre ambos dispositivos, por lo que el régimen de flujo, bajo o alto, no produjo

cambios en el epitelio formado en los canales.
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5.2.3. Expresiéon génica de marcadores renales en

RPTEC/TERT1 mediante RT-PCR y qPCR
5.2.3.1. Dispositivo COP-3

Con el fin de valorar si la expresion tanto de marcadores especificos del tubulo proximal
como no especificos de esta parte de la nefrona se vefa afectada por la exposicion a flujo, o
simplemente por el cultivo en dispositivos microfluidicos, se hizo RT-PCR con las muestras
obtenidas. En este caso, se compararon dos modelos; tras exponer a las células a un flujo de
13.33 ul durante 30 minutos cada 12h, o al mismo flujo de forma continua, aplicando un shear
stress fisioldgico de 0.2 dyn/cm? cinco dias en el dispositivo COP-3. Los resultados obtenidos
mostraron que se expresaban los mismos marcadores en ambos modelos, que fueron KSP,
DDP4, a-SMA, SGLT2, APN, GAPDH, GGT1 y NKCC2 (Figura 5.17). De todos ellos,
DPP4, SGLT2 y GGT1 son especificos de este segmento de la nefrona. IL.a megalina, que si
esta presente en el tdbulo proximal, no se observé en ninguno de los dos modelos. Si se
comparan estos resultados con los controles de las RPTEC/TERT1 en placa multipocillo de
96 de los experimentos de tubulogénesis (Figura 4.9), no se observan tampoco diferencias

entre los dos modelos en los dispositivos COP-3 y el cultivo celular en placa de 96 pocillos.
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Figura 5.17. RT-PCR de RPTEC/TERTI1 tras aplicar shear stress en dispositivos COP-3. Se
analizaron mediante RT-PCR diferentes marcadores en los dos modelos, el de flujo intermitente
durante 30 minutos cada 12h (Ciclo) y el flujo con un shear stress fisioldgico de 0.2 dyn/cm? (Flujo).
De forma cualitativa no se vieron diferencias en la expresién entre los dos modelos en ninguno de
los marcadores analizados.
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Tras confirmar que la exposicion a flujo no modifica el fenotipo base de la linea celular, se
realizé un analisis cuantitativo mediante qPCR de marcadores celulares relacionados con las
respuestas al estrés celular, la transiciéon epitelio-mesénquima, la diferenciacién celular, el
transporte renal y el dafio renal en los dispositivos COP-3, aplicando un flujo 13.33 pl/ min
con un shear stress de 0.2 dyn/cm? durante 24h, 48h y 72h y en células control en un
dispositivo en estatico, para verificar si el flujo o el shear stress tienen efectos mas sutiles en

estos procesos celulares (Figura 5.18).

En los marcadores relacionados con el estrés celular, se observé que AMPKal, AMPKa2 y
mTOR disminuyeron su expresién en las condiciones en las que las RPTEC/TERT1
estuvieron sometidas a un shear stress fisiologico tanto a las 24h como a las 48h y 72h cuando
se compard con el cultivo celular en el dispositivo COP-3 en estatico. mTOR, que esta
relacionado con la proliferacion y el metabolismo celular, disminuyé su expresion en los tres
modelos a flujo respecto al control en estatico. Esta disminucién en la expresion de los
marcadores de estrés celular respecto al control no fue significativa estadisticamente en

ninguno de los tres modelos.

En el caso de los dos marcadores cuantificados relacionados con hipoxia, se observo que
HIF1A disminufa su expresion en las células sometidas a shear stress, sin embargo, HIF2A
aument6 su expresion. Los tres marcadores estudiados relacionados con la transicion
epitelio-parénquima, la fibronectina, la vimentina y «-SMA, disminuyeron también su
expresion cuando se sometio a las células a shear stress en los tres modelos a flujo. Igual que
sucedi6 con los marcadores de estrés celular, esta disminucion no fue significativa cuando

fue analizada estadisticamente.

Al comparar los tres modelos a flujo a diferentes tiempos, se observo que las células
respondian de una forma similar, independientemente del tiempo que habian estado

sometidas a un shear stress fisiologico., respecto a la condicion del dispositivo en estatico.
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Figura 5.18. Expresion de diferentes genes mediante qPCR en el dispositivo COP-3. Se
analizaron diferentes marcadores relacionados con estrés celular, transicidén epitelio-parénquima,
diferenciacién y transporte renal en el dispositivo COP-3 tras aplicar shear stress a durante 24, 48 y
72h. Two-way ANOVA. n=2

En referencia al transporte de citotoxicos en el tibulo proximal, se analiz6 la expresion de
cuatro transportadores implicados en el mismo, OAT1, OAT3, OCT1 y OCT2. Se vio que
OAT3, OCT1 y OCT2 no se expresaron en ningin modelo, pero OATT1 si esta presente en
las RPTEC/TERT1, aunque su expresién parece disminuir en los dispositivos expuestos a
shear stress durante 24h, 48h y 72h respecto al dispositivo control en estatico, pero sin

resultados significativos.
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Figura 5.19. Expresion de marcadores de dafio renal en dispositivo COP-3. La expresion de
KIM1 y NGAL, marcadores relacionados con dafio renal, aumenté en los modelos a flujo respecto
al dispositivo en estatico, pero no se hallaron diferencias significativas en la expresiéon de estos
marcadores. Two-way ANOVA. n=2
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Finalmente, se analiz6 la expresion de dos marcadores de dafo renal, KIM1 y NGAL. Se
observo que habia sobreexpresion de ambos genes en los modelos en los que las células
estuvieron sometidas a shear stress respecto al control en el dispositivo en estatico, pero no se

observaron diferencias significativas entre los diferentes modelos. (Figura 5.19).

5.2.3.2. Dispositivo COP-2

En este dispositivo se analizaron marcadores de estrés celular y de dafio renal, asi como la
expresion de diferentes transportadores presentes en el tubulo proximal renal (Figura 5.20).
Se pudo observar que habifa una disminucién en la expresion de AMPKa y AMPka2 en los
dos modelos a flujo respecto al control, al igual que en los marcadores de hipoxia HIF1A y
HIF2A. Dentro de los marcadores de dafio renal, se vio que habia una disminucién en la
expresion de KIM1 en los dos modelos a flujo respecto al control en estatico, sin embargo,

hubo un aumento de NGAL, respecto al control en estatico.
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Figura 5.20. Expresion de marcadores de estrés celular, hipoxia, dafio renal y transportadores
en las RPTEC/TERT1 en dispositivo COP-2. La expresién de marcadores de estrés celular como
AMPKal, AMPKa2 y mTOR disminuy6 en los modelos a flujo respecto al control. Dentro de los
marcadores de dafio renal, KIM1 disminuy6 su expresion en los modelos a flujo, mientras que NGAL
aumento su expresion. La expresion de OAT1, OCT1 y SGLT2, transportadores presentes en el
tubulo proximal, aumenté en los modelos a flujo respecto del modelo control en estatico. n=1

La expresion de los transportadores OAT1, OCT1 y SGLT2 aumentaron su expresion

cuando las RPTEC/TERT1 estuvieron expuestas a flujo, sin embargo, el transportador

AQP1 disminuy6 en ambos modelos, tanto a flujo bajo como a flujo alto respecto al control.
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Solo se pudieron observar tendencias ya que la muestra fue de n=1, por lo que no se pudo

realizar un analisis estadistico de los resultados.

5.2.3.3. Dispositivo PS-6

En la misma linea que con el dispositivo COP-2, se analizaron los marcadores descritos
previamente (Figura 5.21). En este caso, se identificaron diferencias significativas en los dos
marcadores de dafo renal, KIM1 y NGAL. Estas diferencias se vieron en KIM1 al comparar
el control con el modelo a flujo bajo 0.003 dyn/cm” y entre este modelo y el de flujo alto 0.2
dyn/cm’ En ambos casos la expresion de dicho marcador aumenté respecto al control en
estatico. En relacion a NGAL, solo se vieron diferencias significativas entre el control y el

flujo bajo, aumentando su expresion en el caso del flujo bajo respecto al control en estatico.
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Figura 5.21. Expresion de marcadores de estrés celular, hipoxia y dafio renal presentes en
RPTEC/TERT!1 en dispositivos PS-6. Los marcadores de dafio renal KIM1 y NGAL aumentaron
de forma significativa su expresion en los modelos sometidos a flujo bajo (0.003 dyn/cm?) y a flujo
alto (0.2 dyn/cm?) respecto al control en estatico. Two-way ANOVA, n=2

Con la finalidad de analizar la actividad de transporte entre los diferentes modelos, se
analizaron algunos de los transportadores presentes en el tabulo proximal, OAT1, OCT1,
AQP1 y SGLT2 (Figura 5.22). En el caso OAT1, se hallaron diferencias significativas en su
expresion entre el control y el flujo bajo, el control y el flujo alto y entre los dos regimenes

de flujo, en los que aumento su expresion respecto del control en estatico. La expresion de
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AQP1 aument6 igualmente en los dos modelos a flujo respecto al control de forma
significativa. Por ultimo, el transportador SGLT2 también aumenté su expresion en los dos
modelos a flujo respecto al control, observandose diferencias significativas entre el control y

el flujo alto y entre los dos regimenes de flujo.

Al comparar los dispositivos COP-2 con el dispositivo PS-6, se observaron dos diferencias
a resaltar en la expresion del marcador de dafio renal KIM1 y en la expresion del
transportador AQP1. En el caso de KIMI1, se vio que su expresion disminuia en el caso del
dispositivo COP-2, sin embargo, ocurri6 lo contrario en el caso del dispositivo PS-6 ya que
su expresion aumentd respecto al control en estitico. Esto puede deberse a que en el
dispositivo PS-6 hay un mayor nimero de células, ya que se conectaban seis canales del
dispositivo en serie y en el dispositivo COP-2 eran dos canales. En ambos casos el medio en
el reservorio era de 3 ml. El area de cada canal en ambos dispositivos era similar, pero el
hecho de que hubiese mas células en el PS-6 puede que influya en la producciéon de

metabolitos y que estos al acumularse tuviesen un efecto téxico en el cultivo celular.
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Figura 5.22. Expresion de transportadores en las RPTEC/TERT1 en dispositivo PS-6. Se
hallaron diferencias significativas en la expresion de OAT1, AQP1 y SGLT2, aumentando su
expresion en los modelos a flujo respecto al control en estitico. Two-way ANOVA, n=2,
Rk <0.0001

En referencia a la expresion del transportador AQP1, se vio que en el dispositivo COP-2
disminufa y en el PS-6 aumentaba en las los dos modelos a flujo respecto al control en
estatico. Esta disminucién en el dispositivo COP-2 puede deberse a una adaptacion de las

RPTEC/TERT1 que estan sufriendo un dafio, aunque no pueden sacatse conclusiones ya
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que solo se hizo una vez y no pudo hacerse un analisis estadistico. Este transportador sin
embargo aumento su expresion de forma significativa en el dispositivo PS-06, al igual que el
resto de los transportadores analizados excepto OCT1. El aumento de los transportadores
seflala que podria haber una diferenciacién a un fenotipo mas especializado del tdbulo

proximal renal, y esto podria influir en los ensayos de nefrotoxicidad a farmacos.

5.3. Discusion

Los modelos renales iz vitro basados en tecnologia microfluidica, que tratan de mimetizar lo
que ocurre 7 vivo, se han ido desarrollando a lo largo de los afios con el fin de desarrollar un
modelo que sea util para ensayos de nuevos farmacos, como modelos de enfermedades
renales y también para medicina personalizada (Paoli and Samitier, 2016).

Con el fin de desarrollar un modelo renal iz vitro que permita aplicar un shear stress fisiologico
al cultivo celular en dispositivos microfluidicos, en el marco de esta tesis se testaron
diferentes modelos de dispositivo, asi como diferentes formas de aplicar un flujo
determinado para observar posibles cambios en el fenotipo de la linea celular
RPTEC/TERT1.

Dentro de los métodos empleados para aplicar shear stress al cultivo dentro de los dispositivos,
el uso de la bomba peristaltica fue el que mejor resultados dio por diferentes razones. Es un
sistema sencillo de utilizar cuando se adquiere experiencia y es un método reproducible y que
no requiere de equipamiento especifico, aparte de la bomba peristaltica. Es versatil ya que
con ella se pudieron poner a flujo los tres tipos de dispositivos. Cada dispositivo requeria de
un sistema de tubos diferentes debido a sus diferencias en las conexiones, pero el tubo de la
bomba peristaltica que es necesario para impulsar el medio de cultivo fue el mismo en todos
los casos, tubo Tygon. Se eligié este material entre las diferentes opciones disponibles porque
es el que mejor soporta el trabajo mecanico. Esto es importante puesto que la presion que
ejercen los rodillos del eje de la bomba peristaltica puede llegar a desgastar los tubos. Para
conectar los canales en serie en los diferentes dispositivos, en el COP-3 se utilizé tubo Tygon,
para el COP-2 tubo PTFE y para el PS-6 se utiliz6 tanto tubo Tygon como tubo de silicona.
A pesar de estas diferencias en el montaje de los tres sistemas, fue el que pudo implementarse

en todos los casos con la bomba peristaltica.
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En el caso del sistema de control de presion, a pesar de tener la ventaja de que quedase
registrado el flujo durante todo el experimento, no es un método sencillo de utilizar y necesita
mads equipamiento y experiencia para su uso. Ademas, este sistema daba errores constantes
por lo que la reproducibilidad de los experimentos era muy baja. El dificil manejo de este
tipo de sistema, afiadido al alto volumen de medio de cultivo necesario para su
funcionamiento, ya que era un circuito abierto en vez de cerrado como la bomba peristaltica,
hizo que se descartara para el desarrollo posterior del modelo de nefrotoxicidad.

El uso de un circuito cerrado tiene varias ventajas respecto al circuito abierto. Con este
método es posible la recircularizaciéon del medio, por lo que con un volumen bajo de medio
de cultivo se puede mantener el cultivo celular durante todo el experimento a flujo, que en
este caso fueron 72h. Con el circuito abierto del sistema microfluidico por control de presion
hubo que emplear 100 ml, en comparaciéon de los 3 ml que se utilizaron con la bomba
peristaltica, lo que supone una reduccioén considerable en el uso de medio de cultivo. El
circuito abierto, si quiere mantenerse durante varios dias en rangos de flujo altos, tiene que
manipularse para rellenar el reservorio de medio, lo que conlleva el riesgo de posibles
contaminaciones del sistema. Por otro lado, si se quieren llevar analisis posteriores de
metabolitos presentes en el medio de cultivo producidos por las células, el circuito cerrado
hace que estén a una mayor concentracioén debido al poco volumen utilizado.

Hay estudios en los que el uso de un balancin o una plataforma con movimientos orbitales
han sido usados para aplicar un shear stress determinado. En el caso del agitador orbital, se
observo una mayor densidad celular, se incrementé la resistencia transepitelial (TEER) y
aumento6 también la expresion de diferentes marcadores de tubulo proximal. Sin embargo,
concluyen que estos resultados pudieron obtenerse debido a que la agitacion del medio de
cultivo aument6 la disponibilidad de nutrientes y el acceso al oxigeno disuelto en el medio, y
no simplemente por el shear stress (Ferrell et al., 2018). El uso de un balancin (OrganoPlate,
MIMETAS) para aplicar shear stress en dispositivos microfluidicos, increment6 la absorcion
de albiumina-FITC en la linea celular de tdbulo proximal ciPTEC en aquellos dispositivos
que habian sometidos a un shear stress de 2.0 dyn/cm® respecto a los que habian estado
sometidos a 0.5 dyn/cm® observando también mayor actividad de transportadores como P-
gp y MRP2/4 en el modelo a 2 dyn/cm? Sin embargo, este estimulo se debia a picos de shear
stress dependiendo del angulo del balancin, por lo que no era un estimulo constante, ademas
de que la bidireccionalidad del flujo hace que tampoco represente lo que ocurre en el tejido
nativo (Vriend ez al, 2020). En nuestro caso, el uso del balancin fue exclusivamente para la

renovacion del medio de cultivo y para el mantenimiento del cultivo celular antes de conectar
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los dispositivos a flujo. Es una herramienta util, ya que se confirmé que las células
proliferaban mas rapidamente que cuando se dejaban los dispositivos en estatico. No se opto
por este sistema para la aplicacion de shear stress por diferentes razones. Segun los calculos
matematicos obtenidos con MatlLab, en los que habia que tener en cuenta el angulo del
balancin, la frecuencia en la oscilacién de la plataforma y la geometria de los canales de los
dispositivos se vio que el balancin tenia varias limitaciones a la hora de alcanzar un shear stress
fisioloégico. Por otro lado, el flujo bidireccional, como se ha dicho anteriormente, no
representa lo que ocurre en el tubulo proximal. Otro factor a tener en cuenta para descartar
este sistema fue que el consumo de nutrientes y oxigeno del medio de cultivo por parte de
las células hace que sea necesario el cambio de medio de cultivo, lo que conlleva la

manipulacion de los dispositivos en el curso de los experimentos.

La eleccion del tipo de materiales con el que estan hechos los tubos influye a la hora de la
aparicion de burbujas en el circuito. En este sentido, los tubos de silicona, material poroso y
por lo tanto permeable a gases, generaron mas burbujas que cuando se utiliz6 con tubo
Tygon en los dispositivos PS-6. Si bien es cierto que la generacién de burbujas no se produjo
con el tubo Tygon, que no es poroso y es impermeable a gases, si podfan haberse visto
aumentados los marcadores de estrés celular por el hecho de utilizar todo el sistema de tubos
de un material impermeables a gases. Sin embargo, los datos obtenidos por qPCR en
dispositivos PS-6 con este tipo de tubo Tygon (Figura 5.21) no hicieron aumentar la
expresion de HIF1A y HIF2A, ambos genes implicados en estrés celular por hipoxia. Estos
dos marcadores tampoco se vieron afectados en los dispositivos COP-2, en los que se utilizo
tubo PTFE, también impermeable a gases, al igual que el COP, el material con el que estan

fabricados estos dispositivos.

En referencia a los dispositivos, los tres tipos que se probaron tenfan caracteristicas
diferentes, tanto en el material empleado en su fabricacién, como en el area cultivable de
cada canal y el nimero de canales que se conectaban en serie. El dispositivo de tres canales
(COP-3) esta fabricado con COP, estando el suelo del dispositivo adherido a la pieza supetior
con adhesivo biocompatible. Debido a esto, se generaban burbujas en los laterales de los
canales al no estar completamente sellados, dando lugar a que el crecimiento de la monocapa
no fuese uniforme ya que donde habia burbujas no crecian las células. Con los diferentes

cambios de medio antes de aplicar flujo dichas burbujas desaparecian, pero esto hacia que la
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siembra no fuese homogénea en los canales, ademas de que el manejo del chip era costoso
debido a la geometria de los canales.

Los dispositivos de dos canales de BeOnChip (COP-2) facilitaron el protocolo de siembra y
proliferacion de las células respecto al dispositivo anterior, debido a su método de fabricacién
y también a la geometria de los canales y al diametro de los reservorios laterales. El volumen
de medio que era posible afadir en los reservorios favorecié la fase de proliferacion en los
canales, ya que no se consumia tan rapidamente como en el dispositivo COP-3. Ademis,
para favorecer el intercambio de oxigeno y la disponibilidad de nutrientes del medio de
cultivo, se utiliz6 un balancin que permitia el movimiento del medio a lo largo del canal. A
su vez, para favorecer la adhesion celular se aplico un cwating de colageno 1, con el fin de que
las células soportasen la aplicacion del shear stress sin que se produjese un levantamiento del

cultivo celular en los canales.

Por ultimo, el dispositivo de seis canales de IBIDI (PS-6) difiere en varios aspectos de los
dos anteriores. El material empleado para su fabricacion, PS, es permeable a gases, a
diferencia de los dispositivos de COP, lo que puede modificar el comportamiento de las
células dentro del dispositivo. A su vez, los canales son mas anchos, por lo que hay mayor
namero de células por canal, lo que facilita analisis posteriores, como por ejemplo el analisis
en cambios de expresiéon de marcadores celulares por qPCR, ya que se obtiene una mayor
concentracién de RNA en este dispositivo que en los dos anteriores. Ademas, al tener seis
canales a los que se les puede aplicar el mismo shear stress conectandolos en serie, sometiendo
asf a las células al mismo estimulo, se pueden hacer ensayos de toxicidad con ellos ya que
pueden analizarse seis concentraciones de un toxico determinado para obtener una curva de

toxicidad con seis puntos diferentes.

Cuando se analizaron mediante inmunofluorescencia dos marcadores presentes en este tipo
celular, tanto la ZO-1 como la presencia del cilio primario, se observé que en los tres
dispositivos se observaban los mismos cambios respecto a la ZO-1 cuando se comparaba el
estatico con el dispositivo a flujo. Asi mismo, la presencia del cilio primario no se vio
comprometida por la aplicacién de shear stress en el cultivo celular, pero no se observaron
diferencias cualitativas en el numero ni en la longitud del mismo cuando se compararon las

condiciones en estatico y a flujo.
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Finalmente, para llevar a cabo los ensayos de nefrotoxicidad se eligi6 el dispositivo PS-6 por
diferentes razones. Este dispositivo era compatible con el uso de bomba peristaltica, lo que
permitia un circuito cerrado con recircularizaciéon del medio de cultivo durante 72h sin
manipular los dispositivos. Por otra parte, los resultados obtenidos por qPCR mostraron un
incremento en la expresion de los transportadores OAT1, AQP1 y SGLT2 (Figura 5.22). El
transportador OAT1, situado en la parte basolateral de las células del tubulo proximal, esta
implicado en el transporte de xenobidticos (Ivanyuk ez a/, 2017). Al verse aumentada su
expresion, podrian verse diferencias en la respuesta a nefrotéxicos cuando se compara con
un cultivo celular tradicional.

Ademas, este dispositivo, al tener seis canales conectados en serie, permitia analizar seis
concentraciones de nefrotéxicos diferentes en un solo dispositivo, a diferencia de los otros
dos, el COP-2 y COP-3, facilitando los ensayos y disminuyendo el numero de dispositivos
necesarios para cada ensayo. Por todo ello, se procedio a utilizar el PS-6 para los ensayos de

toxicidad a farmacos con potencial nefrotéxico.
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6.1. Introduccion

El dafio renal se define como un grupo heterogéneo de factores que acaban afectando tanto
a la estructura como a la funcién del rifién. La presentacion clinica del dafio renal y el curso
del mismo es variable, pudiéndose definir como dafio renal agudo o crénico dependiendo de
su duracién (Eckardt e a/., 2013). Tanto el dafio renal agudo como el crénico son definidos
por medidas objetivas como la albuminuria, alteraciones en el sedimento urinario, por imagen
para detectar posibles lesiones y mediante biopsias. También se mide la funcién renal,
observandose en ambos casos una disminuciéon de la tasa de filtracion glomerular, un
aumento de la creatinina sérica y aumento en el volumen de orina (Improving Global
Outcomes (KDIGO) CKD Work Group, 2012, 2014). La aparicién de dafio renal agudo,
que puede producir cambios en la funcién renal en tan solo una semana, en muchos casos
acaba por generar dafio renal crénico. Uno de los problemas a la hora de detectar a tiempo
el dano renal es que el concepto clinico del mismo se basa en cambios en la filtracion
glomerular, que se traduce en un aumento de la creatinina sérica; la hipotesis que se emplea
es que una vez hay cambios en la creatinina, ya se ha producido dafio tanto en la estructura

como en la funcién del rindn.

El dafio renal aparece independientemente de la edad, sexo, grupo étnico y pais donde reside
la poblacién. El dafio renal crénico se ha considerado como un problema de salud global ya
que afecta a un 10-16% de la poblacién adulta de Asia, Australia, Europa y los Estados
Unidos. Su prevalencia, ademas, aumenta el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares,
de la progresiéon de la enfermedad renal, y también esta relacionado con problemas de
obesidad, diabetes e hipertensiéon (Matsushita ez a/, 2010). El dafio renal crénico, como otros
tipos de enfermedades cronicas, si se ha visto que aumenta con la edad, puesto que el 20%
de la poblaciéon que lo padece son mayores de 60 afios, cifra que aumenta en un 35% en
personas mayores de 70 afos (Eckardt ef a/, 2013). Teniendo en cuenta que la poblacién
cada vez esta envejeciendo mas a nivel global, cabe esperar que la morbilidad del dafio renal

crénico se vaya acrecentando en los préximos afios.

Una de las causas principales de la aparicion del dafo renal agudo es el uso de farmacos, que
port su uso prolongado en el tiempo, pueden dar lugar a la apariciéon de lesiones tanto en la
parte glomerular como en la parte tubular de la nefrona (Wu and Huang, 2018). La poca

representatividad de los modelos preclinicos actuales de lo que ocurre realmente en el rifion
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hace necesario que se desarrollen nuevos modelos que se acerque mas a la fisiologfa renal,

para asi buscar estrategias mas efectivas para la prevencion de la aparicion del dafo renal.

En el caso del dafio renal producido por farmacos que producen nefrotoxicidad, el tubulo
proximal es la parte de la nefrona que mas comprometida ve su funcién. Debido a la gran
cantidad de transportadores que presenta, el tibulo proximal es la principal eleccion a la hora
de testar la toxicidad frente a firmacos. La linea celular RPTEC/TERT1, que proviene de
tubulo proximal humano, ha sido utilizada para analizar la nefrotoxicidad de farmacos
utilizados en la clinica y los resultados fueron analizados mediante transcriptémica en cultivo
celular en monocapa en membranas Transwell (Aschauer ¢ a/., 2015). En un estudio llevado
a cabo con la misma linea celular y también en membranas Transwell, se analizo el efecto de
diferentes farmacos a las 24h y a los 14 dfas de exposicion a los mismos a diferentes
concentraciones. El cisplatino, la gentamicina y el zoledronato presentaron mayor
nefrotoxicidad cuando el tratamiento se prolongé6 durante 14 dias en comparacioén a cuando
se trataron las células durante 24h. La ciclosporina A y el tacrolimus mostraron un efecto
citotoxico muy bajo tanto a las 24h como a los 14 dias de tratamiento. Se observo que la
ciclosporina A no afectaba a la viabilidad celular en ninguna de las concentraciones, sin
embargo el tacrolimus no mostraba ningun efecto a 63 uM pero se observé una total perdida

de la viabilidad celular a 100 uM (Secker ez al., 2019).

Con el fin de desarrollar modelos tridimensionales donde haya interacciones entre las células,
pero también con la matriz extracelular y su microentorno, se han utilizado diferentes
estrategias para generar estructuras lo mas parecidas a las que se encuentran en el rifion. Un
estudio en el que se utilizé6 un hidrogel basado en acido hialurénico donde se embebieron
organoides de tdbulo proximal de ratén, demostré que este tipo de cultivo podia mantenerse
hasta dos meses sin desdiferenciacion celular y que era util para el estudio de la generacion
de los metabolitos procedentes del metabolismo de farmacos como el cisplatino, ademas de
expresar marcadores de dafio renal como KIM-1 tras la exposicién a dicho farmaco
(Astashkina ez al., 2012). Otro modelo en 3D donde se realizaba co-cultivo de células
endoteliales con células de tubulo proximal humano fue utilizado como modelo de
nefrotoxicidad a cisplatino, y observaron que este co-cultivo celular era sensible a este
farmaco ya que a dosis muy bajas, de 5 uM, la tasa mortalidad celular era del 50 % (King e#
al., 2017). Este tipo de modelos, asi como el avance en el uso de organoides para estudios de
nefrotoxicidad, son relevantes para conocer el efecto de diferentes farmacos en modelos
complejos, pero una de las caracteristicas relevantes presentes en el rifion y de la que estos

modelos carecen, es la aplicacion de shear stress, el cual es un estimulo presente en el tubulo
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proximal y en otras partes de la nefrona, y que se ha visto que produce cambios tanto
morfolégicos como fisiologicos en el cultivo celular (Jang ef al., 2013). A lo largo de los afios
se han desarrollado modelos 7 vitro de tibulo proximal a los que se les ha aplicado flujo y
han sido testados frente a farmacos que producen nefrotoxicidad. El uso de diferentes
herramientas, como balancines, agitadores orbitales o bombas peristalticas ha demostrado
que este estimulo puede generar cambios en la expresion de transportadores y otros
marcadores que se encuentran en las células del tabulo proximal, aumentando su expresion

o actividad al aplicar shear (Jang et al., 2013; Ferrell ez al., 2018).

Con el avance del uso de la tecnologia microfluidica, se han desarrollado también modelos
en chips con diferentes tipos celulares presentes en el rifidn, recreando estructuras similares
a las encontradas en la nefrona. En un modelo de nefrona 7 vitro se co-cultivaron células
epiteliales de tabulo proximal, células endoteliales y podocitos y se aplico flujo para
comprobar su eficacia para el andlisis de la nefrotoxicidad producida por el cisplatino y la
doxorrubicina. Observaron que habfa cambios significativos en la sensibilidad a dichos
farmacos en este modelo frente al cultivo tradicional (Qu e a/., 2018). En la linea de generar
cada vez modelos mas complejos, en un estudio se utilizaron células obtenidas de organoides
de rifén para la generaciéon de una estructura en 3D del tdbulo proximal, embebida en un
hidrogel de gelatina y fibrina. Estas células sometidas a shear stress aumentaron la expresion
de transportadores del tibulo proximal, OCT2 y OAT1/3, ambos relacionados con la
absorcion de farmacos, y se vio que estas células liberaban mas lactato deshidrogenasa (LDH)
cuando estuvieron expuestas a cisplatino que las células que se mantuvieron sin aplicar shear
stress. Bl desarrollo de este tipo de modelos entrafia una gran dificultad técnica y, aunque
aparentemente funcionan, finalmente no llegan a utilizarse de forma rutinaria en laboratorios
de fisiologfa renal. Hay también opciones comerciales, como el modelo de tdbulo proximal
desarrollado con OrganoPlate, pero éste sus ventajas, asi como varias limitaciones. Tiene la
ventaja de que en una sola plataforma pueden sembrarse 40 chips independientes para
después aplicar shear stress mediante un balancin, aplicando un tipo de flujo bidireccional que
no se asemeja a lo que ocurre en el riién. Ademas, requiere una renovacion de medio
constante debido al bajo volumen que puede afnadirse a los canales del chip (Vormann e/ 4/,
2018). Esta herramienta, ademas de la dificultad técnica en su uso, tiene un alto coste, por lo

que es de dificil aplicacién de forma rutinaria en el laboratorio.

La tendencia hacia modelos cada vez mas complejos ha hecho que éstos difieran en cuanto
a los tipos celulares utilizados, al tipo de herramientas aplicadas para aplicar flujo, y también

al rango de shear stress generado en los cultivos celulares, haciendo que sea complejo llegar a
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un consenso y a un protocolo estandarizado (Birdsall and Hammond, 2021). Con el fin de
generar un modelo z vitro de rifidn robusto, reproducible y que sea facilmente implantable
en la practica del laboratorio, es necesario implementar un modelo sencillo y que esté al
alcance de cualquier laboratorio, con un equipamiento y las herramientas necesarias para
llevarlo a cabo que sean asequibles tanto econémicamente como técnicamente. Por este
motivo, los dos modelos desarrollados en el marco de esta tesis, tanto el modelo basado en
tubulogénesis como el basado en la aplicacion de shear stress en dispositivos microfluidicos,
han sido testados frente a farmacos que producen nefrotoxicidad, con el fin de validar dichos
modelos para poder llevarlos a la practica y que puedan ser utilizados como herramienta de
screening frente a farmacos en desarrollo. Los farmacos utilizados fueron la daunorrubicina, el
cisplatino y el tacrolimus. Lla daunorrubicina es un potente agente anticancerigeno que inhibe
la sintesis de DNA y RNA. Esta causa sindrome nefrético, produciendo ademas lesiones
renales y esclerosis focal glomerular (Santos ez a/, 2020). Por otro lado, el cisplatino es un
potente y ampliamente utilizado farmaco en el tratamiento de tumores solidos y produce
lesiones a nivel del tabulo proximal. Es uno de los farmacos mas utilizados para analizar el
efecto nefrotéxico en modelos iz vitro. Es cominmente utilizado para el tratamiento de
diferentes tumores solidos y tiene un efecto nefrotéxico a altas concentraciones. Actda sobre
diferentes mecanismos pero de forma general, actia sobre el ADN, generando dafio por
interaccion con las bases de purina del ADN y también por activacion de diferentes sefiales
que finalmente producen la apoptosis de las células dafadas (Ghosh, 2019).Finalmente, se
utiliz6 también tacrolimus, el cual es un farmaco inmunosupresor que puede producir
nefrotoxicidad aguda y crénica que puede derivar en un dafio renal permanente (Gijsen ef al.,

2012).
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6.1.1 Hipotesis

Los nuevos modelos de rinén 7 vitro, que se caracterizan por representar de forma mas
aproximada lo que ocurre en el tejido nativo, responden de forma diferente a la exposicion
a farmacos con potencial nefrotéxico cuando se comparan estos modelos mas complejos

con el cultivo celular tradicional.

6.1.2. Objetivos especificos

e Desatrollo de protocolos de toxicidad de farmacos con la linea celular RPTEC/TERT1

e Comparacion del efecto nefrotdxico de la daunorrubicina y el cisplatino en el modelo
de tubulogenesis respecto al modelo de cultivo celular tradicional mediante estudios
cinéticos.

e Comparacion del efecto nefrotéxico de la daunorrubicina, el tacrolimus y el cisplatino
en el modelo de kidney-on-a-chip respecto al modelo de cultivo celular tradicional

mediante estudios cinéticos.
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6.2. Resultados

6.2.1. Nefrotoxicidad en el modelo de tubulogénesis

En el modelo de tubulogénesis se testaron dos nefrotdxicos, la daunorrubicina y el cisplatino.
Ambos se aplicaron en los tres modelos descritos previamente, es decir, el control en
monocapa en una placa multipocillo, los tabulos formados al afiadir un 5% de Matrigel a la
suspension celular antes de sembrar las RPTEC/TERT1, y este mismo modelo, afiadiendo

un hidrogel en la base, sembrando las células en su superficie.

Después del tratamiento con daunorrubicina a diferentes concentraciones (0, 15, 30, 50, 100
y 300 uM) durante 24h, se cambi6 el medio de cultivo y se mantuvieron durante 24h antes
de realizar el ensayo de viabilidad celular (Figura 6.1). De esta forma se intent6 reproducir el
proceso que ocurre 7 vivo, ya que los farmacos estan presentes en la circulacién unas horas
hasta llegar a las células, por lo que el efecto citotdxico tarda en aparecer. Este ensayo se hizo
48h después del tratamiento, con un cambio de medio a las 24h para poder observar mejor
el efecto del farmaco en el cultivo celular en los diferentes modelos y ver si las células

conservaban la capacidad de proliferar después del tratamiento.
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Figura 6.1. Esquema del protocolo de toxicidad en RPTEC/TERT1 en el modelo de
tubulogénesis. Las RPTEC/TERT1 se sembraron en los tres modelos, el control, sobre un hidrogel
formando estructuras tubulares al afiadir a la suspension celular 5% MG y esta misma condicién sin
hidrogel. Se mantuvieron en cultivo 7 dias hasta que fueron tratadas con los diferentes farmacos
durante 24h. Pasado este tiempo se renové el medio y se mantuvieron otras 24h en cultivo celular
hasta el ensayo de viabilidad celular final.
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Se observé una disminucion en la viabilidad celular dosis-dependiente, conforme mayor era
la concentracion del farmaco mayor fue la mortalidad celular, siendo la concentracién mas
alta, 300 uM letal para las RPTEC/TERT1, ya que en ninguno de los tres modelos se

cuantificaron células vivas (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Respuesta dosis-dependiente de las RPTEC/TERT1 en control y formando
tabulos tras tratamiento con daunorrubicina. Las células sobre hidrogel mostraron una resistencia
menor al farmaco, observandose la curva de esta modelo desplazada a la izquierda. Media con
desviacion estandar. n=5

De forma paralela, se calcul6 el EC50, que en farmacologia es la concentraciéon que es
necesaria de un farmaco para causar la mitad del efecto maximo posible, en este caso, la
muerte celular de las RPTEC/TERT1 cuando fueron expuestas a los diferentes firmacos.
En el caso de la daunorrubicina, los valores de EC50 del control, de los tibulos sobre
hidrogel y de los tubulos sobre cvating fueron de 217.732 (SD 104.042), 87.282 (SD 26.777) y
161.200 (SD 25.441) uM, respectivamente (Figura 6.3).

Se vieron diferencias significativas en el EC50 cuando se comparé el control en monocapa
con los tubulos con hidrogel. Este resultado sugiere que los tibulos sobre hidrogel serfan
mas sensibles al tratamiento con daunorrubicina, puesto que el EC50 es menor respecto al

del control en la placa multipocillo.

139



6. Ensayos de nefrotoxicidad en el modelo de tubulogenesis y en el modelo kidney-on-a-chip

Y
o
o
1
*

w

o

o
1

200- . E
100- T E

EC 50 [Daunorubicina]luM

o

Control Hidrogel Coating

Figura 6.3. EC50 de la daunorrubicina en el modelo de tubulogénesis. En la grafica se muestra
el EC50 de los diferentes modelos: control 217.732 (SD 104.042), tdbulos sobre hidrogel 87.282 (SD
26.777) y tubulos sobre coating 161.200 (SD 25.441). n=5, ANOVA, * p<0.05.

Este modelo de tubulogénesis también se utilizé para el tratamiento con cisplatino, siguiendo
el mismo esquema de exposicion al farmaco y analizando la viabilidad de igual forma que en
el caso de la daunorrubicina. Se trataron las RPTEC/TERT1 en los tres modelos ya desctitos
con diferentes concentraciones de cisplatino: 0, 15, 30, 50, 100 y 300 uM. Se mantuvieron
con el tratamiento durante 24h y tras ese tiempo se renové el medio, para finalmente analizar
la viabilidad celular pasadas otras 24h. Los resultados confirmaron una respuesta dosis-
dependiente, al igual que con la daunorrubicina, ya que se vio mas mortalidad celular al

aumentar la concentracion de cisplatino (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Viabilidad celular de RPTEC/TERT1 en control y formando tubulos tras
tratamiento con cisplatino. Los dos modelos de tubulogénesis parecen tener mas resistencia al
cisplatino que el control, observandose la curva de estos dos modelos desplazada a la derecha. Media
con desviacién estandar. n=>5
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En el caso del cisplatino no se observaron diferencias significativas entre los EC50 de los
tres modelos, el control, las células sobre el hidrogel y sin el hidrogel, cuyos valores fueron
86.31 (SD 40.785), 160.788 (SD 59.002) y 141.310 (SD 85.023) uM, respectivamente (Figura
6.5).
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Figura 6.5. EC50 del cisplatino en el modelo de tubulogénesis. En la grafica se muestra el EC50
del modelo control 86.31 (SD 40.785), tdbulos sobre hidrogel 160.788 (SD 59.002) y tdbulos sin
hidrogel 141.310 (SD 85.023). ANOVA, n=5

La dispersion de los puntos no permite sacar conclusiones puesto que no hay significacion
estadistica debido a esta dispersion en los datos, pero los resultados muestran una tendencia
a aumentar la resistencia al cisplatino cuando las RPTEC/TERT1 se encuentran formando

estructuras tubulares.

Estos resultados sugieren que el efecto de crecer las RPTEC/TERT1 como tibulos es
dependiente del farmaco elegido, ya que este modelo en unas ocasiones sensibiliza, y en otras

tiene un efecto protector frente al nefrotoxico utilizado.

6.2.2. Nefrotoxicidad en modelo de £idney-on-a-chip

Para el modelo basado en la aplicaciéon de shear stress en el cultivo celular, utilizando
dispositivos microfluidicos, se analiz6 la respuesta de las RPTEC/TERT1 tras el tratamiento
con daunorrubicina, tacrolimus y cisplatino. En este caso, se comparo la sensibilidad a los
citotoxicos en células RPTEC mantenidas previamente durante 72h en el modelo de cultivo
perfundido frente al modelo convencional estatico. En el modelo de cultivo perfundido se

investigd ademas el efecto de exponer las células a un shear stress tisiologico.
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Figura 6.6. Esquema del protocolo de toxicidad en RPTEC/TERT1 en el modelo kidney-
on-a-chip. Tras haber estado sometidas a flujo, se analiz6 la viabilidad celular inicial en los PS-6 tras
haber sido sometidas a shear stress durante 72h. Después, se tratd a las células con los diferentes
farmacos durante 24h y se renové el medio de cultivo. Transcurridas 24h desde el cambio de medio,
se procedio al ensayo de viabilidad celular final.

Antes de exponer a las RPTEC/TERT1 a daunorrubicina, y tras el flujo de 72h, se analizé
la viabilidad en aquellas células que habian estado sometidas a flujo con el fin de saber si
habfan soportado de igual forma el shear stress en los seis canales que conforman el dispositivo
(Figura 6.7). Se vio que todos los canales presentaban una monocapa totalmente confluente
y que no habia diferencias en la viabilidad celular de los diferentes canales, ni aplicando un

shear stress de 0.003 dyn/cm” ni aplicando un shear stress fisiologico de 0.2 dyn/cm®.

Estos dispositivos que habian estado a flujo, junto con las células control en placa
multipocillo, fueron tratados con daunorrubicina a unas concentraciones de 0, 50, 100, 150,
200 y 300 uM durante 24h. Los PS-6 se mantuvieron en un balancin con el objeto de que las
células estuvieran expuestas al farmaco de forma continua, durante las 24h del tratamiento.
Tras ese tiempo se renové el medio de cultivo y los PS-6 se mantuvieron igualmente en el

balancin, para que hubiese un movimiento constante del medio de cultivo.
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Figura 6.7. Analisis de la viabilidad celular tras exponer a las RPTEC /TERT1 a flujo en el
dispositivo PS-6. Se analizé la viabilidad celular de los canales de los dispositivos por separado tanto
a flujo bajo (0.003 dyn/cm?) como a flujo alto (0.2 dyn/cm?) tras 72h. El canal 1 (Ch1) corresponde
a la entrada del medio de cultivo y el canal 6 (Cho6) a la salida. Este analisis se llevé a cabo midiendo
la fluorescencia emitida por el Prestoblue en los diferentes canales. La grafica muestra la viabilidad
en términos relativos. n=7.Two-way ANOVA

En el caso de los experimentos donde se aplico a flujo, se midi6 la viabilidad celular de dos
formas diferentes, con PrestoBlue y con cristal violeta a los tres modelos, el control, el flujo
bajo (0.003 dyn/cm?) y el flujo alto (0.2 dyn/cm?). El PrestoBlue da datos correspondientes
al metabolismo de las células, mientras que el cristal violeta es una medida del nimero de

células que hay en cada condicion.

Los resultados tanto del PrestoBlue (Figura 6.8A) como del cristal violeta (Figura6.8B)
mostraron que la viabilidad celular era dosis-dependiente, y que las células que habfan estado
sometidas a flujo parece que son mas resistentes a la daunorrubicina ya que la curva esta

desplazada a la derecha respecto a la curva del control en estatico.

El EC50 se calcul6 a partir de los datos obtenidos de la viabilidad celular cuantificada con
PrestoBlue y con cristal violeta. Los resultados con PrestoBlue para el control en placa
multipocillo, para el modelo a flujo con un shear stress de 0.003 dyn/cm?y 0.20 dyn/cm’
fueron 128.537 (SD 63.852), 897.492 (SD 1102.871) y 315.216 (SD 247.653) uM,
respectivamente (Figura 6.9A). En el caso del cristal violeta, se obtuvieron datos similares,

que fueron 136.946 (SD 56.810), 897.492 (SD 1085.125) y 315.216 (SD 247.653) uM.
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Figura 6.8. Viabilidad celular de RPTEC/TERT1 en control y después de haber sido
sometidas a shear stress, aplicando el tratamiento con daunorrubicina. La viabilidad celular
fue medida mediante PrestoBlue (A) y después con cristal violeta (B) en los tres modelos descritos:
control en estatico, flujo bajo (0.003 dyn/cm?) y flujo alto con shear stress fisiolégico (0.2 dyn/cm?).

Media con desviacién estindar n=7.

Los datos sugieren que en los modelos donde se habia aplicado flujo, las células fueron
resistentes al citotoxico puesto que el EC50 es mas alto en ambos casos respecto al control
en estitico. En el modelo de flujo bajo (0.003 dyn/cm?) se ve una gran dispersion en los
resultados (Figura 6.9A, B), tanto en la viabilidad celular cuantificada mediante PrestoBlue

(Figura 6.9A) como con cristal violeta (Figura 6.9B).
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Figura 6.9. EC50 de la daunorrubicina en el modelo de kidney on a chip. La viabilidad celular
analizada con PrestoBlue dio unos valores para el control, el flujo bajo (0.003 dyn/?) y flujo alto (0.2
dyn/cm?) de 128.537 (SD 63.852), 897.492 (SD 1102.871) y 315.216 (SD 247.653), respectivamente
(A). Para el cristal violeta, los valores fueron 136.946 (SD 56.810), 897.492 (SD 1085.125) y 225.467
(SD 80.135), respectivamente. ANOVA, n=7.

Tas RPTEC/TERT1! fueron tratadas también con tacrolimus en los tres modelos

previamente mencionados. Después de haber sido expuestas a flujo, se analizé la viabilidad
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celular antes de tratar las células con el citotoxico y se obtuvieron los datos relativos a la

viabilidad celular mediante PrestoBlue de cada canal del PS-6 por separado (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Analisis de la viabilidad celular tras exponer a las RPTEC/TERT!1 a flujo en el
dispositivo PS-6 durante 72h y antes del tratamiento con tacrolimus. Se analiz6 la viabilidad
celular de los canales de los dispositivos como se ha descrito previamente para la daunorrubicina.
n=7. Two-way ANOVA

En el caso de las células que habian estado sometidas a un shear stress de 0.003 dyn/cm?, que
se corresponde con un flujo bajo, se observo que la viabilidad celular disminuyé de forma
significativa en el canal en el canal 6 respecto de los canales 1,2y 3 (Figura 6.10). Este efecto
puede deberse a la falta de nutrientes y oxigeno que llega al canal 6 respecto a los primeros
canales del dispositivo, ya que el flujo entra por el canal 1 y el canal 6 es el ultimo por donde
pasa el medio de cultivo. Al estar en un régimen de flujo bajo la disponibilidad de nutrientes

puede que sea menor que en los canales mas cercanos al reservorio de medio.

Tras realizar el ensayo de viabilidad celular iniciar, se trataron con 0, 15, 30, 50, 75 y 100 uM
de tacrolimus y se mantuvieron con dicho tratamiento durante 24h. Pasado este tiempo, se
renovo el medio y se analiz6 la viabilidad celular y el nimero de células pasadas otras 24h,

habiendo pasado un total de 48h desde el tratamiento (Figura 6.11).

Se observé que la viabilidad celular se mantenia en torno al 100% en las concentraciones que

van de 0 a 50 uM, para luego caer cerca del 0% en las concentraciones de 75 y 100 uM.
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Figura 6.11. Viabilidad celular de RPTEC/TERT1 en modelo kidney-on-a-chip después del
tratamiento con tacrolimus. En la figura se muestra la viabilidad celular en los tres modelos, en
control y después de haber sido expuestas tanto a flujo bajo como a flujo alto y tras el tratamiento al
tacrolimus. En la grafica de la izquierda se muestran los resultados de la viabilidad celular con
PrestoBlue (A) y a la izquierda con cristal violeta (B). Media con la desviacién estandar n=7.

Como se observa en la grafica con los datos relativos a la viabilidad celular medida con
PrestoBlue (Figura 6.11A), en los dos modelos a flujo la viabilidad celular aumenté por
encima del 100% del control que no estuvo expuesto a tacrolimus. En concreto, esto se
observo cuando se expusieron a las RPTEC/TERT1 a 30 y 50 uM de tacrolimus. Sin
embargo, al analizar el nimero de células vivas con cristal violeta (Figura 6.11B) en los
mismos experimentos, este efecto en el aumento de la viabilidad celular en los modelos a

flujo no estuvo presente (Figura 6.11B).

El EC50 del tacrolimus en los tres modelos fue calculado a partir de los datos de viabilidad
celular analizados tanto con PrestoBlue como los datos obtenidos con el cristal violeta. Con
el PrestoBlue para los tres modelos, es decir, control, flujo bajo y flujo alto, los valores EC50
fueron 67.966 (SD 5.675), 91.775 (SD 25.447) y 131.729 (SD 23.95) uM, respectivamente.
Los valores EC50 obtenidos con cristal violeta fueron similares: en el control 67.966 (SD

5.675), a flujo bajo 82.575 (SD 17.775) y a flujo alto 103.339 (SD 26.090) uM (Figura 6.12).

Los datos obtenidos de la viabilidad celular mediante PrestoBlue evidenciaron diferencias
significativas tanto entre el control en estatico y el modelo a flujo alto como entre los dos

modelos que habian estado a dos regimenes de flujo diferentes (Figura 6.12A).
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Figura 6.12. EC50 del tacrolimus en el modelo de kidney on a chip. La viabilidad celular
analizada con PrestoBlue dio unos valores para el control, el flujo bajo (0.003 dyn/?) y flujo alto (0.2
dyn/cm?) de 67.966 (SD 5.675), 91.775 (SD 25.447) y 131.729 (SD 23.95), respectivamente (A). Para
el cristal violeta, los valores fueron 73.660 (SD 5.266), 82.575 (SD 17.775) y alto 103.339 (SD 26.090),
respectivamente. ANOVA, p<0.05. n=7.

En este caso, la aplicacion de un shear stress fisiologico hace que aumente la resistencia a la
exposicion del farmaco cuando se compara con la condicién control. Por otro lado, parece
que el tipo de flujo también influye puesto que hay diferencias significativas entre el EC50
del flujo bajo y el flujo alto, este dltimo correspondiente al modelo donde se aplica un shear
stress fisiologico. Sin embargo, los datos relativos a la viabilidad analizada con cristal violeta
solo muestran diferencias significativas entre el control y el flujo con un shear stress fisiologico

(Figura 6.12B).

Finalmente, se trataron las RPTEC/TERT1 en el modelo &idney-on-a-chip con cisplatino,
siguiendo el mismo procedimiento que con los dos farmacos anteriores. En el ensayo de
viabilidad celular inicial, antes del tratamiento con el farmaco se vio que las células en el PS-
6 a flujo alto con shear stress fisiologico (0.2 dyn/cm?) habian respondido de igual forma en
todos los canales. Sin embargo, en el PS-6 a flujo bajo (0.003 dyn/cm?) la viabilidad celular
disminuy6 de forma significativa cuando se comparé el canal de entrada (Chl) del flujo con
el ultimo canal por donde pasa el medio de cultivo (Ch6) (Figura 6.13). Esta diferencia en la
viabilidad, como en el caso anterior observado antes del tratamiento con el tacrolimus, puede
deberse al consumo de nutrientes y oxigeno por parte de las células situadas en los primeros
canales, y que este consumo haga que ya no lleguen al ultimo canal, haciendo que las células

estén metabolicamente menos activas y por tanto la sefial del PrestoBlue sea menor.
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Figura 6.13. Analisis de la viabilidad celular tras exponer a las RPTEC / antes de tratamiento
con cisplatino. Se analiz6 la viabilidad celular de los canales de los dispositivos como se ha descrito
previamente para la daunorrubicina y el tacrolimus. n=7. Two-way ANOVA

Posteriormente al ensayo de viabilidad celular inicial, se trataron las RPTEC/TERT1 en los
tres modelos con cisplatino a unas concentraciones de 0, 15, 30, 50, 100 y 300 uM. Cuando
se analiz6 la viabilidad con PrestoBlue y cristal violeta, se vio una gran variabilidad en los
resultados entre los diferentes experimentos, ademads de que no se observo una curva dosis-
dependiente clara como en los casos anteriores con daunorrubicina y tacrolimus dado que a
la maxima concentracién las células mostraron entorno a un 50% de viabilidad celular. En el
analisis de la viabilidad celular con PrestoBlue (Figura 6.14A) se vio que las células expuestas
a flujo eran metabolicamente mas activas, sin embargo, al analizar el nimero de células vivas

con cristal violeta (Figura 6.14B) este efecto no se observé.
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Figura 6.14. Viabilidad celular de RPTEC/TERT1 en control y después de haber sido
sometidas a shear stress, aplicando el tratamiento con tacrolimus. La viabilidad celular fue
medida mediante PrestoBlue (A) y después con cristal violeta (B) en los tres modelos descritos:
control en estatico, flujo bajo (0.003 dyn/cm?) y flujo alto con shear stress fisiolégico (0.2 dyn/cm?)
n=7

148



6. Ensayos de nefrotoxicidad en el modelo de tubulogenesis y en el modelo kidney-on-a-chip

Al obtener los datos de EC50 de los tres modelos, y dada la variabilidad de los datos
obtenidos mediante PrestoBlue y el cristal violeta, no se pueden sacar conclusiones claras
sobre el efecto del shear stress en las RPTEC/TERTT1 respecto al cultivo celular control en
estatico. La dispersion en los datos del modelo a flujo hace que la desviacion estandar sea
muy grande (Figura 6.15A), por lo que en este caso el calculo del EC50 a partir de los datos
del ensayo de viabilidad celular con PrestoBlue no podrian utilizarse como medida para
conocer si las células a flujo tienen mas resistencia o no al cisplatino comparado con el

control, o comparando los dos regimenes de flujo.
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Figura 6.15. EC50 del cisplatino en el modelo de kidney on a chip. La viabilidad celular analizada
con PrestoBlue dio unos valores para el control, el flujo bajo (0.003 dyn/?) y flujo alto (0.2 dyn/cm?)
de 118.240 (SD 53.092), 193.243 (SD 232.864) y 656.045 (SD 912.104), respectivamente (A). Para el
cristal violeta, los valores fueron 75.502 (SD 63.286), 984.429 (SD 1059.280) y alto 891.948 (SD
691.948), respectivamente. ANOVA, p<0.05. n=7.

En este caso el analisis de la viabilidad celular con cristal violeta refleja mejor los datos de la
respuesta al cisplatino ya que no se observa tanta variabilidad en los resultados obtenidos
mediante esta técnica. El andlisis estadistico no hallé diferencias significativas entre los tres
modelos, aunque si se observé que el EC50 era mayor en ambas modelos a flujo respecto al

control en estatico (Figura 15B).
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6.3. Discusion

La aplicacion de nuevos modelos de rifién i vitro que intentan mimetizar lo que ocurre en el
tejido nativo en el organismo humano han demostrado tener utilidad para ensayos de
nefrotoxicidad frente a farmacos. Estos modelos se han ido desarrollando a lo largo de los
afios con el objetivo de representar la fisiologfa renal en el cuerpo humano, a diferencia de
los modelos de cultivo celular tradicional o los modelos en los que se utilizan animales de
experimentaciéon. Sin embargo, estos nuevos modelos, al estar en constante desarrollo
todavia no se han implementado como una de las fases en los ensayos clinicos en los que se
estudian nuevos farmacos. Por esto, es necesario estandarizar y definir los parametros de los
modelos emergentes para obtener datos que puedan ser utiles en las fases de desarrollo de
nuevas drogas (Faria ez al.,, 2019). En este sentido, en el marco de esta tesis se han desarrollado
dos modelos que intentan reproducir el fenotipo celular de las células del tubulo proximal
renal, para asi observar la respuesta de estos modelos a diferentes farmacos como el
cisplatino, la daunorrubicina y el tacrolimus, farmacos conocidos por su potencial

nefrotéxico (Alhassani ez al., 2021).

En el modelo de tubulogénesis, se vio una diferencia significativa en el EC50 de la
daunorrubicina entre las células que formaban estructuras tubulares sobre un hidrogel y el
control en monocapa. Las RPTEC/TERT1 mostraron ser mas sensibles al firmaco cuando
conformaron dichas estructuras sobre el hidrogel. Sin embargo, en el modelo &idney-on-a-chip
las células que fueron sometidas a un shear stress fisiolégico mostraron una tendencia a ser
mas resistentes al farmaco, aunque no se obtuvieron diferencias significativas. La
daunorrubicina es una antraciclina como la doxorrubicina, y comparten mecanismo de
accion. Esta tltima sf ha sido utilizada en modelos 7 vitro de rifién. En uno de ellos donde
se formaron estructuras tubulares embebidas en una matriz bioldgica, se observo que las
células en 3D eran mas sensibles a la doxorrubicina en comparacién con el cultivo en 2D
(DesRochers ez al., 2013). Este resultado podtia ser un indicador de lo que se podria observar
con la daunorrubicina, ya que en nuestro modelo de tubulogénesis las células de tubulo
proximal también son mas sensibles al farmaco. Se opt6 por la daunorrubicina debido a que
no hay estudios 7z vitro con este nefrotoxico y al compartir mecanismo de acciéon con la
doxorrubicina, podriamos extrapolar los datos obtenidos en estudios de otros laboratorios.
En el caso del modelo kzdney-on-a-chip, las células expuestas a un shear stress fisiolégico fueron
mas resistentes al farmaco que las células en estatico, con una diferencia significativa en el

EC50. Tanto en el modelo de tubulogénesis como en el modelo de &idney-on-a-chip se ha visto
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que hay una respuesta distinta al control respecto a los modelos que se han desarrollado en
esta tesis, pero son necesarios mas estudios zz vitro con la daunorrubicina para poder

comparar los datos con otros modelos de rinén.

El CDDP, un farmaco utilizado en ensayos de nefrotoxicidad (Townsend e al., 2003) ,
también se utilizé tanto en el modelo de tubulogénesis como en el modelo &idney-on-a-chip.
Aunque no se observaron diferencias significativas entre los tres modelos, el EC50 de las
células que formaban estructuras tubulares era mayor que el del control, sugiriendo una
tendencia a la resistencia de las células en el modelo de tubugenesis respecto al control. En
el caso del modelo kidney-on-a-chip no pueden sacarse conclusiones debido a la gran
heterogenecicidad en los resultados entre los diferentes experimentos. El cisplatino es un
farmaco con baja solubilidad que tiende a precipitar, lo que hace que su preparacion sea
complicada y altamente variable entre experimentos. Este firmaco se ha utilizado también
en un modelo de tibulo proximal en 3D en el que se analiza la liberaciéon de LDH a la luz de
la estructura tubular, viendo que es sensible al farmaco a unas concentraciones por encima
de 30pM (Vormann ez al., 2018), pero no lo comparan con un control de cultivo celular

convencional, con lo sus resultados son dificilmente comparables a nuestro modelo. .

Aunque se desarrollé el modelo de tubulogénesis con el fin de obtener un protocolo aplicable
en los laboratorios de forma sencilla con el fin de obtener datos reproducibles y por tanto
ser valido para el analisis de diferentes farmacos, también tuvo sus limitaciones a la hora de
analizar la viabilidad celular en respuesta a los diferentes farmacos que se utilizaron. En la
condiciéon en la que las células estaban formando tabulos sobre un hidrogel, surgi6 el
problema de que, al llevar a cabo el ensayo de viabilidad celular tras la exposicién a los
farmacos, los hidrogeles podian despegarse de los pocillos debido a los lavados que habia
que realizar antes de afiadir el reactivo PrestoBlue diluido en medio de cultivo. Esto, unido
a que el reactivo pudiera difundir en el hidrogel, podia interferir en la lectura de la
fluorescencia, obteniendo asi datos no representativos de la respuesta de las células frente a
los citotéxicos. Otro de los inconvenientes de este modelo es la alta heterogeneidad en la
generacion de las estructuras tubulares, algo que no pudo cuantificarse y que pudo haber
influido en la variabilidad entre los diferentes experimentos cuando se expuso a las células al

CDDP y la daunorrubicina

En cuanto al efecto del tacrolimus en células de tubulo proximal, en un estudio en el que se
utilizé también tacrolimus con la misma linea celular, RPTEC/TERT1, se observé que hasta

una concentraciéon de 63 uM las células no mostraban mortalidad, pero habfa una pérdida
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total de la viabilidad celular a una concentraciéon de 100 uM (Secker e al, 2019). Esto
concuerda con los resultados obtenidos en el control en estatico en la placa multipocillo, ya
que el IC50 en el caso del control fue de 65.75 uM. Los datos obtenidos del EC50 las dos
condiciones a flujo reflejan que las RPTEC/TERT1 expuestas a shear stress son mas
resistentes al firmaco que las células control en estatico, siendo este efecto estadisticamente
significativo entre el control y las células expuestas a un shear stress fisiologico de 0.2 dyn/cm’.
Entre las dos condiciones a flujo también se encontraron diferencias significativas, siendo el
EC50 mayor en el modelo con un shear stress tisiologico, lo que sugiere que el efecto protector

podria estar relacionado con la exposicion a este estimulo.

Los modelos desarrollados en esta tesis han demostrado tener una respuesta diferente al
cultivo tradicional en placas de cultivo cuando las células fueron tratadas con diferentes
farmacos, lo que hace pensar que quiza el cultivo celular tradicional no siempre sea el modelo
optimo para testar farmacos, ya que modelos mas complejos de riién muestran una respuesta
diferente. Serfa conveniente estudiar la respuesta a mas farmacos que producen
nefrotoxicidad con estos modelos, para obtener informaciéon y poder compararla con
estudios de nefrotoxicidad en modelos # vivo, con el fin de correlacionar los datos obtenidos
y saber con certeza si estos nuevos modelos de rifidn 7z vitro consiguen mimetizar la fisiologfa

del tejido nativo y que finalmente puedan utilizarse en estudios de nuevos farmacos.
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7.1. Conclusions

During the course of this work, several 7z vitro kidney models have been developed using new
cell culture strategies in order to apply them to drug toxicity assays. This section summarizes

the main conclusions obtained in this doctoral thesis.

1. It is possible to induce the formation of tubules composed of polarised
RPTEC/TERT1 cells directly on plastic, avoiding interferences in subsequent analysis of the

hydrogels. The presence of Matrigel in the medium is the determining factor.

2. The formation of renal tubules in a microwell device is a simple and inexpensive

protocol that allows quantification of cell sensitivity to nephrotoxins.

3. The adoption of a tubular structure associated with the physico-chemical
microenvironment of the model results in changes in responses to cytotoxins that can be

explained by a more differentiated phenotype.

4. The application of shear stress in RPTEC/TERT1 cells by generating flow with a
peristaltic pump is a simple method to implement and allows recreating physiological

stimulus present in the native tissue.

5. The pressure system for the application of shear stress is not the option of choice
because it is a difficult tool to handle, as it is an open circuit with uncontrollable variables

that generate fluctuations in the flow rate.

0. The PS-6 device proved to be the most versatile both in the seeding of
RPTEC/TERT1 and in the characterisation of the model by immunofluorescence and qPCR
techniques compared to the COP-2 and COP-3 devices.

7. The kidney-on-a-chip model in the PS-6 device allows easy and economical
quantification of the sensitivity of cells when exposed to nephrotoxic drugs using two

different cell viability techniques.

8. Drug resistance of cells exposed to shear stress can be explained by changes in

phenotype that result in a more mimetic model of the proximal tubule.
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7.2. Conclusiones

A lo largo de este trabajo, se han desarrollado varios modelos de tubulo proximal iz vitro
mediante nuevas estrategias de cultivo celular con el fin de aplicarlos a ensayos de toxicidad
a farmacos. En este apartado se resumen las principales conclusiones obtenidas en esta tesis

doctoral.

1. Es posible inducir la formacion de tibulos compuestos de células RPTEC/TERT1
polarizadas directamente sobre plastico, evitando las interferencias en analisis
subsecuentes de los hidrogeles. La presencia de Matrigel en el medio es el factor
determinante.

2. La formacién de tubulos renales en un dispositivo de micropocillos es un protocolo
sencillo y econémico que permite cuantificar la sensibilidad celular a nefrotdxicos.

3. Laadopcién de una estructura tubular asociada al microambiente fisico-quimico del
modelo se traduce en cambios en las respuestas a los citotoxicos que pueden
explicarse por un fenotipo mas diferenciado.

4. La aplicacién de shear stress en las células RPTEC/TERT1 mediante la generacion de
flujo con una bomba peristaltica es un método sencillo de implementar y que permite
recrear dicho estimulo fisiolégico presente en el tejido nativo.

5. El sistema a presion para la aplicacion de shear stress no es la opcién de eleccion por
ser una herramienta de dificil manejo, por ser un circuito abierto y con variables no
controlables que generan fluctuaciones en el caudal.

6. El dispositivo PS-6 resulté ser el mas versatil tanto en la siembra de las
RPTEC/TERT1 como en la caracterizacién del modelo mediante técnicas de
inmunofluorescencia y qPCR respecto a los dispositivos COP-2 y COP-3.

7. El modelo kidney-on-a-chip en el dispositivo PS-6 permite cuantificar de forma facil y
econdémica mediante dos técnicas diferentes de viabilidad celular la sensibilidad de
las células cuando son expuestas a farmacos nefrotoxicos.

8. La resistencia a farmacos de las células expuestas a shear stress puede explicarse por
cambios en el fenotipo que se traducen en un modelo mas mimético del tabulo

proximal.
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