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RESUMEN

El tabulo proximal realiza una funcién fundamental en la nefrona como regulador de la
homeostasis, ya que lleva a cabo la labor cuantitativa del rifion, mientras que el resto de la
nefrona ajusta lo hecho en el tdbulo proximal segun las necesidades del organismo. Sin
embargo, este segmento es también el mas sensible al dafno. Por estos motivos se pretenden
conocer los mecanismos fisiopatolégicos que intervienen en la destruccién y regeneracion

de estas células.

Para su estudio se han desarrollado diversos sistemas in vitro que puedan reproducir las
condiciones del tejido in vivo y que a su vez permitan valorar y objetivar parametros
funcionales y morfologicos. Estos sistemas tienen en comun que estin compuestos por
canales microfluidicos por donde se introduce un flujo con medio de cultivo y solutos,
separados por una membrana sobre la que se siembran las células. De esta forma, la
membrana hace de interfase entre dos medios, uno que seria el tubular, donde se encuentran
las células epiteliales de tubulo proximal, y otro el intersticial o vascular. La introduccién de
un flujo ayuda a la polarizacion de las células y representa un papel tan importante como la
linea celular utilizada o como la matriz sobre la que crece, para determinar sus caracteristicas

fenotipicas y funcionales.

Estos dispositivos supondrian una ventaja sobre los modelos de experimentaciéon animal si

consiguen reproducir las condiciones in vivo del rifién humano.

SUMMARY

The proximal tubule carries out a fundamental function in the nephron as a homeostasis
regulator, considering that it is responsible for the quantitative work of the kidney, whereas
the rest of the nephron only adjusts the resulting product from the proximal tubule according
to the needs of the organism. However, this segment is also the most sensitive to damage.
For these reasons it is interesting to understand the physiopathologic mechanisms that

participate in the destruction and regeneration of these cells.

For their study it has been developed several in vitro systems that can arrange the in vivo
conditions of the tissue, and at the same time allow to evaluate and to objectify functional
and morphologic parameters. These systems have in common that they are formed by
microfluidic channels where a flow with culture medium and solutes is introduced, separated

by a membrane where cells are seeded. This way, the membrane behaves as an interphase
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between two media, one would be the tubular one, where proximal tubule epithelial cells are
located, and the other one the interstitial o vascular one. Introducing a flow helps to polarize
cells and plays an important role to determine their phenotypic and functional features, as

important as the one played by the cell line used and the matrix where it grows.

These devices would mean an advantage over test animals if they are able to recreate the

conditions present in the in vivo human kidney.

Palabras clave

Renal epithelial cells, Renal proximal tubule, Microfluidic devices, Organotypic culture,

Bioartificial Kidney.



INTRODUCCION

El tdbulo proximal es el segmento de la nefrona mas sensible al dafo, ya sea quimico por
toxicos exdgenos y endoégenos, o isquémico en situaciones de shock o hipovascularizacion.
Como se expondra posteriormente, sus funciones son fundamentales para mantener la
homeostasis del organismo, mientras que el resto de la nefrona cumple la funcién de ajustar

el producto resultante segin los requerimientos especificos de cada momento.

Alo largo de este trabajo se detallara la necesidad de desarrollar un modelo 7 vitro adecuado

para la investigacion y las posibilidades terapéuticas derivadas de la misma.

Lo fundamental es conseguir un modelo que reproduzca la fisiologfa 7z vive en un modelo
vitro, para lo cual es necesario determinar qué células se deben utilizar y qué estimulos
necesitan para organizarse y cumplir su funcién, ademas de establecer métodos para poder

cuantificar estos parametros.

Para empezar, las células utilizadas pueden proceder de cultivos primarios de corteza renal
de rifién humano obtenidos a partir de nefrectomias, pero también pueden ser de lineas
celulares inmortalizadas o células madre renales diferenciadas. Las ventajas de los cultivos
primarios es que proceden de rifiones y es de esperar que reproduzcan las condiciones del
organo 7n vivo, pero su mayor problema es la falta de disposicion para obtenerlas en grandes
cantidades. Las otras lineas pretenden resolver este problema, pero para eso han sido
manipuladas y su comportamiento puede no ser el mismo que el de las células obtenidas de

una nefrectomia.

Por otro lado, las células necesitan determinados estimulos para organizarse individualmente
e intercelularmente y asi conformar las estructuras del tejido. Para eso se ha estudiado qué
estimulos requieren, ya sea factores de crecimiento, el medio de cultivo o la presencia de
células de otras estirpes (células mesenquimales). En este trabajo se tratara la importancia de
la estructura de la superficie en la que se cultiva, pero sobre todo de los dispositivos cuyas
estructuras permiten crear interfaces tisulares y, por tanto, cuantificar la capacidad de
reabsorcion y secrecion de las células cultivadas, ademas de la importancia de establecer una
fuerza de rozamiento a través de un flujo para la formacion de la estructura citoesquelética e

intercelular mas fisioldgica.



FISIOLOGIA DEL TUBULO PROXIMAL

La funcion del rifidn es la de mantener la homeostasis del medio interno. Esta funcién incluye
eliminar productos de desecho, la reabsorciéon de agua, iones y moléculas mas complejas,
como glucosa y aminoacidos, y mantener el equilibrio acido-base. En el glomérulo tiene lugar
la ultrafiltracion de la sangre que posteriormente en el resto de segmentos de la nefrona es
corregida por mecanismos de secrecion y reabsorciéon de acuerdo a los requerimientos del

organismo.

El tabulo proximal se localiza en la corteza, entre el corpusculo renal y el asa de Henle con

la que se continda en la médula renal.

Esta formado por un epitelio columnar simple que se organiza intercelularmente a través de
uniones estrechas, formando una estructura tubular con una luz central. En la membrana
apical las células del epitelio presentan un ribete en cepillo formado por microvellosidades,

lo que aumenta su superficie 20 veces, facilitando su funcién secretora y de reabsorcion.

Su funcién es la de reabsorber la mayor parte de lo ultrafiltrado en el glomérulo, mientras
que el resto de los segmentos tubulares de la nefrona ajustan este producto segin la situacion
del organismo y sus necesidades. En las células del epitelio del tubulo proximal hay
transportadores de glucosa, encargados de reabsorber el 100% de la glucosa ultrafiltrada, y
bombas Na*/K" ATPasa en la membrana basal celular y basolateral. El gradiente osmético
creado en la reabsorcién de estas sustancias provoca la reabsorcion del 70% del agua

ultrafiltrada (1).

Ademas de la glucosa y electrolitos también se reabsorbe el 100% de las proteinas y
aminoacidos a través de mecanismos de endocitosis mediados por receptores multiligando,
como la megalina y cubilina, que se localizan en el ribete en cepillo de la membrana apical de
las células epiteliales del tubulo proximal (1). Ademas, el tubulo proximal se encarga del
equilibrio acido-base, secretando a la luz H' y reabsorbiendo HCOj' segin la actividad de la

enzima intracelular anhidrasa carbdnica.



FUENTES DE CELULAS

Las células del tubulo proximal son muy sensibles al dafio isquémico o a los nefrotoxicos, a
pesar de que diferentes téxicos presentan ciertos tropismos para distintos segmentos de la
nefrona (2). Ante estas situaciones las células pierden su ribete en cepillo, su polaridad y
sufren apoptosis. La resoluciéon de esta situaciéon depende de células capaces de

rediferenciarse y reconstruir el epitelio dafiado.

Con la finalidad de fabricar estructuras de tubulo proximal es necesario reproducir las
caracteristicas de estas células y su organizacioén de la forma mas similar posible al 6rgano 7

vivo. Para esto se han utilizado diferentes lineas celulares:

- Cultivos primarios a partir de rifién humano.
- Lineas celulares inmortalizadas de origen renal.

- Diferenciacion de células progenitoras a fenotipo renal.

En todos ellos es necesario poder identificar las células a través de marcadores especificos
que nos dan informacién tanto de su estructura como de su funcion, y que en el caso de los
cultivos primarios también serviran para poder aislarlas y diferenciarlas del resto de las

células, dada la heterogeneidad celular de la nefrona.

Cultivos primarios a partir de riién humano

Para obtener células de tdbulo proximal (PTC) se toma una muestra de rinén humano o una
pieza de nefrectomia, se decapsula y se separa la corteza de la médula. Posteriormente se
trocea el tejido de la corteza, donde se encuentra el tibulo proximal, en fragmentos de 1 mm’
y se digiere de forma consecutiva utilizando un medio que contiene colagenasa (2, 3).
Finalmente el producto se filtra a través de poros de 70 um tras cada digestiéon para obtener
las células de tdbulo proximal (2). Sin embargo en la corteza hay mas células epiteliales

tubulares, como las procedentes de tabulo distal, y alguna puede escapar al filtrado.

Tras este paso hay distintas formas de purificar el producto obtenido, ya sea a través de un
gradiente de densidad Percoll® (3, 4), método que consiste en mezclar la solucién obtenida
con un material de determinada densidad para que, tras centrifugarlo, las células se dispongan
en una banda y asi poder aislarlas del resto del material, o a través de técnicas inmunoldgicas

que las diferencien fenotipicamente segin las proteinas y antigenos que expresen (2, 4).

También se han conseguido aislar a partir de la orina con las PTC procedentes de la

exfoliacion. (5)



Los métodos que sirven para determinar las caracteristicas fenotipicas de las células son:

- Inmunofluorescencia (2): uso de anticuerpos con marcadores fluorescentes para

antigenos de las PTC.

- Citometria de flujo a través de FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) (2): tras el
marcaje inmunofluorescente, permite identificar y separar las células segin sus

caracteristicas antigénicas.

- Western blotting: determina las proteinas contenidas en las células por lo que requiere
lisarlas. Primero se realiza una electroforesis para separarlas segin su peso molecular,
su carga u otras caracteristicas, y posteriormente incubarlas con anticuerpos
especificos contra las proteinas buscadas. Las bandas de los complejos formados se

objetivan a través de quimioluminiscencia (2), o fluorescencia.

Otro método utilizado para separar las células es la separacion inmunomagnética con
microparticulas MACS (Magnetic-Activated Cell Sorting) utilizando anticuerpos monoclonales

contra antigenos especificos de cada segmento (4).

Para diferenciar las células de tdbulo proximal de las de tdbulo distal, también se puede
estudiar la respuesta de la muestra a ciertos estimulos hormonales, ya que los distintos

segmentos responden de forma diferente y especifica (4):

- PTH: aumenta marcadamente la produccién de AMPc en las células de tubulo

proximal.

- Calcitonina: estimula la actividad de la adenilato ciclasa en las DTC de forma dosis

dependiente, mientras que en las PTC apenas se constata respuesta.

- Vasopresina: activa la produccién de AMPc en las DTC siendo su actividad en el

tubulo proximal insignificante.

Con respecto a los marcadores fenotipicos utilizados para distinguir y caracterizar las células
de una muestra procedente de rifién a través de inmunofluorescencia, se consideran
especificos del epitelio del tdbulo proximal la aminopeptidasa M, acuaporina-1 y N-cadherina

(Tabla 1).



Tabla 1: Marcadores fenotipicos usados para distinguir y caracterizar las células presentes en una muestra de
corteza renal humana.
e Aminopeptidasa M

Especificos de células de tabulo proximal
e Acuaporina-1

(4,5)

o N-cadherina

e Pan-citoqueratina
Marcadores epiteliales, presentes en e [(-catenina
segmentos tubulares (2, 4) e Vimentina

e /ona ocludens 1

e Fosfatasa alcalina

Marcadores que se encuentran en el tibulo | @  y-glutamiltranspeptidasa

proximal, pero no en el distal (6) o Fosfatasa 4cida

e -3-B-1-integrina

Especificos de otros segmentos: segmento
ascendente del asa de Henle y porcién e Glicoproteina de Tamm-Horsfall

proximal del tdbulo contorneado distal (4)

En la muestra a estudio procedente de la corteza renal se pueden encontrar otros marcadores,
ademas de los propios de epitelio renal tubular, como CD10 y CD13. Estos marcadores son
especificos de células madre, como CD 24, CD 133, CD 44, Oct-4 o vimentina (7, 88). La
presencia de células con estos marcadores puede hacernos pensar que hay células madre en
la corteza y en el propio segmento proximal, y que por lo tanto puede haber una fuente de
células madre para poder estudiar (9). Sin embargo, otra explicacion es que ante el dafio que
sufre el rifdn, las células se desdiferencian y proliferan para posteriormente tener la capacidad
de regenerar el tejido rediferenciandose, es decir que no se deba a la presencia de células

madre, sino a la induccion de desdiferenciacion celular tras un dafio (7).

Lineas celulares inmortalizadas de origen renal

Frente a los cultivos primarios, cuya ventaja es la similitud fisiolégica al tejido iz vivo, existen
otras fuentes celulares cuya principal utilidad y finalidad es obtener una gran cantidad de

células sin depender de muestras procedentes de humano y con una vida mayor, ya que tras

7



un namero de pases los cultivos primarios también acaban perdiendo las caracteristicas

intrinsecas del tejido.

Las células que se inmortalizan proceden del epitelio del tubulo proximal, en la corteza renal,

a partir de un cultivo primario.

Transfeccion virica

Sobre células renales cuyo origen es el tubulo proximal, de acuerdo a su aspecto morfologico,
su inmunoquimica y su funcionalidad., se utilizan vectores viricos y su material genético para
ser inmortalizadas. En la mayorifa de los casos el gen inmortalizador usado en la transfeccion

es el gen SVAOT (Simian virus 40 large antigen). (5)

También se pueden utilizar otros oncogenes viricos, como el E6/E7 del virus del papiloma
humano, utilizado en la transfecciéon la linea celular HK-2 (10). Estas células han sido
ampliamente utilizadas y estudiadas, y se ha visto su utilidad para sustituir células de cultivos
primarios porque fenotipicamente presentan las caracteristicas propias del epitelio del tubulo
proximal bien diferenciado y reproduce experimentalmente resultados obtenidos en cultivos
primarios (6). Sin embargo, en los cultivos tradicionales pueden presentar un valor limitado
para conocer el metabolismo y comportamiento de moléculas extrafias o nefrotoxicas debido
a que algunos transportadores, como la familia de transportadores SLLC22, no son expresados

por la célula (11).

Para resolver este problema se ha demostrado el papel fundamental que tienen las matrices
sobre las que son cultivadas, creando microambientes similares a los del 6rgano 7 vivo a través
de KMS (kidney derived micro-scaffolds) que permiten recuperar las caracteristicas fisiologicas de

las células. (12)

HWTERT, subunidad catalitica de la telomerasa humana

En las células normales la senescencia replicativa dependiente de telomerasa tiene la funciéon
de limitar las duplicaciones de una poblacién celular. Sobreexpresando la telomerasa las

células se vuelven inmortales sin cambiar sus caracteristicas fenotipicas. (10)

En el caso del tubulo proximal es suficiente con sobreexpresar de forma ectopica sélo una
porcion de ella, la subunidad catalitica esencial de la telomerasa humana o hTERT, sin

necesidad de utilizar el material genético de vectores viricos. Las células obtenidas se



comportan estructural, morfologica y funcionalmente como las células de tibulo proximal,
y mantienen este fenotipo estable hasta las 90 duplicaciones de poblacién, por lo que son

una fuente abundante de células utiles. (10)

siIRINA

Este método no requiere de oncogenes, vectores ni clonacién para ser inmortalizadas,
permitiendo que al ser mas fisioldgicas, no solo tengan aplicaciones en la investigacion, sino

que también las puedan tener en terapias celulares en humanos. (13)

Para llevar a cabo este método, se obtuvieron células de tdbulo proximal procedentes de
rifiones nefrectomizados aisladas a través de un método inmunomagnético. A estas células
se les suprimié el mRNA de genes relacionados con el ciclo celular, como el supresor tumoral
p53 o un inhibidor kinasa dependiente de ciclina, p16, aumentando el nimero de
duplicaciones de la poblacién de 12 a 33 y 63 respectivamente en tres meses de cultivo. Esta
supresion se llevé a cabo usando un oligonucleétido antisentido (ASOs) y RNA de
silenciamiento (siRNA). Tras dos semanas de discontinuar las transfecciones de siRNA las

divisiones celulares cesan y vuelven a la normalidad (13).

Estas células recuperan caracteristicas especificas de las células 7z vivo al ser cultivadas sobre
membranas porosas, y cultivadas en dispositivos de tubulos renales bioartificiales, en la
superficie interna de fibras huecas, mostraron mayor actividad y capacidad para la

reabsorcion de agua, sodio y glucosa. (13)

Diferenciacion de células progenitoras a fenotipo renal

Se pueden obtener células madre a partir de células bien diferenciadas procedentes de
diferentes tejidos, siendo necesario unicamente introducir a través de algin vector los
factores de transcripciéon OCT4 y SOX2 para desdiferenciar células bien diferenciadas de
tubulo proximal. Las células de otros origenes pueden presentar mayor disponibilidad, pero
su proceso de desdiferenciacion es mas complejo, ya que es necesario afadir dos factores de
transcripcion mas, KLF4 y C-MYC. La utilidad de poder convertir las células maduras en
células pluripotenciales es que se podria evitar el uso de células embrionarias y los problemas
éticos vinculados, permitirfa el estudio e investigacion de la rediferenciacion celular, y podrian

ser utilizadas en medicina regenerativa (14).



Al igual que la produccién de células pluripotenciales, la obtenciéon de células progenitoras
de origen renal permitirfan el estudio de la rediferenciacion y ser utilizadas en medicina
regenerativa, y aunque no parecen una opcion mejor para obtener grandes cantidades de
células que las lineas inmortalizadas de células maduras, las células progenitoras renales
obtenidas de un rifidén adulto no presentan tantas diferencias fenotipicas con respecto a las
células 77 vivo como las células inmortalizadas (8). Sin embargo, el problema fundamental de
utilizar células renales progenitoras de origen renal es su disponibilidad, ya que se obtienen a

partir de nefrectomias.

Se han encontrado células con capacidad regenerativa en diferentes segmentos del rifién y de
la nefrona, incluyendo el epitelio tubular (7, 15), el intersticio del tubulo proximal (9), la

capsula de Bowman (16), la papila renal (17) y la unién corticomedular (18).

Categorizacion por BrdU

La administraciéon de BrdU (bromodeoxiuridina) en ratas vivas permite marcar las células
progenitoras adultas en diferentes tejidos. Tras esta administracion se realiza la nefrectomia
para objetivar qué células son positivas a BdrU utilizando diferentes métodos, como la

citometria FACS. (15)

Las células marcadas se denominan LTRC (label-retaining tubular cells) e in vitro han mostrado
capacidad para formar estructuras tubulares al ser cultivadas en matrices de coldgeno,
mientras que las negativas a BrdU no. En vivo por otro lado, al ser inoculadas en un rifién
metanéfrico de rata, estas células son capaces de integrarse en él presentando plasticidad

fenotipica. (15).

La categorizacion a través de BrdU se ha hecho a partir de tejido epitelial tubular (15), a partir

de la unién corticomedular (18), y a partir de células procedentes de la papila renal (17).

Marcadores de células progenitoras

Las células renales progenitoras presentan diferentes antigenos de superficie segun su origen,

que a su vez dan informacion sobre la diferenciacién que llevaran a cabo.

Se pueden obtener a partir del epitelio tubular o a partir de la capsula de Bowman y todas
ellas son CD 133+ y CD 24+. Sin embargo las procedentes de los tubulos son ademas CD

106- y se diferencian a epitelio tubular, y las segundas son CD 106+ y se pueden diferenciar
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tanto a podocito como a epitelio tubular. Esto se debe a que las células CD 133+ y CD 24+
que no presentan CD 106 tampoco reaccionan frente al anticuerpo monoclonal contra

podocalixina, presente en los progenitores de podocitos (16)

Ambas poblaciones tienen mayor capacidad regenerativa que las células renales bien
diferenciadas y mayor resistencia al dafio. Ademas, a diferencia de éstas, son capaces de
integrarse en el rinén, generar mas células tubulares y mejorar la funcién renal en ratas con

fracaso renal agudo. (16)
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DISPOSITIVOS DE TUBULO RENAL BIOARTIFICIAL

Tras explicar como obtener y clasificar las células que se utilizar en el cultivo, es necesario
saber que su comportamiento no depende sélo de ellas, si no que juegan un papel
fundamental la matriz y el medio extracelular. Y tan importante como éstos son los
parametros mecanicos, como la superficie y topografia con la que interactian y la fuerza de
rozamiento debida al flujo (FRF), que inducen la organizacion celular, alineacién, migracion,
diferenciaciéon y expresion fenotipica. Combinando y controlando estos parametros se
controlarfa la funcionalidad celular resultando en modelos 7 vitro de tejidos humanos mas

fisiolégicamente representativos. (8, 21)

Los dispositivos de 6rganos-en-chips ofrecen un entorno mas fisiolégico para el cultivo de
células, permitiendo que éstas se comporten de forma mas similar al 6rgano 7 vive, y ademas
debido a su disefio permiten establecer interfaces que hagan las veces de interfase endotelio-
epitelio renal, y por lo tanto se pueda analizar y cuantificar con precision la funcion de estas
células. También permite controlar los gradientes espacio temporales quimicos y de oxigeno

a lo largo del tiempo, y el microambiente en el que crecen las células. (19)

Los 6rganos-en-chips son sistemas de bioingenierfa que contienen canales microfluidicos
recubiertos internamente por una monocapa de células. La microfluidica es la ciencia de
manipular pequefios volimenes de liquido, entre 10 y 10™* litros, a través de microcanales.
Debido al pequefio tamafio de los dispositivos, el flujo introducido es fundamentalmente
laminar, sin turbulencias, por lo que corrientes distintas que transcurren por el mismo
microcanal apenas se mezclan. Esta propiedad permite generar grandes gradientes en un

espacio muy reducido. (19)

Los primeros dispositivos estaban formados por dos microchips de silicona y acero
inoxidable que posteriormente se sustituyeron por un material de goma de silicona, el
poli(dimetililoxano) (PDMS), separados por una membrana semipermeable, generalmente de

policarbonato o poliéster, simulando una interfase de tejidos. (Figura 1)
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Figura 1 tomada de (19): Modelo microfluidico de epitelio renal compuesto por un dispositivo que incluye dos
capas superpuestas separadas por una membrana porosa de poliéster. Se controla el flujo introducido, la
exposicion éste y a diferentes quimicos de las membranas apical y basal, ayudando a la polarizacién de las
células epiteliales.

El PDMS tiene una gran permeabilidad a los gases, lo que proporciona un suministro
suficiente de oxigeno a las células, y ademas es un material transparente, lo que permite
mediciones a tiempo real microfluorimétricas, y monitorizar la movilidad y morfologia

celular. (19)

El PDMS ademas tiene la propiedad de ser un material muy hidréfobo, lo que impide que el
fluido introducido se filtre por los poros de los materiales, sin embargo esto también provoca
que farmacos hidréfobos y sus metabolitos se adsorban al PDMS. Con la finalidad de evitar
esto se puede utilizar el cristal, pero son mas accesibles los materiales termoplasticos, como
poli(metil metacrilato) (PMMA), poliestireno (PS), policarbonato (PC) o copolimero de
olefina ciclica (COC), que son biocompatibles y presentan baja adsorcion. Una forma
utilizada para reducir la adsorcién de estos sustratos es su oxidacién con ozono o con plasma

de oxigeno. (20)

Fuerza de rozamiento debida al flujo (FRF)

A través de los microcanales se introducen flujos a distintas presiones, que ademas e contener
el medio con los nutrientes necesarios, sitven para que se establezcan una serie de fuerzas de
rozamiento sobre las células. Estas fuerzas dependen tanto de la magnitud del flujo
introducido como de las dimensiones del microcanal, cuya seccion trasversal varfa de entre
100 nm y mas de 100 um, segin el dispositivo. De esta forma cuanto mayor es el canal mas

flujo necesita para seguir ejerciendo la misma fuerza de rozamiento sobre las células.
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La FRF tiene un gran efecto sobre la fisiologfa celular y provoca la reorganizaciéon del
citoesqueleto de actina, lo que sugiere que el citoesqueleto tiene un papel importante en la

mecanotransduccién inducida por el flujo introducido. (Figura 2)

(a)

Figura 2 tomada de (22): células epiteliales renales marcadas para f-actina. (a) En condiciones estaticas. (b) Tras
6 hotas de exposicion a 1 dina/cm?2 de FRF. Tras el estimulo del flujo, el citoesqueleto de actina se reorganiza.
Ante el estimulo de la FRF las células determinan su polarizacién y su estructura, y los
transportadores de superficie dejan de disponerse de forma arbitraria, como en el caso del
transportador de acuoporina AQ2 y en la bomba Na“/K" ATPasa. Ante una FRF de entre
0,2y 20 dinas/cm?® con métodos de inmunocitoquimica se objetiva que el primero se localiza
en la region apical y la segunda en la porcidén basolateral, en contraste con las células

cultivadas de forma estatica. (8) (Figura 3) (Figura 4)

Lty SR NLE

b o R

Figura 3 tomada de (8): en rojo aparecen las fibras de actina y en azul las del transportador acuporina 2 (AQ?2).
Las imédgenes E y | cotresponden a células sometidas a una FRF de 0,2 dinas/cm? durante 6 horas, mientras

que F y K estan en condiciones estaticas.
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Figura 4 tomada de (8): El esquema muestra al trasportador acuoporina AQ2 localizado en la membrana apical
y a la bomba Nat/K* ATPasa en la membrana basolateral.

Ademas, la fuerza de rozamiento debida al flujo induce el doblamiento del ribete en cepillo
del tibulo proximal, lo que aumenta la sefial intracelular de calcio que posteriormente

provoca reacciones a través de segundos mensajeros en la célula. (23)

Diferentes modelos

Como se ha explicado previamente los dispositivos estain compuestos por dos microcanales
que permiten el paso de un fluyjo microfluidicos, y separados por una membrana
semipermeable. Sin embargo existen distintas modalidades y se han utilizado diferentes lineas

celulares para su estudio.

Para imitar la estructura tubular los modelos se conforman por dos microcanales
superpuestos. En uno de ellos se dispone una monocapa confluente de células, la membrana
es la interfase entre el tubulo y el intersticio o vaso, y el otro microcanal hace de intersticio o
vaso. Estos dispositivos una vez ensamblados, presentan puertos de entrada y de salida del
flujo que permiten controlar el flujo introducido y cuantificar y comparar las caracteristicas
de los flujos de entrada y de salida, y as{ cuantificar la funcién reabsortiva de las células

tubulares y su morfologia. (8)

Las lineas de células epiteliales renales utilizadas varfan entre dispositivos. Se han utilizado
células madre o progenitoras, seleccionadas a partir de la corteza renal humana y

caracterizadas como células madre por marcadores celulares (CD133, CD24, PAX-2, CD44,
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Oct-4 y BMI-1), sembradas sobre la membrana porosa hasta alcanzar la confluencia y

posteriormente expuestas a un flujo laminar. (8) (Figura 5)

A Lumen microchannel B Inlet Up
Outlet Up
ye*
1o\
,Membrane ,\dq"*d

< \Y

< Outlet Down ¥
& L

Interstitial @5
microchannel

Inlet Down

Figura 5 tomada de (8): Chip que simula la estructura 7 vivo del tdbulo proximal. (A) Estd compuesto por dos
capas superpuestas de PDMS, que contienen microcanales separados por una membrana microporosa de
policarbonato. (B) Ensamblado, el dispositivo presenta dos puertos de entrada y de salida, cada uno conectado
con tubos plasticos y pulsos de inyecciones para el control de flujo.

También se han utilizado células epiteliales primarias de tubulo proximal humano, y HK-2,
una linea de células inmortalizadas. Las células del cultivo primario demostraron ser mas
sensibles a la matriz extracelular sobre la que crecen que las lineas inmortalizadas y alcanzaron
con mayor dificultad la confluencia, pero es posible formar una capa confluyente usando una
matriz adecuada (1). Por otro lado las HK-2 no mostraron la misma plasticidad y morfologia

especifica que las células progenitoras en los chips bioartificiales. (8)

Los dispositivos también pueden incluir electrodos para valorar la resistencia al paso de una
corriente eléctrica a través de la interfase compuesta por la membrana microporosa, la matriz

y la monocapa de células, para estudiar la integridad de ésta ultima.

Evaluacion de la funcién de la monocapa

Para evaluar la capacidad de reabsorcion y la integridad de la monocapa, se siembran las
células en un dispositivo de los explicados hasta alcanzar la confluencia. Una vez alcanzada,
se aflade una perfusioén que contiene una cantidad conocida de solutos, como urea, creatinina
y glucosa., mientras el inferior, o intersticial, se perfunde con un flujo contracorriente libre
de urea, creatinina y glucosa. Las muestras de salida de ambos flujos se recogen para estudiar
el movimiento de la urea, creatinina y glucosa a través de la membrana porosa por medio de
métodos colorimétricos y usando como controles negativos chips sin células. El resultado

del experimento fue la recuperacién de una menor cantidad de urea y creatinina en los
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dispositivos donde habia células que en los que no tenfan, es decir, que el paso de los solutos
a través de la interfase se ve afectado por la presencia de una monocapa de células

confluyentes. (8)

La confluencia de la monocapa y su integridad pueden demostrarse de diversas maneras,
como puede ser la inmnuofluorescencia con DAPI, que tifie los nicleos de las células (1), o
a través de la medicion de las resistencias al paso de una corriente eléctrica de un lado a otro

de la membrana donde se encuentran las células o TEER.

La TEER es la resistencia eléctrica transepitelial, y se mide incluyendo los electrodos
Ag/AgCl en el dispositivo PDMS, uno a cada lado de la membrana (Figura 6). Da
informacién a tiempo real sobre la formacion de la monocapa de células y su polarizacion,

ademas de sobre la permeabilidad de la misma y su integridad. (22)

31 PDMS & » -

o Pré-Pnlymer
o

PDMS Top Channel

Cured
Pre-Palymer AgiAgCl
Electrode

Parous
Membrana

PDMS Bottom Channel

Figura 6 tomada de (24): Dispositivo formado por dos microchips de PDMS. Esta disefiado para que los
microcanales supetior e infetior se entrecrucen y colocar en otro microcanal dispuesto a 45° del principal los
electrodos Ag/AgCl para medir la resistencia al paso de una corriente eléctrica.

Para saber si la TEER es un método adecuado para medir la integridad de la monocapa, se
afiadié un medio con baja concentracién de Ca*", que es fundamental para que se establezcan
las uniones estrechas intercelulares. El resultado fue que tras la introduccion de este medio,
la TEER disminuye, es decir, la resistencia para el paso de la corriente eléctrica disminuye a
través de la monocapa celular al impedir la formacién y mantenimiento de las uniones
estrechas. Tras la introducciéon de medio con concentraciones normales de Ca?’, la TEER

aumenta poco a poco porque las uniones estrechas se pueden volver a formar, demostrando
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que cambios en la permeabilidad o integridad de la monocapa resulta en cambios sobre la

TEER. (22, 24)

Ademas de la evaluacién de la TEER para conocer la funcionalidad de la monocapa y su
integridad, monitorizar el consumo de oxigeno es fundamental para saber si el metabolismo
celular es correcto. La presencia y concentracion de oxigeno en los sistemas biolégicos tienen
una gran importancia en el comportamiento, diferenciacion y viabilidad de muchas células.
Para poder medirlo se utiliza la intensidad de la fluorescencia y la vida de un marcador
sensible a oxigeno, el RTDP (rutheninm tris(2,2"-dipyridyl) dichloride hexabydrate). Estos sistemas

son muy sensibles y no consumen oxigeno ni generan productos téxicos. (25)

18



CONCLUSIONES

A pesar de las capacidades que parecen demostrar estos dispositivos, aun presentan ciertas
limitaciones para imitar la situacién de las células y los tejidos 7z vivo, y permitir que se

desarrollen de la manera mas fisiologica posible.

Una limitacién importante esta relacionada con el hecho de que en la nefrona hay dos medios
diferentes, el epitelial o tubular y el intersticial y vascular, ambos con diferentes flujos en el
organo 7 vivo. Para imitar este hecho en los dispositivos de “6rganos-en-chip”, serfa necesaria
una perfusiéon constante e independiente para dos soluciones a diferentes velocidades, e

incubadoras que permitan esta perfusion a largo plazo y la puedan integrar en su disefio.

Otras limitaciones que ya se han mencionado a lo largo del trabajo, son elegir la linea celular
mas apta y mas fenotipicamente similar, las caracteristicas de la matriz donde son cultivadas,
el disenio de los dispositivos microfluidicos, e incluso los materiales de los mismos para que

sean lo mas biocompatibles posibles.

En cuanto a su uso en investigacion, estos dispositivos proporcionan un método adecuado
para el estudio del comportamiento celular y de los tejidos, y pueden servir como alternativa
al uso de animales de experimentacion en el estudio de la farmacodinamia y farmacocinética.
Los modelos animales no siempre reproducen con precision el comportamiento de los
farmacos en el ser humano, y muchas de las sustancias en desarrollo con potencial terapéutico
deben ser retiradas de los ensayos debido a toxicidad inesperada en humanos, lo que aumenta

el gasto de produccion y de investigacion de los farmacos.

Los disefios de cultivos en matrices 3D y los dispositivos que incluyen una interfase de tejidos
pueden ser un gran paso en nuevos métodos de investigacién y suponen una ventaja si son
capaces de reproducir las condiciones del 6rgano, usando células humanas adecuadas, ya

procedan de lineas inmortalizadas, de cultivos primarios o de células progenitoras renales.

Mas alla de su utilidad en el campo de la investigacion, los sistemas de cultivos
tridimensionales permiten el desarrollo de células 7z vitro que posteriormente se podrian
reimplantar e integrarse en el rinén, algo que ha resultado en ratas. Por ahora para células
humanas renales cultivadas en estos cultivos de matrices tridimensionales se ha visto que

forman estructuras tubulares con funcién y polarizaciéon adecuadas 7 vitro. (26)

La ingenierfa celular y la medicina regenerativa pretenden abordar las limitaciones de las
terapias de sustitucion renal y de los trasplantes. Las primeras resultan insuficientes para

eliminar todos los productos téxicos y no son una solucion definitiva para los pacientes que
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la precisan, prolongando la supervivencia reemplazando solo de forma parcial la funcién
renal, ya que no cumplen otras funciones renales, como la reabsorcion y la funcién endocrina.
Por otro lado, los trasplantes, aunque si son un tratamiento definitivo, requieren
inmunosupresiéon de por vida, con la comorbilidad asociada, necesitan una cirugia que

también presenta riesgos, y necesitan de donantes disponibles.

El rinén bioartificial podria convertirse en una buena alternativa para reemplazar las

funciones renales frente a otras técnicas.
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