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Resumen

Los modelos de cultivos celulares actuales no simulan bien las condiciones fisioldgicas porque las
células se encuentran en un ambiente distinto al que tienen in vivo. En este trabajo se ha puesto a punto
un modelo intentando solucionarlo al permitir aplicar flujo sobre una monocapa de células, dejando
compartimentos superior e inferior pudiendo aplicarlo por uno o ambos simultaneamente. EI modelo
permite también valorar la integridad de la monocapa a tiempo real sin manipular las células y medir
algunos pardmetros que permitan comprobar como se comportan.

Para ello, se ha utilizado un dispositivo capaz de medir la resistencia eléctrica transepitelial de una
monocapa de células (basada en las uniones estrechas entre ellas), asi como la conductividad de los
compartimentos superior e inferior de la monocapa,

Con los experimentos realizados, se ha determinado que el polietilentereftalato es el mejor material
sobre el que sembrar las células. También permitieron determinar la concentracion celular de siembra
Optima, asi como que las variaciones de temperatura y la formacion de burbujas en los compartimentos
alteran las medidas que lleva a cabo el dispositivo pero no lo hacen las variaciones de CO, o de
frecuencia de las medidas. Se ha observado que el flujo no tiene efectos sobre las células medibles con
el dispositivo ni sobre la expresion de genes de interés, posiblemente debido a la ausencia de cilio
descubierta posteriormente, pero si que permite que las células tengan un consumo de glucosa similar
al que tienen con mayor disponibilidad de medio.

Se ha demostrado que el sistema desarrollado constituye un método de medida fiable de la integridad
de la monocapa asi como de la conductividad del medio. También genera gran cantidad de datos de
distintos aspectos simultaneamente para el estudio de células epiteliales que nos han permitido
determinar que la monocapa de células estaba polarizada.

Abstract

Current cell culture models do not accurately simulate phisiological conditions, because cells grow in
a different environment from the one they have in vivo. In this project, a model has been optimized
trying to solve this by allowing the application of flow on a cell monolayer, leaving upper and lower
chambers so that flow could be applied through one or both of them simultaneously. It also allows to
evaluate the integrity of the cell monolayer in real time without having to manipulate the cells and to
measure representative parameters of their behaviour.

In order to do this, we used a device able to measure the transepithelial electrical resistance of a cell
monolayer (based on the tight junctions between them) and the conductivity of the upper and lower
chambers of the cell monolayer.

The experiments conducted showed that poliethylenetereftalate is the best material on which make
cells grow. They also permited to determine the optimal seed density of cells, as well as the fact that
variations in temperature and bubbles formation in the chambers modify measures carried out by the
device, while variations in CO, or in the frecuency of the measurements taken do not. It was observed
that flow has no effect on cells measurable with the device, and neither does on the expression of
target genes, possibly because of the lack of cillium subsequently discovered. However, it makes the
cells to have a similar glucose consumption to the one they have when more culture medium is
available.

We have demonstrated that the system developed provides a reliable method to measure the integrity
of the cell monolayer and the conductivity of the medium. It generates a large amount of data

1



regarding to different aspects simultaneously to study epithelial cells, allowing for us to determine that
the cell monolayer was polarized.

1. Introduccion

Los epitelios son la frontera entre el medio interno del organismo y el ambiente externo constituido
por aire o agua que rodea al individuo en el caso de la piel o el contenido de una cavidad interna o
conducto. En organismos multicelulares, los conductos y cavidades estan cubiertos por epitelio y
permiten mantener separados cosas tan diversas como orina, sangre, jugo gastrico, bilis, etc. El
transporte de iones, agua y moléculas a través del epitelio regula la composicion de los fluidos
corporales y, en consecuencia, la obtencion y pérdida de iones y sustancias del cuerpo.

Los modelos de cultivo actuales no simulan bien las condiciones fisioldgicas. Por ello, existe la
necesidad, que trata de satisfacer el desarrollo de este trabajo, de buscar un sistema que permita poner
flujo sobre la monocapa de células lo cual acercaria las condiciones mas a las que se producen
fisioldgicamente. Ademas, se pretende que el modelo permita medir la integridad de la barrera de las
células a tiempo real sin manipularlas asi como ciertos parametros que nos permitan comprobar si las
células se comportan de una forma similar a como lo hacen en un medio fisiolégico como seria la
medida de la concentracidn de los iones en el medio que tenga la monocapa tanto encima como debajo
para demostrar la polaridad de la misma.

Concretamente, este trabajo se centra en células del tubulo proximal y del asa de Henle de la nefrona.
La nefrona es la unidad funcional y estructural del rifion que est& constituida por el corplsculo renal,
que acttia como filtro, y el tabulo renal donde el filtrado se procesa y se convierte en orina. El tabulo
renal esta constituido por el tubulo proximal, el asa de Henle, el tibulo distal y el conducto colector.
Debido a la baja capacidad de traslacion de modelos de este tipo de células hay una serie de problemas
como un mayor tiempo de desarrollo de farmacos, mayor uso de animales de experimentacion, etc.

1.1 Fisiologia de la barrera epitelial

La barrera epitelial estd formada por células, cuya membrana lipidica y uniones entre ellas van a
determinar el paso de sustancias. Para atravesar un epitelio se puede usar la via transcelular, en la cual
se necesita que la molécula sea hidréfoba para atravesar la membrana o contar con un sistema de
transporte especifico, o paracelular que es a través de las uniones estrechas!™ % El transporte por las
uniones estrechas es pasivo y dirigido por gradientes electro-osméticos producidos por el transporte
transcelulart?.

Ademas de actuar como barrera, las uniones estrechas limitan el movimiento de lipidos y proteinas
entre la parte apical y basal de la membrana y son las responsables de generar una polaridad apical-
basolateral al ser selectivas al paso de iones® M. Las principales proteinas que forman parte de las
uniones estrechas son las siguientest?:

e ZO cuyo nombre viene del latin zonula occludens y lo que hacen es interaccionar con
claudinas, ocludinas y JAMs y unirlas al citoesqueleto, ademas de interaccionar con kinasas,
fosfatasas, proteinas G y factores nucleares por lo que estan involucradas en regulacion de
transcripcion génical®.

e Claudinas tienen diversidad de cargas determinando la selectividad del transito de iones ya
que algunas son canales i6nicos® "'y otras barreras para iones!®), cabe destacar que hay una
composicion de claudinas especifica en cada epitelio.
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e Ocludinas no se conoce su funcion con exactitud ya que se han visto uniones estrechas sin
ocludinas y son aparentemente normales morfoldgicamente!®.

Concretamente en el rifion de mamifero, la permeabilidad paracelular disminuye desde el tabulo
proximal hasta el tubulo colector debido al conjunto de claudinas expresadas en cada segmento y a los
niveles mayores de ocludinas y ZO-1 en los segmentos distales!® ",

En el tabulo proximal, tenemos un epitelio con baja resistencia transepitelial y alto transporte
paracelular debido a que un tercio de la reabsorcion total de fluidos ocurre por esta via. Las claudinas
2, 10 y 11 estan muy expresadas®*? y la claudina 2 forma poros de cationes de alta conductividad
permitiendo la reabsorcién de sodio en grandes cantidades™*?.

El asa ascendente expresa una gran cantidad de claudinas: las 10, 16 y 19 y, dependiendo de las
especies, también las claudinas 3, 4, 8 y 11, La reabsorcién paracelular del calcio y el magnesio
ocurren en este tramo y esta dirigido por un voltaje transepitelial positivo en el lumen generado por el
cotransporte de sodio, potasio y cloro y la recirculacién de potasio luminal™. La interaccién entre la
Claudina 16 y 19 es critica para la reabsorcion de calcio y magnesio como se ha visto con mutaciones
en las mismas™,

La parte distal de la nefrona es un epitelio estrecho con alta resistencia transepitelial y baja
permeabilidad pasiva a los cationes. En este segmento, Claudina 4, 7 y 8 hacen de barrera de cationes
para prevenir la disipacion de los gradientes de sodio, potasio e hidrégeno transtubulares®?.
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Figura 1.1 Representacion lineal de la nefrona con las claudinas mayoritarias expresadas
en cada segmento. Algunas caracteristicas difieren entre los distintos segmentos debido al
conjunto de claudinas expresadas en cada uno. Adaptado de referencia [12].

Las uniones estrechas son unos complejos de proteinas que se asocian a diversas moléculas
involucradas en cascadas de sefial como proteinas G, kinasas y fosfatasas, permitiendo transmitir
informacion al interior celular modulando la formacién y desestructuracion de la barrera™ 2,



1.2 Medida de la integridad de la barrera epitelial

La permeabilidad a través de la ruta paracelular se puede evaluar midiendo la resistencia eléctrica
transepitelial®® o el flujo de algunos marcadores fluorescentes o radioactivos™. El uso de compuestos
marcadores puede interferir con el proceso de transporte en estudio asi como con la integridad de la
barrera; ademas, el uso de quimicos deja las células testadas inusables para otros experimentos™”. Por
lo tanto, las técnicas no invasivas son mejores para la monitorizacién continua de la integridad de la
barrera durante varios estadios de crecimiento y diferenciacion: la resistencia eléctrica transepitelial o
TEER (de sus siglas en inglés) es la medida de la resistencia eléctrica a través de una monocapa
celular y es un método muy sensible y fiable para confirmar la integridad y permeabilidad de la
barreral 1],

Por ello, lo que vamos a usar en este trabajo es la resistencia eléctrica transepitelial. Como ya se ha
explicado, el epitelio es selectivo al paso de iones y eso es lo que vamos a usar para medir el TEER,
gue consiste en la resistencia que genera esta capa de células al paso de corriente eléctrica ante la
aplicacion de una diferencia de potencial. En las condiciones que se emplean, la mayor parte de la
resistencia que se mide es debida a la via paracelular, pero en otras condiciones puede influir mas la
capacitancia transcelular.

1.2.1 Método clasico de medida

El sistema clasico de medida de TEER consiste en una monocapa celular sembrada en un filtro
semipermeable que define un compartimento apical y otro basolateral. Para las medidas eléctricas, se
disponen dos electrodos, uno de ellos en el compartimento superior y otro en el inferior y separadas
por la monocapa celular (Figura 1.2)*8 En teorfa, la resistencia 6hmica puede ser determinada
aplicando un voltaje de corriente continua a los electrodos y midiendo la corriente resultante™™; la
resistencia 6hmica es calculada con la Ley de Ohm como el cociente del voltaje y la corriente.

Elecirods Elecmods

T _

I Layer of cells

Semipermeable Membrane

Figura 1.2 Método clasico de medida de la resistencia eléctrica transepitelial. Consistente
en dos electrodos, uno en el compartimento superior y otro en el inferior y separadas por la
monocapa celular. Adaptado de referencia [17].

Sin embargo, las corrientes continuas pueden dafiar tanto las células como los electrodos. Ademas, las
lecturas de TEER son muy dependientes de la posicion de los electrodos y tienen que ser manejados de
forma muy cuidadosa al introducirlos en el sistema para evitar cualquier efecto sobre las células. La
uniformidad de la densidad de corriente generada por los electrodos a través de la capa celular tiene
efectos significativos sobre las medidas del TEER™ y el sistema descrito no puede dar lugar a una



densidad de corriente uniforme en una membrana relativamente grande y lleva a una sobreestimacion
del valor medido ya que mide sdlo en una parte de la monocapa por la cual pasa la corriente
ocasionada por la diferencia de voltaje y no por toda su superficie. Por Gltimo, la resistencia eléctrica
medida incluye tanto la resistencia de la capa celular como la del medio de cultivo, la membrana
semipermeable y la de los propios electrodos!*™ 8!,

1.2.2 Método de la espectroscopia de impedancia

La espectroscopia de impedancia, cuando se combina con un algoritmo, puede dar una representacion
del TEER mucho més precisa que los valores obtenidos con el sistema anterior®!. La espectroscopia
de impedancia se puede determinar al aplicar una diferencia de potencial de corriente alterna de
pequefia amplitud con un barrido de frecuencias y medir la amplitud y la fase del potencial resultante
(Figura 1.3)* ['® Como esta basada en el uso de corriente alterna, que consiste en que el potencial
positivo y el negativo van cambiando de electrodo cada cierto tiempo, la intensidad resultante también
va a variar con el tiempo (Figura 1.3 B). La impedancia eléctrica (Z) es el ratio entre la funcién del
voltaje con el tiempo V(t) y la funcién de la corriente resultante con el tiempo 1(t)*:

R4CE Vo - sinf 1

Z= 1@ I -sin@rft+0) Y

Z =172y +]jZ;

Donde V, e |y son los picos del voltaje y la corriente respectivamente; f es la frecuencia; t es el tiempo;
@ es el desplazamiento de fase entre las funciones de voltaje con el tiempo e intensidad con el tiempo;
Y es la conductancia compleja o admitancia. Z es una funcion compleja y puede ser descrita por el
modulo |Z| y el desplazamiento de fase @ o por su parte real Zg y Su parte imaginaria Z, (Figura 1.3
By,
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Figura 1.3 (A) Concepto de medida de resistencia eléctrica transepitelial basado en
espectroscopia de impedancia. (B) Componentes de la impedancia. La espectroscopia de
impedancia se puede determinar al aplicar una diferencia de potencial de corriente alterna de
pequefia amplitud con un barrido de frecuencias y medir la amplitud y la fase de la corriente
resultante. Adaptado de la referencia [17].

En este caso la célula, debido a la naturaleza aislante de su bicapa lipidica, va a actuar como
capacitor™: al aplicar una diferencia de potencial con corriente continua simplemente la corriente no
pasaba o pasaba con tanta resistencia que se puede considerar despreciable, ahora ocurre o mismo al
principio pero como es corriente alterna una vez cambia la polaridad los iones que se habian
acumulado a cada lado de la capa son atraidos por el electrodo que antes los repelia y de esta manera
se genera un movimiento de iones que va a resultar en una corriente medible y que tendremos que
tener en cuenta.

Podemos usar un esquema de un circuito tipico para analizar el espectro de impedancia de sistemas
celulares (Figura 1.4 A y B)*® 1 En este circuito, la corriente puede pasar por las uniones estrechas



(ruta paracelular) o a través de la membrana de las células (ruta transcelular). Las uniones estrechas
contribuyen a una resistencia en el circuito equivalente, lo que seria el TEER; cada bicapa lipidica en
la ruta transcelular contribuye con una resistencia 6hmica (resistencia de la membrana) y una
capacitancia eléctrica; ademas, también tenemos la resistencia del medio de cultivo y la capacitancia
de los electrodos de medida que también tienen que ser consideradas™'®. Podemos simplificar este
esquema ya que los valores tan altos de la resistencia ofrecida por la membrana hace que la corriente
fluya mayoritariamente a través del capacitor y podamos realizar una aproximacion en la cual
ignoramos la resistencia de la membrana!™.

Tipicamente, hay tres regiones de frecuencia en el espectro de impedancia en cada uno de los cuales la
impedancia esta influenciada por determinados elementos del circuito (Figura 1.4 C). En el rango de
bajas frecuencias, la sefial de impedancia esta determinada por la capacitancia de los electrodos de
medida. En el rango medio, la sefial de impedancia estd determinada por los elementos del circuito
relacionados con las células, es decir, el TEER y el efecto de capacitor. En el rango de frecuencias
altas, lo que predomina es la resistencia del medio de cultivo™ ¥ De este modo, a través de la
medida de la impedancia en el rango de frecuencias correcto y a través de un programa informatico
gue disponga del algoritmo adecuado podemos transformar la medida en un valor de TEER, que es lo
que pretendemos medir.
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Figura 1.4 (A) Circuito equivalente de un sistema celular. (B) Circuito equivalente
simplificado. (C) Espectro de impedancia con distintas regiones dependientes de la
frecuencia. Adaptado de la referencia [17].

1.3 Shear stress: cambios fenotipicos asociados a la perfusion apical

El shear stress consiste en el efecto que provoca un fluido que pasa sobre una monocapa de células. El
flujo es detectado por las células a través de un organulo concreto, el cilio, que ademas es capaz de
provocar efectos mecanotransductivos en el interior celular.

Concretamente, se ha comprobado que el shear stress provocado por un fluido que pasa por la
superficie de una monocapa celular tiene un efecto mecanotransductivo en varias rutas moleculares
epiteliales a través de la activacion de receptores de membrana. Estas rutas estimulan la expresion de
genes y proteinas que lleva a la produccién de proteinas de las uniones estrechas como ZO-1%2 y
pueden modular la estructura del citoesqueleto para reorientacién y reestructuracion celular™ 22,
Especialmente en células renales puede provocar cambios relacionados con la barrera epitelial, el
transporte de iones y el metabolismo energético.

1.4 Estado actual del desarrollo de modelos con perfusion y medida del TEER

Se han realizado estudios a través de dispositivos con perfusion y midiendo simultaneamente el TEER
con células de barrera hematoencefalica para estudio de drogas que la atraviesan® | con células



intestinales para estudio de los efectos del shear stress®® o con células del epitelio pulmonar para
estudio de los dafios causados por el movimiento de liquidos®® , entre otros.

Hasta el momento, las aproximaciones al respecto en células renales han hecho uso del método clasico
de medida del TEER™? [ pero debido a que tiene algunas limitaciones, durante este trabajo se ha
realizado la validacion de un sistema que nos permita medir el TEER de una monocapa de células
renales y que tenga unas caracteristicas Optimas. Como ha quedado patente, el sistema de
espectroscopia de impedancia es mas efectivo que el de la resistencia 6hmica, por lo que habria que
afiadirlo en el sistema de medida de TEER Optimo. Este sistema tendria también una integracion de los
electrodos inmovilizados directamente con el modelo de chip para evitar el problema de dafiar las
células y que quedasen préximos a la monocapa celular, lo cual puede reducir no sélo la contribucion
de la resistencia eléctrica del medio de cultivo si no también el ruido generado por los propios
electrodos. Ademas, el disefio deberia permitir aplicar una densidad de corriente uniforme en toda la
superficie de manera que se mida en toda la superficie de la capa de células y, por ultimo, que
incorpore la posibilidad de fluidica para monitorizacion en tiempo real de las células.

Tal sistema, entraria dentro de lo que se llama sistemas de “Organo en un chip”. Los sistemas de
6rgano en un chip son dispositivos microfabricados biomiméticos que contienen canales de
microfluidica y camaras habitadas por células vivas, que replican unidades funcionales clave de
6rganos para reconstruir fisiopatologia a nivel de érgano in vitro®.. En los Gltimos afios, los sistemas
de 6rganos en chips han ganado popularidad debido a razones cientificas y éticas y, concretamente en
la Unidn Europea, los métodos in vitro tendran un papel importante en la legislacion futura de pruebas
de farmacos y cosméticos™®™. Esto es debido a que se pretende seguir las normas de reemplazo,
reduccion y refinamiento en experimentacion animal.

Por lo tanto, se ha mostrado un gran interés por parte de industrias farmacéuticas, alimentarias y
cosméticas en aplicar estos sistemas para estudio de absorcion de farmacos, nutrientes y xenobi6ticos
y sus posibles efectos toxicos. Esto es debido a que el desarrollo de sistemas basados en chips con
barreras celulares in vitro suponen un método fiable, coste-efectivo y de alto rendimiento para predecir
parametros que controlan permeabilidad y transporte de esas moléculas a través de estas barreras en
las etapas tempranas de desarrollo del farmaco o producto determinado. Estos modelos celulares
tienen también la ventaja de controlar de manera precisa parametros de transporte y condiciones
experimentales.

Los drganos en chips también proporcionan la ventaja de permitir el estudio de células bajo
condiciones de flujo relevantes fisiolégicamente que se sabe que inducen efectos mecanotransductivos
en algunos tipos celulares™. Por ejemplo, muchos procesos de transporte en el rifién se sabe que estan
regulados por condiciones de flujo y shear stress® y el modelo desarrollado en este trabajo nos
permite basarnos en que el shear stress puede afectar a la funcién de barrera de las células epiteliales
y, por lo tanto, los valores del TEER bajo condiciones de flujo pueden ser diferentes que en
condiciones estaticas.

En definitiva, la integracion de un sistema de medida de TEER con dispositivos basados en chips
permitiria un control continuo no invasivo de las células en un incubador sin interrumpir el ambiente
celular para hacer las medidas. La importancia de este tipo de sistemas actualmente se puede apreciar
el desarrollo de un sistema muy parecido al que se ha pretendido desarrollar durante este trabajo con
tipos celulares procedentes de pulmén®® y corazén®®¥ por parte de autores reconocidos en el ambito.



2. Objetivos

La hipotesis de la que se parte es que un sistema como el descrito, que permita introducir un flujo
sobre una monocapa de células y medir el TEER a tiempo real nos permitira desarrollar un modelo en
el que las células sobrevivan méas tiempo sin necesidad de manipularlas y se comporten de una forma
mas parecida a como lo hacen en condiciones fisiologicas. En concreto, los objetivos propuestos son
los siguientes:

1. Desarrollar un protocolo para el cultivo de células en un sistema que permita aplicar perfusion
y medir el TEER

2. Determinar que se mide la permeabilidad por la ruta paracelular de una monocapa de células
con la medida de la resistencia eléctrica transepitelial

3. Determinar todos los parametros que influyan en las medidas

4. Determinar los efectos de la perfusion sobre el fenotipo celular y la expresién de marcadores
de interés

5. Determinacion del metabolismo de las células

6. Validar la medida de la conductividad

3 Materiales y métodos
3.1 Lineas celulares
3.1.1 Células NRK-52E

Se trata de una linea celular comercial obtenida a partir de tabulo proximal de rifién de rata. Son
células epiteliales adherentes que crecen en monocapa y su cultivo durante este trabajo se ha realizado
en medio MCR que consiste en medio DMEM:F12 comercial suplementado con suero fetal bovino al
2% (v/v), Penicilina-Estreptomicina-Anfotericina B (100 uds/mlI-100 uds/ml-25 pg/ml), insulina (5
pg/ml), transferrina (5 pg/ml), selenio (60 nM), dexametasona (5-10° M), T3 (10° M) y EGF (10
ng/ml) (Anexo 1: Composicion de los medios).

3.1.2 Células raTAL

Se trata de una linea celular desarrollada y donada por el doctor N Ferreri (NYUC, EEUU). Proviene
de células del asa del Henle de rifién de rata que fueron cultivadas hasta 75 pases®. Son células
epiteliales adherentes que crecen en monocapa y, al igual que las células NRK-52E, su cultivo durante
este trabajo se ha realizado en medio MCR. En comparacién con las células del tubulo proximal, las
células del asa de Henle van a formar una monocapa con menos permeabilidad paracelular®® M,

3.1.3 Mantenimiento de las lineas celulares

La manipulacion de las células se Ilevo a cabo en campanas de flujo laminar vertical (Telstar Bio Il
Advance) y los cultivos se mantuvieron en un incubador termostatizado (Barnstead Lab-Line) a 37°C
con 5% de CO, y aire saturado de humedad. Se realizaban subcultivos de forma periédica en frascos
de cultivo de 25 cm® con volumen final de 5 ml y ambas lineas celulares se observaban diariamente al
microscopio invertido (Nikon ECLIPSE TS100) con el fin de controlar su crecimiento, morfologia y
posibles contaminaciones.

Para llevar a cabo el subcultivo, las células se trataban con 1 ml de una preparacion de tripsina-EDTA
1x (Lonza) durante 5 minutos en el incubador. Posteriormente se comprobaba al microscopio que las
células se hubiesen despegado del fondo del frasco y se afiadian 3 ml de medio MCR para neutralizar
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la acciéon de la tripsina. Finalmente se determinaba la concentracion celular con un contador
automatico Beckman Coulter y se iniciaba un nuevo cultivo con 5-10* 0 10° células totales en funcién
del tiempo previsto hasta el siguiente subcultivo.

3.2 Experimentos de medida del TEER
3.2.1 Siembra de células

La siembra de las células para la realizacion de los experimentos de medida de TEER se lleva a cabo
en una membrana semipermeable en forma de 3 canales independientes y separados por una capa de
silicona pegada a la membrana donde se siembra, mediante una capa de PSA (de las siglas en inglés
Pressure-sensitive adhesive) (Figura 3.1 A).

Para realizar la siembra, previamente se esteriliza la membrana mediante la exposicién a rayos UV
durante 18 minutos. A continuacién, se deposita una capa de coladgeno (Collagen I, Rat Tail, 3,36
mg/ml Corning®) durante al menos una hora a temperatura ambiente y se retira el sobrante de la
solucion de colageno. Posteriormente, se siembran las células, tras llevar a cabo el mismo proceso que
para el mantenimiento de las lineas celulares comentado en el apartado anterior, a una concentracién
adecuada. Esta concentracion fue determinada previamente en funcion del tiempo previsto que se va a
tardar en comenzar el experimento para el cual se requiere que las células hayan crecido y cubierto los
canales completamente. Normalmente, se depositaron en los canales 300 pl de una suspension celular
a 96000 células/ml para conseguir la confluencia de los canales 48 horas después, durante las cuales la
membrana con las células se deja en el incubador con 7 ml de medio MCR, suficiente para cubrir toda
la membrana. Todo el proceso de siembra se lleva a cabo en esterilidad en campana de flujo laminar.

3.2.2 Montaje del dispositivo de medida del TEER

Una vez tenemos los canales de la membrana con las células en confluencia montamos el dispositivo
de medida (Figura 3.2). Para ello, colocamos dos placas con electrodos (Figura 3.1 B) encima y debajo
de la membrana como se muestra en la figura 3.1 A, de modo que va a quedar un compartimento
superior o apical y otro inferior o basal para cada canal de células independiente. Se cierra el conjunto
mediante placas metalicas encima y debajo del montaje llevado a cabo (Figura 3.3 A) y se mantiene
todo estable con tornillos que pasan por orificios que tienen tanto las placas con electrodos como las
placas metalicas previamente disefiadas con tal fin.

A
. Upper plate
Debubbler\ il @ Silicone gasket
\___ . \é* PSA
: —rrrrr
¢ -  Disposable ‘ Cell culture membrane
membrane

EIS electrodes

SA

\ @ ¢ P
Silicone gasket
Lower plate

Figura 3.1. (A) Esquema de los componentes de la membrana de siembra y de la
disposicion de los componentes para la medida del TEER. (B) Imagen de las placas con
electrodos usados para los experimentos.
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Fijacion celular (4 h) Mantenidas hasta confluencia (2 dias) Montaje del biorreactor

Figura 3.2 Esquema general del montaje del dispositivo de medida del TEER

Figura 3.3. (A) Imagen del montaje final mantenido con placas metalicas y tornillos. (B)
Imagen del medidor.

3.2.3 Incorporacion de la microfluidica al sistema

Como se ha comentado, tras montar el dispositivo quedan compartimentos apicales y basales respecto
a cada canal de células sembradas y por esos compartimentos puede pasar medio de cultivo que
requieren las células para mantenerse viables. Para que pase medio de cultivo usamos una serie de
tubos de silicona con 0,5 mm de didmetro que van desde un reservorio de vidrio que contiene el medio
de cultivo (con un filtro para que se equilibre con la composicion de gases del incubador) hasta el
dispositivo y desde el dispositivo vuelven al reservorio, permitiendo que el liquido fluya, salga del
reservorio y vuelva al mismo tras pasar por las células gracias al impulso de una bomba peristaltica de
Ismatec (Figura 3.4). El rango fisiolégico de shear stress es de 0,2-1 dyn/cm? y durante el trabajo se ha
usado el flujo correspondiente al limite inferior para evitar dafiar las células (0,2 ml/min).

- FD

-g R
Figura 3.4. Esquema del circuito. La bomba (P) mueve el liquido desde el reservorio (R) hasta
el dispositivo de medida (FD) y de ahi vuelve de nuevo al reservorio.

Por los canales de células puede pasar medio de forma independiente por cada uno de ellos tanto por
su parte apical como su parte basal, y pueden ir conectados en serie los compartimentos apicales y
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basales que nos interesen y en el orden que nos interesen, asi como mantener algunos de los
compartimentos sin flujo para llevar a cabo el experimento que necesitemos realizar siempre que
coloquemos los tubos en el orden correcto. Podremos cambiar de un medio a otro cambiando el
reservorio del cual llega el medio a todo el sistema a través del impulso de la bomba.

Estos tubos de silicona por los que pasa medio de cultivo que llega hasta las células, se esterilizaban
previamente en el autoclave, asi como el reservorio de medio de cultivo utilizado, y el montaje del
sistema de fluidica se lleva a cabo en esterilidad en campana de flujo laminar. A su vez, las placas con
electrodos se esterilizaban previamente al montaje con isopropanol, pasando posteriormente al menos
una noche en la estufa para eliminarlo completamente, ya que el material que las constituye no resiste
las temperaturas demasiado altas.

El medio que se utiliza para que pase por los canales de células es el mismo medio usado para el
cultivo de las mismas, medio MCR. En algunos experimentos, los experimentos de iones, lo que se
utiliza es un Ringer que contiene HEPES y 140 mM de NaCl y medio con HEPES y 70 mM de NaCl
(Anexo 1: Composicién de los medios). Por ultimo, también se us6 el Ringer y un medio carente de
calcio (Anexo 1: Composicién de los medios) con el fin de afectar a las uniones estrechas, al ser el
calcio un componente esencial para su estabilidad, y comprobar como afectaba eso a las medidas.

3.2.4 Registro de los valores del TEER

Una vez tenemos el dispositivo montado, con o sin flujo en cualquiera de las combinaciones posibles,
conectamos las placas con electrodos al sistema encargado de generar los potenciales eléctricos y del
registro de las resistencias (ZMeter) (Figura 3.3 B). Este aparato aplica una diferencia de potencial
alterna entre dos electrodos (uno apical y otro basal) a diferentes frecuencias (10- 10*° Hz) y mide y
registra el paso de la corriente a través del epitelio. En otra configuracion, el sistema establece un
circuito entre dos electrodos del mismo compartimiento, para medir la resistencia del medio que
contiene. El andlisis de la resistencia permite establecer la conductividad de los medios presentes en el
compartimento apical o en el basal de cada canal de forma independiente.

El ZMeter se controla desde una aplicacion especifica, desarrollada por el grupo de aplicaciones
biomédicas del Centro Nacional de Microelectronica de Barcelona encargado de toda la parte de
desarrollo de materiales de medida de parametros electrénicos que participa en el proyecto de
colaboracion del que forma parte este trabajo. Dicha aplicacion calcula los diferentes parametros de la
impedancia (médulo Z y fase) para cada frecuencia de estimulacién y genera los archivos y graficos
correspondientes. Mediante el analisis de la amplitud y la fase de la corriente generada se calcula la
resistencia que ejerce la capa de células. Consideramos como TEER los valores de observados en la
region de frecuencias entre 10 y 10* Hz.

Las medidas que realiza el sistema son mediante el método de espectroscopia de impedancia que
consiste, como se ha explicado, en medir la impedancia y la fase en un barrido de frecuencias, que a
través de un algoritmo matematico incorporado a la aplicacion transforma esas medidas en un punto de
TEER cada cierto tiempo que podemos determinar modificando los pardmetros de las medidas con el
mismo programa. En el ordenador veremos los barridos de frecuencias, que nos permitiran comprobar
el estado de la monocapa tras determinar experimentalmente la forma que tienen las curvas de esos
barridos para monocapas confluentes, sin burbujas que perturbasen la medida y sin contaminaciones
que afectasen a las células (Figura 3.5), lo cual supone que con observar si la curva que esta
apareciendo en las medidas a tiempo real es la caracteristica, podemos verificar que el sistema
continda sin ninguna anomalia. También veremos la progresion de TEER respecto al tiempo que nos
permitird evaluar el estado de la monocapa a lo largo del experimento.
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Figura 3.5 Curvas caracteristicas de células en correctas condiciones. Nos permiten evaluar
el estado de la monocapa en cada momento.

La determinacion del TEER nos va a permitir seguir el estado de la monocapa de células a tiempo real
mientras sometemos a las células a diferentes condiciones experimentales, como por ejemplo el shear
stress debido al flujo de medio de cultivo pudiendo comprobar los efectos del mismo. La medida de la
conductividad del medio puede aprovecharse para determinar la capacidad de las células de mover
iones de un compartimento a otro usando medios de concentracion de iones definida.

3.3 Andlisis fenotipico
3.3.1 Analisis bioquimico

Durante el transcurso de algunos experimentos, se llevd a cabo la recogida de muestras del medio con
el fin de comparar posteriormente la concentracion de glucosa y lactato del medio en distintas
condiciones y, por tanto, la tasa de consumo de glucosa y produccién de lactato de las células en
distintas condiciones, asi como las concentraciones de los distintos iones para validar y complementar
la medida de conductividad llevada a cabo por el sistema. Estas muestras pueden ser recogidas de los
reservorios o directamente de los canales aspirando el medio de los mismos con una jeringa. Las
muestras recogidas se guardan en viales de 2 ml y a -80°C hasta su analisis posterior.

Estas mediciones fueron llevadas a cabo en el Servicio de Bioguimica Clinica del Hospital Miguel
Servet, con el desconocimiento de las condiciones de las que procedian las muestras por parte de los
operarios que llevaron a cabo las medidas. Para medir los iones se usaron electrodos especificos de
cada ion y para la glucosa y el lactato se usaron técnicas enzimaticas colorimétricas. Como valores de
referencia se emplearon los determinados en muestras del medio fresco con estas mismas técnicas.

3.3.2 Analisis de expresion génica mediante RT-PCR

Se realizaron analisis comparativos de la expresion génica en células que fueron sometidas a flujo con
distintas duraciones del flujo en el dispositivo, respecto a células que no fueron sometidas a flujo.
Concretamente, se comprob6 la expresion de las claudinas que son elementos fundamentales en la
formacion de las uniones estrechas y otros marcadores.

Primero se extrajo ARN de las muestras de células en cada una de las condiciones a través del Total
RNA purification kit de Norgen segln las instrucciones del fabricante. En el caso de las células no
sometidas a flujo, se cogia una muestra de células con las que se hacia un pellet y se seguian los pasos
indicados en el kit que consistian en la lisis de las células y la purificacion del ARN a través de una
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columna con la que se adsorbe el ARN al estar constituida por resina cationica. En el caso de las
células sometidas a flujo, se siguié el mismo protocolo pero las células no eran lisadas en el pellet si
no vertiendo el tampon de lisis directamente sobre la membrana semipermeable, se recogia lo
resultante tras incubar 5 minutos a temperatura ambiente y se seguia el protocolo con la columna tal
como indica el kit.

El siguiente paso consiste en la cuantificacion del ARN extraido con NanoDrop 1000 de
ThermoSCIENTIFIC que nos indica la concentracion con la medida de la absorbancia a 260 nm y la
pureza de la muestra a través del ratio de la medida de absorbancia a 260 nm y a 280 nm. Finalmente
el ARN se conserva a -80°C hasta su utilizacion. A continuacién, se pasa el ARN a ADNCc a través de
la reaccion de retrotranscripcion con la retrotranscriptasa del High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (200mx) 1 Kt de Life Technologies siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

Una vez tenemos el ADNc de las células llevamos a cabo la PCR. Para ello, se habian disefiado
previamente los primers que iban a usarse para amplificar las regiones de los genes correspondientes a
las claudinas de interés y otros marcadores. Se trataba de KSP1, aSMA2, NKCC2, THP1, CL2, CL14
y CL19. KSP que es una cadherina especifica del rifiébn, THP que es un marcador de asa de Henle,
NKCC2 es un cotransportador de Na-K-Cl que también es un marcador de asa de Henle y se habia
observado que aparece en muestras obtenidas de rifién pero en las células mantenidas en cultivo
desaparecia, o-SMA es actina de masculo liso que es un marcador de estirpe mesengquimal (por tanto,
de desdiferenciacion) y las tres claudinas (CL2, CL14 y CL19) son proteinas de las uniones estrechas.

El disefio de los oligonucleétidos para la PCR se habia llevado previamente a cabo a partir de las
secuencias conocidas de los genes del genoma de rata (Anexo 2: Secuencias de primers). Se validaron
a través de una PCR partiendo de ADNc de rifion de rata.

Partiendo del ADNc extraido de las células, afiadimos los componentes de la reaccion de PCR: para
llevarla a cabo se mezclaron 0,5 pl de IBIAN Taq polimerasa, 0,5 pul del ADN correspondiente en cada
caso, dNTPs a 0,2 mM, los primers a 0,5 mM, buffer 1x y agua hasta 20 ul. La reaccion se llevo a
cabo siguiendo los siguientes ciclos:

g4eC 2 minutos

g4°C 30 segundos

§20C 30 segundos - 40 ciclos
720C 1.5 minutos

72°C 5 minutos

4% oo

A las muestras se les afiade tampdn de carga 6x que lleva glicerol, azul de bromofenol y xylencyanol y
se cargan en un gel de electroforesis al uno por ciento de agarosa y 0,5 pg/ml EtBr. Se coloca en una
fuente BIO-RAD y se ponen 120V durante 20 minutos en un tampo6n SB (0,76 M de borato sodico).
Los tamafios de los amplicones se calculan por comparacion con un marcador de peso molecular Ibian
100bp DNA ladder no stain 50ug.

Finalmente se documenta el resultado con un transiluminador UV y una cdmara CCD (SYNGENE
version 6.08.04) que nos permitird ver si ha habido amplificacion o no y si hay diferencias entre las
células sometidas a flujo y células no sometidas a flujo.
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3.3.3 Inmunofluorescencia

Se realiz6 una inmunofluorescencia indirecta usando anticuerpos especificos frente a tubulina
acetilada que es un componente principal del citoesqueleto y del cilio con el fin de comprobar si las
células usadas tenian cilio. Para ello se usaron células raTAL no sometidas a flujo cultivadas sobre
cubreobjetos y fijadas con PFA 4% en PBS (Riedel-de Haén), frente a un control positivo constituido
por células en las que la presencia de cilio estaba demostrada.

Se permeabilizan las células con triton 0,2% en PBS (Sigma), se lavan con PBS, se afiade NH,CI 50
mM en PBS (Sigma) para reducir la autofluorescencia, se bloguea con PBS + BSA 0,1% + GS (suero
de cabra) 10% (Sigma) para evitar la unién inespecifica de anticuerpos y se incuba con anticuerpo
primario frente a tubulina acetilada (Monoclonal anti-acetylated-tubulin clon de Sigma) overnight a
4°C. Después se lava con la solucion de bloqueo y se incuba con el anticuerpo secundario (un
anticuerpo anti-lgG goat anti-mouse conjugado con A546 suministrado por el Unidad de Microscopia
del 1IS Aragon), se lava y se observa al microscopio invertido Olympus 1X81 de la Unidad de
Microscopia del 11S Aragon.

4. Resultados y discusion
4.1 Adaptacion del cultivo de células a un sistema de medida de TEER

Lo primero que se llevo a cabo fue el cultivo de las células en las membranas semipermeables de dos
materiales distintos, con el fin de comparar el crecimiento de las células asi como su resistencia al
flujo en ambos. Estos dos materiales fueron el policarbonato (PC) y polietilentereftalato (PET), siendo
este Gltimo en el que las células crecian hasta la confluencia total (Figura 4.1). Ademas, al someter a
las células a flujo tras realizar el montaje completo del dispositivo, las células sembradas en PC no
resistian la fuerza del flujo y se levantaban en gran cantidad casi inmediatamente mientras que las
células sembradas en el PET no se veian afectadas de ese modo.

Empty NRK raTAL

Figura 4.1 Comparacion de la siembra de células sobre membranas semipermeables de
policarbonato (PC) y polietilentereftalato (PET), a 100 aumentos. ElI PET es més efectivo
como material sobre el que sembrar las células.
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Se determind experimentalmente que la concentracion optima de siembra de las células era de 96000
células/ml, afiadiendo 300 pl de la suspension celular a cada canal para conseguir una monocapa
confluente a las 48 horas. A partir de ese valor, se pudo estimar la concentracion 6ptima para la
siembra en caso de requerir mas o menos tiempo para conseguir esa monocapa confluente.

4.2 Validacion del sistema

Para validar el sistema, se llevd a cabo el test de calcio que consisti6 en lo siguiente: sembrar uno de
los canales de la membrana semipermeable con células raTAL, sembrar otro con células NRK vy el
tercero sin células que usaremos como control; a continuacion, se llevaba a cabo el montaje del
sistema y se dejaba con un Ringer con calcio hasta que las medidas de TEER fueran estables con el
tiempo; después se introducia el Ringer carente de calcio (y con un guelante de calcio), lo cual va a
afectar a las uniones estrechas al ser un componente esencial para su estabilidad™ By cuando las
medidas volviesen a ser estables con el tiempo se volvia a introducir el medio con calcio.

Los resultados obtenidos (Figura 4.2) al llevar a cabo este test permiten validar el sistema por varios
motivos. Primero, la resistencia eléctrica que muestran las células raTAL (alrededor de 200 Q-cm? al
inicio) es mucho mayor que la obtenida con las NRK (alrededor de 25 Q-cm® al inicio) y esto es lo
esperado si tenemos en cuenta que en el rifion de mamifero la permeabilidad paracelular disminuye
desde el tGbulo proximal hasta el tabulo colector™ 'y |as células raTAL son de un segmento (el asa
de Henle) posterior al de las NRK (el tabulo proximal). Por otro lado, podemos observar que tras
introducir el medio pobre en calcio la medida de la resistencia cae y al introducir de nuevo el medio
con calcio esta resistencia va recuperandose, por lo que, efectivamente, estamos midiendo la
permeabilidad por la ruta paracelular de una monocapa de células (por las uniones estrechas que se
ven afectadas ante la falta de calcio) con la medida de la resistencia eléctrica transepitelial.

~28

Células raTAL
Células NRK
Sin células 126

24

TEER [ ;;|||:_
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Figura 4.2 Test de Calcio. Canal 1: células raTAL; canal 2: células NRK; canal 3: vacio. Se
observa cémo al quitar el calcio el TEER baja considerablemente y al volver a introducir calcio
el TEER sube de nuevo hasta valores similares a los iniciales.

15



4.3 ldentificacion de parametros externos que influyen en los valores de TEER

A lo largo de todos los experimentos realizados se han ido observando una serie de pardmetros
externos a las células que afectan a las medidas realizadas. Todos ellos se ven representados en el
experimento que muestra la Figura 4.3. Se trata de un experimento en el que se sembraron células
raTAL en los 3 canales, uno de ellos se mantuvo sin flujo, otro con flujo sélo por el compartimento
apical y otro por el basal. Se pudo observar que las células sin flujo, al no renovar el medio con el que
estaban en contacto, morian a las 24-48 horas como muestran las medidas en las que deja de medirse
resistencia y como se pudo comprobar posteriormente con el microscopio invertido. Por otra parte, las
células sobrevivieron tanto con sélo flujo apical como con sélo flujo basal, lo cual nos demuestra que
la renovacion de uno u otro Unicamente es suficiente para el mantenimiento de las células.

Por otra parte, se pudo observar que cada vez que el sistema era sacado del incubador, se producia una
alteracion de las medidas. Como dentro del incubador se mantienen constantes la temperatura y la
concentracién de CO,, uno de estos dos parametros seria el responsable de esos cambios. En un
experimento posterior (no mostrado), con las mismas células sembradas y condiciones de flujo, se
cort6 el suministro de CO, del incubador, manteniendo la temperatura constante, pudiendo observarse
que el cambio en la concentracion de CO, no era causante de esos cambios tan bruscos por lo que seria
la temperatura lo que afecta a las medidas de nuestro sistema.

Como podemos observar en la Figura 4.3, se vari6 la frecuencia del registro del TEER para ver si la
estimulacidn eléctrica asociada podia afectar también a las células. Lo que vemos es que el cambio en
la frecuencia del estimulo a las células no produce cambios significativos en las medidas. Por tanto, en
posteriores experimentos se utilizaron diferentes frecuencias de estimulacién segin las necesidades de
tiempo en obtener medidas a tiempo real de cada uno de los experimentos.
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Figura 4.3 Respuesta de las células ante estimulacion eléctrica y factores que afectan al
TEER. Se aprecian el transitorio inicial, la alteracion de las medidas por sacar el sistema del
incubador, asi como la aparente falta de efecto de una distinta frecuencia de medidas.
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Hemos podido observar también un pico inicial en los valores de TEER que ocurre en todos los
experimentos y que tiene una duracion aproximada de un dia. Lo hemos denominado transitorio y
podria deberse a una respuesta de las células que se estan adaptando al sistema en el que se les acaba
de introducir. Como cabia esperar, y hemos podido ir comprobando a lo largo de todos experimentos,
también la formacién de burbujas altera las medidas al introducirse aire entre los electrodos de
medida.

4.4 Efectos de la perfusion sobre los valores de TEER

Como se habia observado en experimentos anteriores que con so6lo flujo por abajo era suficiente para
el mantenimiento de las células, se sometieron las células a flujo por abajo continuo y periodos sin
flujo y a ciclos de flujo por arriba para determinar si eso variaba su respuesta y, por tanto, las medidas
que obteniamos. Los resultados obtenidos en un experimento de este tipo con los tres canales con
células raTAL los tenemos en la figura 4.4. Se pueden ver algunas variaciones en las medidas al parar
el flujo o al volverlo a poner, concretamente se ve que sin flujo la resistencia va subiendo y con flujo
baja y al volver a quitar el flujo vuelve a subir.

Ante estos resultados, lo siguiente fue llevar a cabo otro experimento, también con células raTAL, en
el que se pusiesen distintas tasas de flujo (0,2 ml/min que es la que se puso para todos experimentos,
0,04 ml/min y 0,8 ml/min) para ver si ante mayor shear stress esos cambios eran mayores. Sin
embargo, como se puede ver en la figura 4.5, no se apreciaban claramente diferentes respuestas ante
distintas tasas de flujo, lo que lleva a pensar que no es el shear stress lo que esta originando cambios
medibles en las células. Cabe destacar que las células sembradas en el segundo canal se perdieron
durante el montaje del dispositivo como indican las medidas y como se pudo comprobar
posteriormente con el microscopio invertido.
Flujo apical
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Figura 4.4. Efectos de la perfusion sobre las medidas del dispositivo. Se puede observar que
sin flujo la resistencia va subiendo y con flujo baja.
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Figura 4.5. Efectos de distintas tasas de flujo sobre las medidas del dispositivo. No se ven
diferencias claras entre distintas tasas de flujo, lo que parece indicar que los cambios no son
debidos al shear stress sobre las células.

4.5. Efectos del shear stress sobre la expresion/fenotipo

Se llevd a cabo un estudio de expresion de células raTAL y NRK sometidas a distintos periodos de
tiempo de flujo, asi como de células raTAL que no habian sido sometidas a flujo. Para ello se aislo el
ARN de las células y, tras pasarlo a ADNc, se realiz6 una PCR de distintos segmentos especificos de
algunos genes de interés. Estos genes fueron KSP que es una cadherina especifica del rifidn, THP que
es un marcador de asa de Henle, NKCC2 que también es un marcador de asa de Henle y se habia
observado que aparece en muestras obtenidas de rifion pero en las células mantenidas en cultivo
desaparecia, a-SMA que es un marcador de estirpe mesenquimal (por tanto, de desdiferenciacion) y
tres claudinas (CL2, CL14 y CL19) que son proteinas de las uniones estrechas.

Los resultados obtenidos aparecen en la figura 4.6. Para las claudinas 14 y 19 vemos las bandas
esperadas de 153 pb y 226 pb respectivamente en todos los casos excepto en algunas repeticiones en
las que ha podido haber un fallo en la reaccion de amplificacion (Figura 4.6 D). En el caso de la
Claudina 2 obtenemos la banda esperada a 168 pb en todos los casos excepto en la muestra de NRK
(Figura 4.6 C) posiblemente por un fallo en la amplificacion ya que la Claudina 2 si que aparece en el
tibulo proximal como vemos en la figura 1.1, y para KSP1 si que vemos la banda esperada a 102 pb
para todos los casos por lo que no hay expresion diferencial por efecto del flujo (Figura 4.6 A). En el
caso de a-SMA, la banda esperada apareceria a 131pb y no podemos determinar que haya expresion
en ningun caso (Figura 4.6 A) y para THP tenemos contaminacion por ADN gendmico por lo que
tampoco podemos determinar que haya expresion (Figura 4.6 C). Por ultimo, en el caso de NKCC2 se
usaron primers para amplificar dos fragmentos distintos del gen y no vemos la banda esperada a 210
pb en el primer caso y contaminacion por ADN genémico en el segundo (Figura 4.6 B). Por lo tanto,
tampoco conseguimos ver claramente efectos del flujo en la expresion de genes de interés por parte de
las células.

18



48 horas 142 horas 192 horas 48horas L2k 192 horas
A= : a-sMA2 B . ¢ -
PM 1 r r r r r r r r r r N r0h PM r r r r B r r r z r r N r-Oh

NKCC2 1

1}
(I

131pb e e ' 210 pb
48 horas 142 horas 192 horas KSP1 48 horas 142 horas 192 horas NKCC2 2
PM r ¢ r £ r £ ot r r r N roh P e RN el e IR L. [ N rOh
— . b -
=1
- 102 pb ]
146 pb
48 horas 142 horas 192 horas
C r = V s 3 THP 1 D 48 horas 142 horas 192 horas CL141
PM r . g ST ERrT . . N roOh 4 e & 2

W S S e W B B B S e W W

e -— —-— a G G- G w— e e 153pb

129pb

48 horas 142 horas 192 horas €191
48 horas 142 horas. 192 horas Cl21 ; 2 1 2

PM r ¢ T WSS e T r r r N roh

Hum
Ll

- e e Ghe GED GED N GES G - e 226 pb
————— - 168 pb

Figura 4.6. Estudio de expresion de células sometidas a flujo durante distintos tiempos.
r:muestra de células raTAL sometidas a distintos tiempos de flujo; N: muestra de NRK
sometida a 192 horas de flujo; PM: marcador de peso molecular. El tamafio de la banda
esperada para cada gen se muestra a la altura a la que deberia salir. Se pretendia comprobar si
habia expresion diferencial de los genes indicados en las células a distintos tiempos de flujo.

Figura 4.7. Tincion de inmunofluorescencia frente a tubulina acetilada de células raTAL
(a la izquierda) frente a un control positivo (a la derecha), a 400 aumentos. Las células
raTAL carecen de cilio que se veria como un punto brillante tras esta tincion.

Por ultimo, se hizo una tincidon de inmunofluorescencia frente a tubulina acetilada, ya que se habia
visto que los efectos del flujo pueden modular la estructura del citoesqueleto para reorientacion y
reestructuracion celular® @1 Como la tubulina acetilada es un componente principal del
citoesqueleto, también forma parte del cilio de las células que se ve como un punto brillante en este
tipo de tincion. Tras el experimento, no se obtuvieron imagenes en las que se viese una tincion
especifica, lo que hizo sospechar que estas células no tuviesen cilio, asi que lo que se hizo fue repetir
la técnica usando como control un tipo celular que se habia comprobado repetidas veces que si tenia 'y

19



gue se veia con esta técnica. Las imagenes obtenidas aparecen en la figura 4.7 y en ellas vemos que en
las células raTAL que habian sido usadas para los experimentos con flujo carecen de cilio, frente a las
otras en las que se ve claramente. Esta falta de cilio podria explicar la falta de respuesta al flujo ya que
se trata del organulo que detecta los efectos del flujo produciendo efectos mecanotransductivos en el
interior celular.

4.6 Efectos de la perfusion sobre el metabolismo energético de células raTAL

Con la intencion de demostrar que este sistema puede servir para llevar a cabo experimentos en los que
se pueda generar informacion sobre las células en cultivo, se llevo a cabo un estudio del metabolismo
de las células renales que estaban siendo utilizadas. Para ello se recogian muestras del medio de
cultivo tras experimentos en distintas condiciones y se analizaba la concentracién de glucosa y lactato
del mismo para compararlo con las concentraciones del medio fresco, ya que la produccion de lactato
es un indicador del metabolismo anaerdbico que llevan a cabo las células.

Las condiciones en las que estaban las células se plantearon para ver si el flujo influia en el
metabolismo celular y eran 5 condiciones distintas: hubo células en estatico en una placa de cultivo,
células que tenian flujo sélo por el compartimento apical y se median los dos metabolitos que estaban
en el canal basal estatico, células que tenian flujo s6lo por el compartimento basal y se median los dos
metabolitos que estaban en el canal apical estético, células con flujo tanto en el canal apical como en el
basal y de las cuales se median los metabolitos del canal apical o basal independientemente.

Consumo glucosa Produccién lactato
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0,014
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Figura 4.8. Tasas de consumo de glucosa y de produccion de lactato de células raTAL en
estatico, sometidas a flujo s6lo por un compartimento o sometidas a flujo por ambos
compartimentos. (1) Células en estatico, (2) células con flujo apical, (3) células con flujo
apical y basal y medicion del canal basal, (4) células con flujo basal, (5) células con flujo apical
y basal y medicién del canal apical. Las células en estatico consumen mas glucosa y producen
mas lactato, las células con flujo consumen mas glucosa y producen mas lactato por su lado
apical.
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A partir de las concentraciones de glucosa y lactato, el volumen de medio de cultivo, la superficie de
células sembrada y el tiempo de exposicion a las células, se calcularon las tasas de consumo de
glucosa y de produccién de lactato, que podemos ver en la figura 4.8. Lo que podemos observar es que
tanto el consumo de glucosa como la produccion de lactato es mayor en las células en estéatico que en
las células sometidas a flujo y que en las células sometidas a flujo el consumo de glucosa y la
produccion de lactato es mayor en el lado apical que en el basal. Esto Gltimo parece indicar que la
monocapa de células se encuentra polarizada a nivel de transportadores de los dos metabolitos
teniendo mas en el lado apical que en el basal y puede ser debido a que estas células normalmente
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crecen en monocapa en frascos de cultivo donde sélo tienen acceso al medio por su lado apical por lo
gue han podido ser seleccionadas a lo largo de los subcultivos aquellas que captan la glucosa
preferentemente por el lado apical.

El consumo en el lado basal es muy parecido tanto si este compartimiento permanece estatico (Figura
4.8, condicion 2) como si es perfundido (3). Sin embargo, desde el lado apical el consumo de glucosa
y produccidn de lactato aumentan cuando se perfunde el medio (4) en comparacién a cuando el medio
permanece estatico. En los compartimientos sin perfundir, las células tienen acceso a un volumen
pequefio de medio en el que va a reducirse rapidamente la concentracion de glucosa dificultdndose su
entrada al interior celular, reduciéndose asi el consumo. Sin embargo, al aplicar un flujo, el medio se
renueva constantemente permitiendo un mayor consumo, similar al que tienen las células en estatico
en una placa de cultivo con mayor volumen de medio. Este resultado estd de acuerdo con el estrés
observado en las medidas de TEER en epitelios sin perfusion apical, y permite concluir que la
perfusion de medio contribuye al mantenimiento a largo plazo de un epitelio sano y funcional.

4.7 Medidas de la conductividad y estimacion de flujos transepiteliales de iones

Para validar la medida de la conductividad por parte del dispositivo, llevamos a cabo un experimento
con distintas soluciones que tenian distinta concentracion de NaCl (140 mM y 70 mM de NaCl). El
experimento parte de una membrana sembrada con células raTAL en dos canales y células NRK en el
tercer canal.

A partir de este montaje, lo que se hacia era poner flujo con el medio con 140 mM de NaCl tanto en el
compartimento apical como en el basal y esperar a que las medidas de conductividad que iban
apareciendo se estabilizasen con el tiempo, tomando estas medidas como referencia; a continuacion se
introducia la solucion de 70 mM de NaCl en el compartimento apical y se paraba el flujo del mismo
compartimento, se cerraban las llaves de paso durante una hora y tras esa hora se recogia el medio del
compartimento apical. Posteriormente se reproducia el mismo proceso pero a la inversa, es decir
teniendo el medio con 140 mM en el compartimento apical y el de 70 mM en el basal. En el primer
caso decimos que se produce un gradiente negativo y en el segundo un gradiente positivo, este proceso
gueda esquematizado en la Figura 4.9 A.

Con este experimento, se pretendia ver, a través de la medida de la conductividad por parte del
dispositivo, si la concentracién de iones tendia a equilibrarse a través de la monocapa de células y si lo
hacia de forma mas rapida en una direccidn o en otra, es decir la capacidad de transporte paracelular
de iones. Como se habian recogido los medios resultantes del experimento, se pudieron medir las
concentraciones de iones con una técnica distinta, por parte de operarios del Servicio de Bioquimica
Clinica del Hospital Miguel Servet que desconocian la procedencia de cada muestra, que pudiese
confirmar las medidas obtenidas con nuestro sistema.

Lo primero que observamos en las medidas es que la monocapa de células NRK supone una barrera
mas abierta para el paso de los iones ya que la concentracion de NaCl tiende a volver a 140 mM
partiendo desde 70 mM mucho més répido de lo que lo hace cuando la barrera estd formada por
células raTAL. Esto podemos apreciarlo en la figura 4.9 B en la que vemos como la conductividad
medida por el dispositivo se acerca mucho mas rapido al valor correspondiente a la solucion con 140
mM en el canal en el que hay sembradas NRK que en los que hay sembradas raTAL. También
podemos apreciarlo en la figura 4.9 C en la que vemos que la concentracién alcanzada tras dos horas y
media en los compartimentos que partian de 70 mM de NaCl es mayor en aquellos que tenian células
NRK que en los que tenian raTAL. Esto era lo esperado ya que, como se ha comentado a lo largo del
trabajo, en el rifion de mamifero la permeabilidad paracelular disminuye desde el tdbulo proximal
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hasta el tdbulo colector™ ™'y Jas células raTAL son de un segmento (el asa de Henle) posterior al de
las NRK (el tabulo proximal).

Ademas, como podemos ver en la figura 4.9 C, en el caso de una barrera de células raTAL el paso de
iones es mas rapido desde el compartimento apical al basal que desde el basal al apical, lo que
indicaria que la monocapa de células se encuentra polarizada y es capaz de concentrar iones mas
rapido en un sentido que en otro.

Al medir la concentracion de los iones de los medios obtenidos de los experimentos, vemos que los
resultados coinciden con los obtenidos con las medidas de conductividad (Figura 4.9 D): tanto el sodio
como el cloro tienen una velocidad de aparicion (calculada restando la concentracién del ion medida
menos la concentracion inicial que es 70 mM y dividido por el tiempo que ha durado el transito de
iones) en los compartimentos con 70 mM inicialmente mayor en aquellos con la barrera formada por
células NRK que en aquellos con la barrera formada por células raTAL; ademas, la velocidad de
aparicion de ambos iones es mayor en el compartimento basal que en el apical cuando hay una
monocapa de células raTAL lo que coincide con las medidas anteriores en las que pasaba mas rapido
del apical al basal. También podemos ver que el cloro parece que pasa mas rapido a través de la
monocapa de células que el sodio
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Figura 4.9 Experimento de iones. (A) Esquema del experimento. (B) Medidas de
conductividad del dispositivo. (C) Concentracion de NaCl alcanzada por el compartimento con
70 mM de NaCl al comienzo del experimento con respecto a su valor de inicio en cada tipo
celular. (D) Tasa de traslocacién de los iones sodio y cloro en los compartimentos con 70 mM
de NaCl inicialmente a través de la monocapa de células NRK o de células raTAL. El paso de
iones es més rapido a través de una monocapa de células NRK que a través de una de células
raTAL vy, en el caso de una monocapa de células raTAL el paso de iones es mas rapido desde el
compartimento apical al basal que desde el basal al apical.
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5. Conclusiones

Para cerrar el trabajo, aqui se recogen las conclusiones obtenidas del mismo:

1.

El PET constituye el mejor material para sembrar las células dentro del dispositivo desarrollado
y la concentracion optima de siembra de las células es de 96000 células/ml, afiadiendo 300 pl de
la suspensidn celular para conseguir una monocapa confluente a las 48 horas.

El sistema desarrollado es capaz de medir la permeabilidad por la ruta paracelular de una
monocapa de células haciendo uso de la medida de la resistencia eléctrica transepitelial.

Un sistema con flujo permite el mantenimiento de las células durante un tiempo prolongado.

Las variaciones de temperatura y la formacion de burbujas constituyen factores que alteran las
medidas del sistema desarrollado, pero no la variacion de la frecuencia de las medidas o la
variacion de CO,.

El flujo no parece tener efectos en las células raTAL, ni sobre el TEER ni sobre la expresion de
genes de interés, lo cual puede ser debido a que las células raTAL no tienen cilio.

El flujo permite que el consumo de glucosa y produccion de lactato de las células sea muy
parecido al que tendrian con mayor disponibilidad de medio.

Las células raTAL forman una monocapa de células polarizada a nivel de transportadores de
glucosa y lactato y a nivel de transporte de sodio y cloro en una determinada direccion
preferentemente.

El sistema desarrollado constituye un método de medida fiable de la integridad de la monocapa
asi como de la conductividad del medio. También permite generar gran cantidad de datos de
distintos aspectos simultaneamente para el estudio de células epiteliales.

5. Conclusions

To conclude the work, here are the conclusions obtained from it:

1.

PET is the best material to grow the cells on the device developed and the optimal seed cell
density is 96000 cells/ml, adding 300 ul of the cell suspension to obtain a confluent cell layer in
48 hours.

. The optimized system is able to measure the paracellular permeability of a cell layer by using

the measure of transepitelial electrical resistance.

A system with flow allows to mantein cells during a large period of time.

Variations in temperature and bubbles formation in the chambers modify measures carried out
by the device, while variations in CO, or in the frecuency of the measurements taken do not
have that effect

The flow seems to have no effects on the raTAL cells, on the TEER or on the expression of
target genes, probably because of the lack of cillium by the raTAL cells.

The flow makes the cells to have a similar glucose consumption and lactate production to the
one they have when more culture medium is available.

. The raTAL cells form a polarized cell monolayer in view of the glucose and lactate transporters

and of the sodium and clhoride ions transport in a preferent direction.

The system provides a reliable method to measure the integrity of a cell monolayer and the
conductivity of the medium. It also generates a large amount of data regarding to different
aspects simultaneously to study epithelial cells,
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Anexo 1: Composicion de los medios

Medio MCR Concentracion
DMEM: F12 MIX 500 ml
Suero fetal bovino 2%
Penicilina-Estreptomicina-Anfotericina B 100 uds/ml-100 uds/ml-25 pg/ml
Insulina 5 pg/ml
Transferrina 5 pg/ml
Selenio 60 nM
Dexametasona 5.10°M
T3 10° M
EGF 10 ng/ml
Ringer No ClI No Na No Ca
NaCl 140 mM - - 140 mM
KCI 4 mM - 4 mM 4 mM
NaGluc - 140 mM - -
KGluc - 4 mM - -
NMG-CI - - 140 mM -
MqgCl, 1 mM 1 mM 1 mM 1mM
CaCl, 1 mM 1 mM 1 mM -
Glucosa 5mM 5mM 5mM 5mM
Hepes 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM

26




Anexo 2: Secuencias de primers

PFKSPRN1
PRKSPRN1
PFASMARN?2
PRASMARN?2
PFTHPRN1
PRTHPRN1
PENK2RN1
PRNK2RN1
PFENK2RN2
PRNK2RN2
PFCL2RN1
PRCL2RN1
PFCL14RN1
PRCL14RN1
PFCL19RN1
PRCL19RN1

TTCCCAGTTCAGCCTTTACC

TTCAAGGGCATGATCTAGGG
TTGACATCAGGAAGGACCTC
TATTTGCGTTCTGGAGGAGC
GACTGCGTATCTGATAACGG
AAGCCCAAACTCTGTAGCTG
AACAGACACCACGTTTCACG
TCCCATCTCCATTAGCAACC

GTTTGTCATCAACTGGTGGG
CCAGAGCATTGTCTAAAGCG
GTTCTTATGTTGGTGCCAGC
ACTGGATGTCACCATCATGG
TAGGCTTCCTGCTTAGCTTC

GATCTGACACTGGTAGATGC
CATATCCAGTCAGCAAGAGC
GGTTGAAGAATTCCTGGGTC
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