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Crecimiento celular en un entorno 3D

Crecimiento celular en monocapa
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Comparacion cultivos celulares 2D vs 3D

Los modelos 3D ofrecen una representacion mas precisa de sus efectos



Esferoides 3D

Consideraciones para la manipulacion de esferoides

Agregado celular estanco Esferoide compacto

Agregado celular suelto

Leyenda:

= e« MEC
=S 9 Integrina
* = RGD
©® (aderina

Autoagregacion espontanea
de las células en forma esférica

Facil estandarizacion

ESTADIO 3

ESTADIO 2
Acumulacion de caderina en la
membrana

ESTADIO 1

Interaccién homofila
caderina-caderina

Interaccién del RGD con la integrina
Imagenes Opticas representativas de esferoides SK-N-AS en diferentes fases

Recopilacion adecuada de las
caracteristicas fundamentales de crecimiento a lo largo de 7 dias, desde el agregado suelto de células hasta
la formacién de un esferoide compacto. Barra de escala = 100 pm.

de los tejidos naturales
Zingales et al., Toxins 2023, 15(7), 422
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METODOS PARA LA FORMACION DE LOS ESFEROIDES

Esferoides 3D Consideraciones para la manipulacion de esferoides

» Polimeros sintéticos:
Polietilenglicol (PEG), acido polilactico-co-glicdlico
(PLGA), polidimetilsiloxano (PDMS)
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Un tnico esferoide por
pocillo

Forma y tamafo uniformes

- TAMANO
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Compactacion dependiente de la
linea celular (nimero de células
sembradas)

Tiempos de duplicacion
especificos

_. ESfeI‘()ide s 3D Consideraciones para la manipulacion de esferoides

Evaluacion del riesgo toxicologico

Nutrient

concentration o concentration

Metabolites
concentration

El1 TAMANO OPTIMO DEL ESFEROIDE
para imitar las interacciones in vivo entre
células y crear una formacion espontanea

de gradiente de oxigeno y otros nutrientes

es de aproximadamente 500 pum.

« FORMA

\ 4

SOLIDEZ: indicador de la
rugosidad de la superficie

esferoidal.

Solidez > 0,9 indica forma

regular.

INDICE DE ESFERICIDAD
(SI): determina una forma
geométrica esférica.

SI > 0,9 indica esferoides
esféricos.
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Cultivos celulares 2D vs 3D vs microfluidica

Modelos in vitro en la evaluacion de riesgos toxicologicos

{ Cultivos celulares 2D }

Vv Ficiles de manejar

" Bajo coste

/" Alta reproducibilidad

" Bien establecidos

¥ Condiciones estaticas

8 Baja prediccion

¢ Talta de interaccion célula-célula

y célula-matriz

[Cultivos celulares 3D ] =

v Organizacion similar a la de tejidos

v Interaccion célula-célula y célula-
matriz

v/ Sensibilidad 2 compuestos similar a
la 7n vivo

v Mayor estabilidad a largo plazo

® Condiciones estaticas

#® Sistema de un solo 6rgano

NN { Dispositivos microfluidicos J

v/ Similar al organo

& Sistema multiorganico

& Condiciones dinamicas

" Necesidad de pequefias muestras de

v células y reactivos

& Distribucién uniforme de nutrientes,
oxigeno y factores de crecimiento

¥ Microentorno controlado

¥ No tan facil de manejar

¥ Dificil de estandarizar y validar @
fi



Dispositivos microfluidica

Tecnologia de los sistemas que procesan pequenas cantidades de fluidos (10 a 108 litros),
utilizando canales con dimensiones de decenas a cientos de micrOmetros.

Culture chamber

wlspheroi\
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IJ Media reserviors 5mm
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Whitesides, Nature. 2006

Choi et al. Am J Physiol Cell Physiol. 2020 Kim et al. Lab Chip, 2012 Balagadde et al. Science, 2005

v" Permeable a los gases (PDMS)

v Optico transparente

v" Dimensién geométrica a microescala

v" Reduccidn de reactivos y densidad celular
v Compartimentacion - multiplexado

v" Proteccion contra contaminacion

v" Flujo laminar

v" Difusion de moléculas y mezclado rapido
v" Microambientes controlables y dindmicos
v" Cultivos estaticos o con perfusion

v" Cultivos 2D y 3D
v" Automatizacion
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Dispositivos microfluidicos

MASTER FABRICATION
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El influencia del sistema de cultivo celular en la
evaluacion toxicologica de dos micotoxinas, la
patulina (Penicillium sp.) y Toxina T-2 (Fusarium sp.)

= 1. Estudio de la patulina: Comparar la citotoxicidad de la
patulina en cultivos celulares en monocapa (2D), esferoides
(3D) y dispositivos microfluidicos estaticos y dindmicos.

Patulina
(Penicillium sp.)

= 2. Estudio de la toxina T-2: Comparar la citotoxicidad de la
toxina T-2 en esferoides de células HepG2 y esferoides en co-
cultivo de células HepG2 y LX2 en dispositivos
microfluidicos estaticos.

Toxina T-2
(Fusarium sp.) /J*o

ESTUDIOS
EXPERIMENTALES




Estudio:

e Patulina: v Lineas celulares:
 Celulas madre mesenquimales de médula dssea: BM-MSC) Lineas celulares
o (Células endoteliales de la vena umbilical, HUVECs no tumorales

o (Células de neuroblastoma humano: SH-SY5Y ) Lineas celulares

* Células epiteliales de cancer de mama: MDA-MB-231 tumorales

v Modelos celulares:
- 2D células en monocapa
- 3D esferoides

v Condiciones de exposicion en dispositivo microfluidico
- Estatico
- Dindmico

| o



ATP levels (%)

ATP levels (%)
z

Resultados Patulina: 2D vs 3D

a3 PAT
15 ! " _ . ICs, (MM)

2D 3D
Tiempo de exposicion  Tiempo de exposicion
24h 48 h 12 h 24h 48 h 12 h
BM-MSCs 29.09 13.38 5.43 9.52 8.40 9.98

HUVECs 19.99 1.49 0.45 2.32 5.76 3.52

Linea celular

MDA-MB-231 2.3l 0.61 0.42 >25*% 1.30 2.13

-]
a2

SH-SY5Y 0.45 0.52 0.28 4.93 3.44 2.11

* Concentracién maxima ensayada

c3

N Modelos 2D: Modelos 3D:

Las lineas tumorales mas Resultados similares en

) sensibles. todas las lineas
s Linea SH-SY5Y la mas sensible. celulares.

150 *24h
O48h
& 72h

SH-SY5Y

Variacion de los
resultados

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0 11
Concentration (uM)

BM-MSC (Células madre mesenquimales de médula dssea), HUVECs (Células endoteliales de la vena ugkeal),
MDA-MB-231 (células epiteliales de cincer de mama), SH-SY5Y (cells de neuroblastoma humano) |



Patulina: estatico vs dinamico Esferoides de células SH-SY5Y

v Validacion biologica
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CONCLUSIONES PATULINA

- Los efectos observados en modelos en monocapa no son reproducibles
en esferoides, ademas de diferir dependiendo de la lineas celulares.

- La ausencia de una organizacion tridimensional en sistemas 2D puede
conducir a una sobreestimacion de la toxicidad celular

+ Las lineas celulares no tumoral mostraron mayor efecto citotoxico, lo
que sugiere que estas células subestiman la toxicidad de la patulina.

- La toxicidad de las micotoxinas no puede predecirse unicamente
sobre los efectos observados en un modelo unicelular.

o



Estudio:
e Toxina T-2:

OH

v Lineas celulares:

 Células de hepatocarcinoma humano, HepG2
* Células Lieming Xu-2, LX2

v Modelos celulares: 3D esferoides
- Monocultivo
- Co-cultivo

v Condiciones de exposicion en dispositivo microfluidico
- Estatico




Estudio:
« Toxina T-2:

Monocultivo

.
O 8

Co-cultivo

HepGZ-LXZ
(85%-15%)

100 um

LX2 —  Vybrant DiD

Resultados Toxina T-2 en esferoides:
monocultivo vs co-cultivo

Monoculture Co-culture
[ Ensayo Live/Dead } CRL
15 nM
\ 30 nM
X
. celuld
C‘ﬁotoxlﬂdad N 60 nM
'X con \a dos 100 um
o)
S : Cytotoxicity % = 100 X A 1/ (Agreen T Ared)
== Co-Culture r MATLAB

Co-cultivo menor
efecto toxico.
Las células LX2
mejoran fenotipo y
funciones hepaticas:

viabilidad celular @

J

0 15 30 60
T-2 concentration (nM)



Estudio:

 Toxina T-2: Resultados Toxina T-2 en esferoides:
monocultivo vs co-cultivo
i : I
[ Dz allniie J ELISA kit Analisis de crecimiento de los ﬂ mage]
esferoides !
= 3 e B  MonoCulture -
S g M = Co-Culture % = Monoculture i‘
= 0 bt E= Coculture _—
O = 2 o 1.5-
S S 78.5 % - =
§ "3 68.1 % g 2= 1 [
g g 1- g_ 10- . ° e 7
2 E & Mayor disminucion
< B S .« e
a2 £ 05- del crecimiento del
A S S A 2 esferoides en
e .
T-2 concentration (nM) 5, 0.0 monocultivo

0 15 30 60
T-2 concentration (nM)
Los esferoides en co-

cultivos son mas
funcionales

* p<0.05, *** p-value < 0.001, ****p-palye < 0.0001.
P P P



CONCLUSIONES TOXINA T-2

Los estudios con esferoides en co-cultivos en dispositivos
microfluidicos estaticos incorporan un sistema mas avanzado y

complejo que representa mejor la funcionalidad de los tejidos y
organos hepaticos.

Este modelo permite obtener una mejor comprension de la respuesta
hepatotoxica celular de la toxina T-2.

©



CONCLUSIONES FINALES
= Nuestros estudios demuestran el papel clave y la influencia de los

modelos de cultivo celulares en el campo de la toxicologia in vitro.

= La evaluacion de la citotoxicidad en modelos avanzados in vitro como los
esferoides en dispositivos microfluidicos y esferoides en co-cultivo
permiten una mejor reproduccion de la fisiologia de los tejidos y organos,
asi como estimar con mayor precision el efecto toxico por exposicion a las
micotoxinas.

LIMITACIONES

= Falta de mayor complejidad.
= Dificultades de normalizacion, control de calidad y validacion.

= Extrapolacion in vitro-in vivo.
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