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RESUMEN:

El cultivo in vitro de células animales sobre una placa o en condiciones de suspension (denominado
cultivo bidimensional o 2D) ha ayudado a esclarecer un elevado numero de procesos bioldgicos. Sin
embargo, se ha demostrado que sus resultados conllevan un sesgo intrinseco, puesto que no son
capaces de recrear las condiciones nativas de los tejidos de origen al no considerar, ni las interacciones
célula-célula, ni las que se producen entre la célula y la matriz extracelular, un componente activo
cuyo papel biologico va mas alld de servir como soporte mecanico de los tejidos. Para intentar
solventar las limitaciones del cultivo 2D se han desarrollado técnicas de cultivo tridimensional (o
3D), que permiten avanzar en el conocimiento celular con estudios que no se podian realizar con
modelos 2D, y sobre todo mejoran el entendimiento proporcionado por el 2D. En esta revision se
compararan los modelos 2D con las principales técnicas de cultivo 3D, que seran discutidas siguiendo
un orden creciente en cuanto al acercamiento que consiguen hacia el modelo in vivo. Se detallaran
sus aplicaciones e implicaciones, y especificamente se hard hincapi¢ en la investigacion del cancer,

pues es un campo en el que estas técnicas han cobrado una gran relevancia.

ABSTRACT:

In vitro culture of animal cells on a plate or in suspension (so-called two-dimensional or 2D culture)
has been used in research to elucidate a large number of biological processes. However, it has been
shown that results are biased since they do not recreate the native conditions of the tissues of origin.
2D cultures do not consider neither cell-cell interactions nor those between the cell and the
extracellular matrix, an active component with a biological role that goes beyond serving as a
mechanical support for the tissues. To overcome these limitations, three-dimensional (or 3D) culture
techniques have been developed to advance in cellular knowledge with studies that could not be
carried out with 2D models, and, above all, to improve the understanding provided by 2D cultures.
In this review, 2D models will be compared with the main 3D culture techniques, which will be
discussed in increasing order of how closely they resemble in vivo models. Their applications and
implications will be listed, with a specific focus on cancer research, a field where these techniques

have become highly relevant.
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1. OBJETIVOS
El objetivo principal de este trabajo de fin de grado es realizar una revision bibliografica actualizada
acerca de las diferentes técnicas de cultivo in vitro de células animales, prestando especial atencion a

las técnicas de cultivo tridimensionales.

En cuanto a los objetivos especificos, se pretende hacer hincapié en los siguientes puntos:
- Describir y comparar los distintos métodos de cultivo celular 2D y 3D detallando sus
aplicaciones e implicaciones, especialmente en la investigacion frente al cancer.
- Exponer la importancia de considerar la matriz extracelular si se pretende conseguir simular

in vitro un comportamiento similar al que existe in vivo.

2. MATERIALES Y METODOS

Para elaborar este trabajo se ha realizado una busqueda bibliografica utilizando articulos
recomendados por las tutoras, asi como ampliando la informacién en buscadores (Google Académico)
y bases de datos compatibles con el acceso institucional proporcionado por la Universidad de

Salamanca: Pubmed, Elsevier y Science Direct.

Con el objetivo de seleccionar los articulos mas adecuados, se utilizaron palabras clave en inglés,
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entre las que destacan: “2D-culture models”, “ECM”, “3D-culture models”, “tissue engineering”
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“spheroids”, “scaffolds”, “organoids”, “microfluidic devices” y “2D vs 3D cell cultures”.

3. EL CULTIVO CELULAR

3.1. Historia y evolucion
El cultivo celular es el aislamiento de células de un tejido u o6rgano animal o vegetal y su
mantenimiento en un medio artificial bajo condiciones controladas que recrean las condiciones
internas del organismo, permitiendo su divisidon, crecimiento, multiplicacion y, en algunos casos,
diferenciacion (1). Para las células animales, los origenes de esta herramienta fundamental en
investigacion biomédica se remontan a la primera década del siglo XX, cuando Harrison desarrolld
la primera técnica de cultivo celular in vitro (2-4). El conocido “método de Harrison”, que permitid
estudiar el desarrollo de las fibras nerviosas (5), supuso una gran revolucion y en las siguientes
décadas se consiguié mejorar su eficiencia y adaptarlo al cultivo de otros tipos celulares. Carrel y
Burrows fueron los pioneros en cultivar células de tejidos de mamiferos, manteniéndolas viables
durante meses al utilizar subcultivos y sustituir la linfa por medios de cultivo mas complejos (2, 6-8).
Otros hitos importantes en la evolucion del cultivo celular fueron la tripsinizacién, que permite

obtener una suspension de células individualizadas y generar nuevos cultivos; el uso de medios



quimicamente definidos (9-11); la utilizaciéon de antibidticos como suplemento profilactico para
garantizar la asepsia (12,13); o el mantenimiento, durante un mayor rango de tiempo, de células
animales en cultivo (14). Gracias a todos estos refinamientos, a mediados del siglo XX se produjeron
las primeras lineas celulares estables, es decir, células que se dividen continuamente en cultivo, sin
sufrir muerte celular, y que presentan las mismas caracteristicas genéticas, fisicas y de requerimientos
nutricionales generacion tras generacion (15). Desde las ultimas décadas del siglo XX, otro avance
importante ha sido el desarrollo de las técnicas de cultivo tridimensionales (o 3D), que permiten
estudiar las interacciones entre las células y el microambiente que las rodea (4). A lo largo de este

trabajo se realizara una revision sobre el estado actual de estas técnicas.

3.2. El cultivo bidimensional o 2D
Desde la primera mitad del siglo XX, los investigadores han usado cultivos donde las células crecen
adheridas a una superficie formando una unica capa o monocapa, o bien se encuentran en suspension,
como en el cultivo de linfocitos, para conseguir un acercamiento mas realista al entorno biolégico
(16). Estos cultivos, denominados bidimensionales o 2D, presentan numerosas aplicaciones (2,8),
entre las que destacan: estudios de proliferacion celular, apoptosis o migracion; determinacion de la
localizacion subcelular de diferentes componentes mediante técnicas microscopicas; evaluacion de la
respuesta a farmacos o el efecto de diferentes mutaciones; o el estudio de vias de sefializacion

intracelular, entre otras.

Los cultivos 2D aportan ventajas que van desde un punto de vista econémico, dado su bajo coste,
hasta el punto de vista técnico, ya que permiten un mantenimiento sencillo de los cultivos celulares
(16), son faciles de usar (17) y los resultados son facilmente analizables. Ademas, es una técnica
ampliamente establecida y validada de la que existe una extensa literatura que permite comparar

resultados o establecer nuevos protocolos en el laboratorio (18).

No obstante, a pesar de estas ventajas, su uso implica numerosas limitaciones: los cultivos adherentes
consisten en un monocultivo celular, por lo que no recrean la compleja arquitectura de los tejidos del
organismo ni las interacciones célula-célula o entre las células y la matriz extracelular (MEC), las
cuales regulan procesos celulares como la diferenciacion, proliferacion, apoptosis o la respuesta a
farmacos (16,19). Otra desventaja es que las células tienen acceso ilimitado y homogéneo a todos los
componentes del medio, sean nutrientes, oxigeno o metabolitos. En los tejidos, y especialmente en
los tumores, esto no se cumple dada su estructura tridimensional (16). Como consecuencia, los
resultados en cultivos celulares 2D pueden proporcionar resultados erroneos o incompletos (20).

Ademas, cada vez son mas los estudios que demuestran que el cultivo celular en 2D altera el fenotipo



y la fisiologia celular. Si esto se relaciona con los resultados obtenidos en ensayos preclinicos, que
en su mayoria no reproducen lo que se ha visto en las lineas celulares, se podria explicar, al menos
en parte, por qué hasta el 80% de los farmacos fracasan en fase II o III de ensayos clinicos, al estar

basados en experimentos realizados en cultivos 2D (19, 21).

Por todo ello, existe la necesidad de encontrar modelos alternativos al cultivo bidimensional que
permitan reproducir de una manera mas realista el complejo entorno celular in vivo, lo que facilitara
la obtencion de resultados mas fisioldgicos y traslacionales hacia el paciente (22). Con este fin se han
desarrollado los cultivos 3D, en los que el microambiente celular in vitro permite tener en cuenta la

organizacion espacial y la composicion de la matriz extracelular (MEC) del tejido o tumor (19).

3.3. El salto hacia un modelo tridimensional: importancia de la matriz extracelular
Desde la segunda década del siglo XX ya se buscaban soluciones que permitieran mejorar las
limitaciones de los modelos bidimensionales (23-25), aunque no fue hasta mediados de siglo cuando
se hizo la primera aproximacion experimental hacia un modelo tridimensional. Los investigadores
observaron que las células cultivadas en un gel de colageno crecian mejor que las cultivadas en placa.
Como apuntaron, el éxito radica en la semejanza entre el gel de coldgeno y la matriz extracelular de
los tejidos, permitiendo un acercamiento mas preciso y apropiado al simular in vitro el modelo in vivo

tisular (26).

Hoy sabemos que la MEC juega un papel clave en la regulacion de las propiedades celulares. Por
ello, en el cultivo celular 3D, cuyo objetivo es imitar la estructura de la MEC de los tejidos (27), las
células difieren tanto en su morfologia como en su fisiologia de las cultivadas en modelos 2D. Por
tanto, si se pretende conocer el comportamiento de las células en el complejo microambiente tisular

o tumoral, es necesario considerar la actuacion de la MEC desde el modelo in vitro (28).

3.3.1. La matriz extracelular: estructura y papel bioldgico
La MEC es el componente acelular de los tejidos, formado por una red dindmica de macromoléculas
(29). No solo confiere un andamiaje y soporte a los tejidos, sino que es un elemento fisiolégicamente
activo que participa en la sefializacion, proliferacion, diferenciacion, apoptosis y homeostasis celular,
asi como en la comunicacion célula-célula (30). Estad mayoritariamente constituida por glicoproteinas
(macromoléculas con azlicares donde predomina la parte proteica o peptidica) y proteoglicanos
(polimeros repetitivos de disacaridos cargados negativamente, denominados glucosaminoglucanos,
que estan unidos covalentemente a una parte proteica) (31). Asi, se encuentran formando parte de la

MEC glicoproteinas como la fibronectina (32), la laminina (33), la elastina (34) y 24 de los 28 tipos



de colageno (ya que los tipos XIII, XVII, XXIII y XXV se encuentran asociados a la membrana (35));
proteoglicanos como la asporina y el perlecano (36,37); y glucosaminoglucanos como el acido

hialuroénico (38).

Los componentes de la MEC estan relacionados entre si e interaccionan de manera constante y
reciproca con las células. Por un lado, la MEC est4d continuamente sometida a una remodelacion
regulada por las células. Por otro, influye en las propiedades bioquimicas y biofisicas celulares a
distintos niveles (39): actiia como reservorio de moléculas bioactivas, regulando su biodisponibilidad
temporal y espacial (29,40,41); transmite sefiales mecanicas que las células interpretan y traducen, a
través de receptores de superficie como las integrinas, para regular la organizacion interna del
citoesqueleto y activar vias de sefializacion que desencadenan respuestas de proliferacion, adhesion
celular o incluso de tumorigénesis (42); sirve de anclaje a las células, lo que resulta esencial para
mantener la polaridad tisular y la division celular (29,43); e influye determinando la velocidad y

direccion que siguen las células durante la migracion a través de su concentracion y sus componentes

Células (con integrinas)
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Figura 1. Representacion tridimensional de la matriz extracelular y sus principales componentes. Creada con
Biorender.com

Por otro lado, se ha demostrado que alteraciones en la composicion y/o estructura de la MEC estan
asociadas a patologias como la fibrosis, las enfermedades inflamatorias o el cdncer. Durante la
progresion tumoral se producen cambios en el remodelado de la MEC que afectan tanto a sus
propiedades bioquimicas como mecanicas para favorecer el crecimiento tumoral, la invasion, la

metastasis y la resistencia a fairmacos antitumorales (43,44). A tal efecto se han desarrollado las



técnicas de cultivo tridimensionales (o 3D), puesto que las células no deben considerarse como una

entidad solitaria, sino que deben ser evaluadas en el contexto de la MEC.

4. TECNICAS DE CULTIVO TRIDIMENSIONALES

El salto hacia el cultivo 3D, es decir, aquel que intenta reflejar las interacciones entre los componentes
que rodean a las células, se produjo durante las ultimas décadas del siglo XX. Con el descubrimiento
de las moléculas que forman la MEC, se decidi6 apostar por estos modelos como punto de partida
para estudiar a las células en un ambiente mas similar al de los tejidos o tumores (4). Existen
numerosas clasificaciones de las técnicas de cultivo 3D, cada una orientada hacia parametros técnicos
muy especificos y diferentes entre ellos. En la presente revision se ha optado por presentar las técnicas
desde las menos cercanas a las que ofrecen resultados mas similares a los obtenidos en los modelos
in vivo. Para conseguir ademds una clasificacion lo mas representativa de los modelos actuales, se
han incluido los soportes basados en componentes artificiales, los geles de matriz tisular, los

dispositivos microfluidicos y los métodos dindmicos.

4.1. Basadas en componentes artificiales: artificial scaffolds
Una de las aproximaciones utilizadas para el cultivo 3D consiste en crear, con materiales sintéticos,
un soporte que proporcione a las células un andamiaje donde puedan adherirse, proliferar, migrar y
diferenciarse (45). Esto implica que dichos materiales imiten las propiedades quimicas y mecénicas
de la MEC, no muestren toxicidad y sean perfectamente biodegradables, de manera que con el tiempo
la MEC producida y remodelada naturalmente por las células pueda sustituir al soporte artificial
(46,47). Dos de los métodos utilizados para su fabricacion son la liofilizacion y las técnicas de

fabricacion aditiva, cominmente denominadas técnicas de “impresion 3D”.

La criodeshidratacion, liofilizacion o freeze-drying es una técnica que transforma soluciones
poliméricas en un soporte sélido tridimensional al aplicar una congelacion por debajo del punto triple
del solvente (la temperatura mas baja a la cual coexisten simultdneamente las fases sélida, liquida y
gaseosa de una sustancia) seguida de un doble secado por técnicas fisicas (48). Estas condiciones
permiten la eliminacion del solvente utilizado por sublimacién y formar una red solida y porosa del
polimero que sirve como base para el cultivo celular (49). Asi, se han disefiado, por ejemplo, soportes
de alcohol polivinilico (0 PVA) que permiten la maduracion de cardiomiocitos a partir de células
humanas pluripotentes inducidas (50), de policaprolactona (o PCL) para estudios de regeneracion del
tendon (51), o incluso soportes biocompatibles de mezclas de polimeros con futuras aplicaciones en

implantologia de los tejidos blandos (52). No obstante, la principal limitacion de la criodeshidratacion



es que es una técnica que consume mucho tiempo para producir soportes que no siempre van a tener

la misma porosidad ni rigidez (27,49).

La fabricacion aditiva se define como “el proceso de unir materiales, normalmente capa sobre capa,
para construir objetos tridimensionales a partir de un modelo asistido por ordenador, en oposicion a
las metodologias tradicionales de fabricacion que cortan, taladran y muelen” (53). Entre sus técnicas
se encuentran el modelado por deposicion fundida (fused deposition modelling), que superpone
diferentes capas de un material termoplastico, que ha sido calentado previamente, mediante un
cabezal de extrusion (54,55); el electrohilado (o electrospinning), que produce fibras con un didmetro
micrométrico al aplicar un campo eléctrico en la punta de la boquilla por la que sale la solucion
polimérica (56) y la estereolitografia, que construye los soportes en la superficie de un fotopolimero
expuesto a un haz de luz ultravioleta (57). Con estos métodos se ha conseguido imitar la compleja
estructura de las vellosidades intestinales en un modelo in vitro (58), crear soportes que permiten el
crecimiento de células madre de cancer de mama (59), o incluso, generar guias neurales artificiales

para la reparacion de lesiones en nervios periféricos (60).

La principal ventaja sobre los modelos 2D es que tienen en consideracion la organizacion 3D que
presentan las células en los tejidos. Esto ha propiciado grandes avances en el campo de la ingenieria
tisular, disciplina que tiene como objetivo la generacion de parches, vendas o implantes de tejidos
que sean biocompatibles y puedan reemplazar a un 6rgano (o parte de él) con un dafio o lesion. El
principal inconveniente de estos soportes es que estan fabricados con materiales no presentes de
forma natural en la MEC que no proporcionan las sefiales necesarias para que exista comunicacion
intercelular (61), por lo que se ha decidido apostar por el uso de componentes naturales de la MEC
para mejorar la compatibilidad de las células con estos soportes y asi obtener resultados mas

acertados. En la tabla 1 se detallan las ventajas y desventajas de los soportes artificiales.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los soportes 3D que emplean polimeros artificiales para el cultivo celular (49,56).

Ventajas Desventajas
| |
Permite simular la estructura de la MEC y la difusion de gases y Al utilizar materiales sintéticos, los resultados presentan una
nutrientes entre los huecos y poros del soporte artificialidad y un sesgo intrinseco

Ausencia de postcurado (es decir, de pérdida de resistencia mecanica de  Algunos de los polimeros son toxicos y contienen grupos funcionales
los materiales al ser calentados por encima de una temperatura maxima)  que pueden intervenir con la bioquimica celular y producir reacciones
indeseadas
Gran variedad de materiales a utilizar
La adhesion celular a estos soportes suele ser muy reducida
Permite controlar parametros como el didmetro y tamaiio de las fibras
(no en la liofilizacion) Los soportes diseiiados por liofilizacion no consideran el efecto fibrilar

MEC: matriz extracelular



4.2. Basadas en componentes naturales de la MEC

4.2.1. Geles

Los geles son materiales compuestos por uno o varios polimeros, unidos mediante interacciones
fisicas, i6nicas o covalentes, que se entrecruzan tridimensionalmente formando redes inmersas en un
fluido (62). En la literatura, se suelen utilizar indistintamente los términos “gel” e “hidrogel”, lo cual
no es del todo correcto, puesto que los hidrogeles son un tipo de geles donde el agua constituye el
componente mas abundante (63). En cualquier caso, los geles ofrecen como ventajas el alto grado de
biocompatibilidad de los materiales, las propiedades adhesivas naturales de estos, y que permiten una
alta tasa de viabilidad celular, un cultivo caracterizado por una proliferacion y diferenciacion

controladas, y a menudo, un comportamiento celular muy similar al existente in vivo (45).

Aunque se pueden fabricar geles con polimeros sintéticos, el coldgeno (y en particular, el de tipo I)
constituye aproximadamente el 30% de la MEC, por lo que la utilizacion de geles fabricados a partir
de esta glicoproteina permite un enfoque mas apropiado en los estudios celulares (64,65). Son
obtenidos fundamentalmente por procesamiento acido del tendon de la cola del raton y proporcionan
una adhesion celular en un entorno viscoelédstico que se asemeja en gran medida al nativo de los
tejidos (66). No obstante, también presenta limitaciones, como la contraccion significativa de la
matriz si se hace un cultivo prolongado en estos geles (66), la ausencia de sitios de union especificos
para factores de crecimiento (limitando las funciones ejercidas por la MEC), la dificultad técnica para
producir geles con una rigidez elevada (necesarios para estudios de hueso o cartilago (67)), o que solo

considere los efectos del coldgeno y no del resto de componentes de la MEC.

Otro tipo de gel basado en coladgeno es el Matrigel, que deriva de la matriz producida por células de
sarcoma EHS (o Engelbreth-Holm-Swarm, nombre de los tres investigadores que lo estudiaron) de
raton y esta formado por componentes de la membrana basal de la MEC, fundamentalmente laminina
y colageno tipo IV. Al ser una marca registrada (Corning® Matrigel®), se ha observado que la
composicion y propiedades mecanicas difieren significativamente entre lotes, llevando a resultados
con un sesgo intrinseco (68). Pese a estas limitaciones, el Matrigel se utiliza para estudiar la
diferenciacion de células epiteliales (que cultivadas dentro del gel forman acinos, y en la superficie,
conductos) (69), hacer ensayos de invasion y crecimiento celular (70), y dado el origen tumorigénico
del Matrigel, si se cultivan células cancerigenas, se induce la formacion de organoides (70), que seran

posteriormente discutidos.

Existen otros tipos de geles, como los de fibrina, ampliamente usados en estudios de reparacion tisular

tras heridas (71), los de acido hialuronico, para el cultivo de condrocitos (al ser un componente



mayoritario del cartilago) (72) y los de alginato, polisacarido procedente de las algas pardas o de
cultivos de Pseudomonas o Azotobacter, que puede ser modificado para que contenga un ligando
adhesivo (como el péptido RGD de la fibronectina que contiene la secuencia arginina-glicina-
aspartico de la que deriva su nombre) que permite el anclaje a las células (66). Recientemente se han
creado nuevos tipos de geles mas complejos, como el denominado gel de matriz tisular (tissue matrix
gel o TMG), que fue extraido inicialmente del tejido mamario porcino (73) y contiene practicamente
todos los componentes de la MEC (74), lo que permite una aproximacion in vitro mas realista al tener
en cuenta el conjunto de las interacciones de la MEC. En 2021 se cred el primer gel de matriz tisular
extraido directamente de tejido mamario humano (75). Usando técnicas de inmunofluorescencia,
microscopia y modelos computacionales de redes neuronales, se compararon su microestructura, sus
propiedades elésticas y su capacidad como sustrato para el cultivo celular con respecto a las que
tienen un gel de colageno tipo I, el Matrigel y un gel de matriz tisular porcino. La conclusion fue que
el uso del gel de matriz tisular humano permite examinar, mejor que cualquier otro gel, el
comportamiento de las células epiteliales mamarias al conseguir recrear tanto la microestructura
como la mecanica propia de ese tejido in vitro. Ademas, los investigadores se muestran optimistas
conque esta técnica pueda abrir camino hacia una investigacion y medicina mucho mas personalizada,
ya que en vez de utilizar bien un modelo 2D o bien un modelo animal, se podran hacer los cultivos

de células en los geles extraidos del propio tejido del paciente (75).

A pesar de las modificaciones que se estan llevando a cabo para conseguir geles que contengan todas
las moléculas de la MEC y que se obtengan de tejidos humanos, la realidad es que los geles
proporcionan resultados dificiles de replicar, no son capaces de recrear la organizacion espacial de la
matriz, no reflejan un gradiente de nutrientes preciso, o incluso, como en el caso del Matrigel, poseen
componentes que influyen en la bioquimica celular (16) por lo que, aunque aportan grandes ventajas
(mencionadas al inicio de esta seccion), es necesario considerar otros modelos tridimensionales para

el estudio del comportamiento celular.

4.2.2. Esferoides y derivados
Dos de los modelos 3D mas utilizados para el cultivo celular in vitro son los esferoides y los
organoides. A pesar de que en la literatura ambos términos suelen confundirse, en esta revision se ha
optado por compararlos como dos técnicas independientes, ya que poseen caracteristicas y

aplicaciones muy diferentes.

Los esferoides son agrupaciones de células que en vez de unirse a una superficie plana se unen y
ensamblan entre si gracias a un ambiente que favorece la interaccion entre moléculas de la superficie

celular y de la MEC, como fibras del citoesqueleto de actina, cadherinas e integrinas (76,77). Se



pueden producir bien usando un sustrato no adhesivo tipo Matrigel (como se ha comentado en el
apartado anterior); bien a partir del cultivo de lineas de células en gota suspendida, para lo cual se
pipetean 20-30 puL de una suspension celular en un portaobjetos o tapa de una placa que se invierte
para conseguir que, por fuerza gravitatoria y tension superficial, las células se autoagreguen y
dispongan juntas en el fondo de la gota (78); o bien mediante otras técnicas ampliamente discutidas
en publicaciones recientes (79,80). La principal ventaja que aportan los esferoides es que reproducen
la cinética de crecimiento de un tumor real, ya que poseen un nucleo de células necréticas que esta
rodeado por una capa de células quiescentes (o con un bajo nivel de proliferacion), y todo ello
envuelto por células que se estan dividiendo continuamente (81) (figura 2). Esto permite la existencia
de gradientes de oxigeno, de metabolitos y de pH que implican condiciones de hipoxia y acidosis en
la parte interna del esferoide, caracteristicas tipicas de un tumor solido. Ademas, permiten incluir

varios tipos celulares, ayudando a conocer como se produce la migracion e invasion en cancer (82,83).

Células madre Aislamiento de Estructura interna de un esferoide tumoral y representacion
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Figura 2. Cultivo de esferoides y organoides. Estructura interna de un esferoide tumoral. Creada con Biorender.com

Los organoides son modelos 3D que aprovechan las propiedades de pluripotencialidad de las células
madre para reproducir el desarrollo de 6rganos corporales como pulmon, cerebro, higado o intestino.
Su obtencion requiere seguir protocolos en los que el tiempo y la combinacion de diferentes factores
de crecimiento o inhibidores necesitan de una exactitud milimétrica para recrear fielmente cada una
de las etapas del desarrollo de manera analoga a lo que ocurriria en el feto (84). A medida que se van

diferenciando las células, es importante que el cultivo permita su expansion en tres dimensiones, por



lo que se utilizan geles como el Matrigel o sustratos no adhesivos para que se agreguen las células y
se permita su organizacion espacial (85,86) (figura 2). Los protocolos implican una mayor
complejidad que otras técnicas e incluso resultados dificiles de interpretar, pero su obtencion también
permite el estudio del cancer gracias a los denominados tumoroides, que son otro tipo de organoides
creados a partir de biopsias de tumores de pacientes. A diferencia de los esferoides, estos modelos no
presentan las tres capas caracteristicas (necrética, quiescente y proliferativa), pero si las diferentes
zonas y fisiologia de un o6rgano in vivo (84), permitiendo reconstruir in vitro la vasculatura y

microambiente tumoral (87) y realizar ensayos de accion de antitumorales (88).

4.2.3. Cultivos dinamicos
Existe un tipo especial de aparatos, denominados biorreactores dindmicos, que utilizan una hélice o
propulsor para crear turbulencias que permiten la agrupacioén celular en esferoides. Ademas, a
diferencia de los esferoides anteriormente comentados, el movimiento rotatorio permite, por un lado,
homogeneizar la llegada de oxigeno y nutrientes y, por otro lado, poder estudiar a las células en
condiciones de microgravedad, cuyos cambios en la diferenciacion y crecimiento celular son
conocidos en viajes espaciales (89), aunque éste es un campo muy reciente y requiere de tiempo para
implementarse (21). Por tanto, hoy en dia se utilizan principalmente como otra técnica mas para crear

esferoides.

4.2.4. Dispositivos microfluidicos
Aunque los esferoides y organoides permiten un conocimiento pormenorizado del desarrollo e
histologia de un 6rgano o tumor, su principal desventaja es que al existir unicamente una difusion

pasiva y gradientes metabdlicos entre el interior y el exterior, hay una tendencia a la acumulacion de

productos de desecho en el nucleo central del organoide Canales laterales o vasculares
£ \ Canal
cuando este va desarrollandose, de forma que se compromete ¢ ¢ | I [ central 1 1

su viabilidad y crecimiento (84). Ademads, ninguno de los
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(generalmente laminar), y la velocidad de una pequena fraccion de un fluido que circula a través de
un sistema de canales y valvulas (91). Algunas de sus principales aplicaciones son el estudio de los
procesos de vascularizacion y angiogénesis, de resistencia a farmacos (92), y de metastasis (93). Para
investigar la angiogénesis, el método mas sencillo consiste en introducir esferoides dentro de la
camara central del dispositivo (figura 3), que estd a su vez conectada a una serie de canales
adyacentes que contienen fibroblastos y células endoteliales (79). Asi, se consiguen recrear, por
ejemplo, las condiciones que existirian en los capilares sanguineos humanos (81). No obstante, a
pesar de que estd permitiendo avances, estos dispositivos estdn dando sus primeros pasos, por lo que
todavia falta tiempo para implementarlos, optimizarlos y desarrollar modelos cuyos parametros de

base (flujo, velocidad, diametro de los canales, etc) estén controlados.

4.2.5. Natural-based scaffolds
Tal y como se coment6 en el apartado 4.1, los soportes de matriz (o scaffolds) son una herramienta
muy util para reproducir la organizacion tridimensional de la MEC, ya que permiten crear una matriz
porosa y fibrilar con una estructura similar a la que existe en el interior de los tejidos, donde poder
cultivar las células. Del mismo modo que se ha utilizado una amalgama de polimeros sintéticos y
técnicas de manipulacion aditiva para crear soportes que sirvan de base para el cultivo celular,
también se pueden generar matrices constituidas por materiales que se encuentran de forma natural
en la MEC, como coldgeno tipo I (o tipo IV) o fibronectina (61). De hecho, numerosos estudios
demuestran cémo estos polimeros naturales son bioldgicamente activos y permiten de por si la
adhesion de las células al soporte, algo que no ocurria en los artificiales, salvo que se afiadiera, por

ejemplo, un ligando adhesivo como el RGD de la fibronectina (94).

No obstante, si hay una técnica que esta revolucionando el campo de la investigacion del cancer es la
obtenciéon de una MEC generada y remodelada por células productoras de matriz, como los
fibroblastos asociados a cancer (o CAF's, cancer-associated fibroblasts). Para ello, se siembran estas
células sobre un recubrimiento de gelatina que les permita secretar, depositar y remodelar la matriz.
En estas condiciones, los CAFs utilizan como base esa gelatina, y empiezan a generar y secretar MEC,
obteniéndose una matriz que guarda una gran similitud con las matrices tisulares o tumorales in vivo,
lo que supone una caracteristica unica de este modelo frente a otros (61,95).

Estas matrices, denominadas cel/-derived matrix (o CDM) se pueden descelularizar (es decir, eliminar
las células y dejar intacta la matriz generada) para poder resembrar en ellas diferentes tipos celulares
(como células tumorales), lo que permite estudiar el efecto de las interacciones célula-MEC, hacer

cocultivos de distintas poblaciones celulares en un ambiente muy similar al que existe en el tejido o
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tumor, y conocer cudles son las sefiales bioquimicas que induce la MEC en procesos como la

migracion, invasion, o la respuesta a farmacos (21) (figura 4).

Obtencién de matriz extracelular por descelularizacién para el cultivo 3D de células
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Produccién y remodelado de la MEC CDM descelularizada CDM resembrada con células tumorales

Figura 4. Obtencion de matriz extracelular por descelularizacion para el cultivo tridimensional de células. Figura

adaptada de Biorender.com a la que se han ariadido microfotografias cedidas por la Dra. Cristina Cuesta y la Dra.
Esther Castellano (investigadoras del Centro de Investigacion del Cancer CIC-USAL), donde se observa por
inmunofluorescencia y bajo el microscopio confocal, la disposicion de las fibras de la MEC y como la CDM
descelularizada se ha utilizado para resembrar células tumorales.

Con este método se ha estudiado también cémo la MEC contribuye al comportamiento de las células
cancerosas (96), a la progresion y supresion tumoral (97), e incluso, las CDMs estan permitiendo
conocer el papel de la via de sefializacion RAS-PI3K en CAFs en la produccion de la MEC (98). El
grupo de la Dra. Esther Castellano ha demostrado que las matrices generadas por CAFs en las que la
interaccion entre RAS y PI3K esta inhibida, estan més desorganizadas y son mas finas que las
generadas por CAFs silvestres (o WT, wild-type). Ademas, estas matrices reducen la proliferacion y
la transicion epitelio-mesénquima de las células tumorales resembradas en ellas, en comparacion con
las matrices generadas por CAFs en los que la senalizacion RAS-PI3K esta intacta, lo que podria

tener importantes implicaciones en el disefio de nuevas terapias antitumorales.

5. CULTIVOS CELULARES 2D vs CULTIVOS CELULARES 3D

La consideracion de la matriz extracelular en estudios celulares ha permitido desarrollar modelos
donde las interacciones célula-MEC, las funciones de sefializacion de la MEC y la estructura 3D
nativa de los tejidos, estan presentes. Y por ello, han permitido avanzar en el conocimiento celular y

de enfermedades mas alla de la informacion proporcionada por los modelos animales y 2D. Asi, se
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ha demostrado, por ejemplo, la utilidad de los geles de coldgeno para el estudio de modelos de
infeccion de parasitos como Toxoplasma gondii, donde tanto la distribucion de los parasitos como la
salida de estos de las células se realiza en una manera similar a lo que ocurre in vivo (99), la utilidad
de los organoides de pulmén para conocer los mecanismos fisiopatologicos de enfermedades
respiratorias como la COVID-19 (100) o la aplicabilidad de los dispositivos microfluidicos para
entender las relaciones entre la microbiota comensal de la mucosa intestinal con su hospedador (101).
No obstante, en esta revision se ha decidido destacar las principales aplicaciones de los modelos 3D
en investigacion del céncer, puesto que es una de las patologias donde mas se utilizan. Se ofrece un

resumen de ellas en la tabla 2.

Tabla 2. Principales aplicaciones e implicaciones de los modelos 3D en investigacion en cdncer.

Modelo 3D Aplicaciones e implicaciones derivadas Referencias

| | | 1
Artificial scaffolds Estudios de ingenieria tisular y regeneracion de hueso, cartilago y articulaciones; estudios de ~ (45-57,
penetracion celular en las fibras de la MEC; estudios de la produccion de la MEC; observar 60,61,94,102)
el comportamiento de la célula tumoral; recrear la estructura de las vellosidades intestinales

Geles Han permitido descubrir el mecanismo de angiogénesis del glioblastoma; estudios de (67-75,
diferenciacion, invasion celular y tumorigénesis; estudios de microestructura de la MEC 103,104)
Esferoides y derivados Ensayos de penetracion de farmacos en las células, al tener en cuenta propiedades que se (18,82-88)

encuentran en los tumores, como un gradiente de O2 y de nutrientes; evaluar el movimiento
de las células inmunitarias a través de la MEC; estudiar in vitro las interacciones entre las
células del microambiente tumoral y los tumoroides; estudios de morfogénesis en organoides

Métodos dinamicos Ademas de ser un método relativamente sencillo para crear organoides, estan permitido (21,27,89)
realizar estudios de diferenciacion de células madre en condiciones de microgravedad (como
los llevados a cabo en la Estacion Espacial Internacional) para determinar como algunas
células madre cancerosas son capaces de revertir un estado de quiescencia

Dispositivos microfluidicos Permiten modelar la vascularizacion tumoral in vitro, replicar la activacion de la MEC al (27,30,81,84,
cultivar fibroblastos asociados a cancer; estudiar interacciones entre la célula cancerosa y el 92,93)
microambiente tumoral; estudiar la migracion a través de un flujo de gel controlado

Natural-based scaffolds Estudios de migracion, invasion, metastasis y de las interacciones entre célula y MEC; (61,96-98)
estudiar la transicion epitelio-mesénquima; comparar diferencias morfologicas y en vias de
sefializacion entre modelos 2D y 3D; ensayos con farmacos en un ambiente similar al nativo;
obtener perfiles transcriptomicas elaborados a partir del cultivo de células cancerigenas en
matrices descelularizadas con resultados similares a los que presentan pacientes con cancer

Una de las aplicaciones mas usadas de los cultivos 3D en la investigacion del cancer es la evaluacion
de farmacos antitumorales. En aras de determinar la eficiencia y eficacia de los agentes
quimioterapéuticos, tradicionalmente se han utilizado cultivos 2D. Sin embargo, numerosos estudios
han demostrado como las células tumorales que se cultivan en modelos 3D presentan una menor
sensibilidad a estos mismos farmacos (105-108). Asi, utilizando soportes de colageno para testar la
eficacia de la combinacion de terapia fotodinamica y de actinomicina en células de cancer de ovario,
se comprobo una menor eficacia de estas terapias en cultivos 3D debido a la menor capacidad de
difusién que tiene el oxigeno en estos soportes (109). Lo mismo sucede en investigaciones con

esferoides de células de cancer de mama, que demostraron una menor eficacia de los antitumorales
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testados en los modelos 3D al encontrar en las células sembradas en ellos una mayor expresion de
proteinas de supervivencia celular (como Akt) y de resistencia a firmacos (como PGP) (105), pero
también en modelos 3D de otros tipos de cancer como pulmoén, pancreas y mieloma multiple (105),
lo que pone de manifiesto la importancia de considerar a los cultivos 3D, y no solo a los 2D, que

siguen copando la mayoria de estudios preclinicos de farmacos antitumorales (107).

Ademaés de cambios en la respuesta a farmacos, el cultivo 3D de las células tumorales también
muestra diferencias en la morfologia (figura 5), que deja de ser esencialmente elongada en el 2D para
constituir en los modelos 3D formas muy diferentes (110,111), donde varia significativamente el
didmetro celular (112), o incluso se llega a la formacion de agregados en los que resulta muy dificil
establecer los limites de cada célula (105,106). También se ha observado como al pasar de modelos
2D a 3D existe una formacién del cultivo mucho mas lenta (16), un descenso en la viabilidad y
proliferacion celular (105,112) y diferencias significativas en cuanto a la expresion génica (113,114),

transcriptomica (115) y protedomica (116).

Cultivos celulares 2D vs cultivos 3D
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MEC: Matriz extracelular

Por ultimo, los modelos de cultivo 3D también han permitido conocer como las propiedades
mecénicas y quimicas de la MEC regulan el comportamiento de la célula tumoral. Estos estudios que
no se pueden hacer en modelos 2D (al no tener en cuenta estos a la MEC) han demostrado como la
disposicion en paralelo de las fibras de colageno y de la fibronectina generada por los CAFs es
utilizada por las células tumorales “a modo de carreteras” para su rapida diseminacion por las
diferentes partes del tumor (113,117,118), y como una alta densidad de colageno aumenta el grado
de rigidez de la MEC, lo que es percibido por las células epiteliales mamarias como un estimulo

mecénico que activa, vias FAK-Rho-ERK y Akt, la invasion y proliferacion celular (114,119).
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6. DISCUSION

Con esta revision se ha buscado enfatizar la importancia de considerar el papel ejercido por la MEC
en los estudios celulares in vitro gracias a las diferentes técnicas de cultivo 3D, que han sido discutidas
y comparadas con los modelos 2D. Si se realiza una busqueda en PubMed con las palabras clave “3D
cell culture”, “microfluidic devices” y “spheroids” y se analiza el numero de publicaciones que
contienen estos términos (120), se obtiene el grafico representado en la figura 6 donde se observa

una tendencia al alza en las publicaciones de PubMed que tratan las técnicas de cultivo 3D.

Resultados por cada 100.000 publicaciones en PubMed
Proporcion de cada busqueda por ario, desde 1970 hasta 2022

Figura 6. Proporcion de articulos de PubMed sobre
dispositivos microfluidicos, esferoides y cultivos
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S @ microfluidic devices X
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= =D ccll Gultme 4 proporcion de articulos que contienen dichos términos
2 spheroids /5 4 sobre cien mil. Realizado con Search Workbench y
3 PubMed by Year (120).
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La razon es evidente: a pesar de que los modelos 2D propician grandes avances en la ciencia, son
relativamente faciles de manejar, de bajo coste, y proporcionan resultados facilmente reproducibles,
con el modelo 3D se va un paso mas alla al conseguir un comportamiento celular mas similar al que
exhiben las células dentro de los tejidos. Esto se debe a que permiten una organizacion celular de una
forma mucho mas fisioldgica al considerar, en los casos en que se utiliza, la presencia de la matriz
extracelular, cuyo papel bioldgico es clave no solo para determinar los procesos celulares, sino
también para establecer y regular las interacciones que se dan entre células, y entre estas y los
diferentes componentes del microambiente celular. De ahi que en los ultimos afios se esté optando
por dar el salto hacia la fabricacion y desarrollo de modelos 3D, que tal y como se ha comentado en
esta revision, intentan recrear la estructura de la MEC (como los soportes artificiales o los basados en
componentes naturales), utilizan sus componentes (como los geles), o se basan en su capacidad de
permitir interacciones y la formacioén de agregados celulares (como en esferoides, organoides y
dispositivos microfluidicos). Es por ello por lo que los modelos 3D no s6lo han mejorado el
entendimiento proporcionado por los modelos 2D, sino que también han permitido comprender y
desvelar procesos que no pueden ser estudiados con un cultivo 2D, y presentan numerosas
aplicaciones en practicamente todas las disciplinas de la Biologia. Pero atin mas importante, a pesar
de requerir de largos protocolos, de ser técnicamente complejos, y de no ser un modelo in vivo (y, por
tanto, presentar sus limitaciones), los resultados que aportan son mas realistas y acertados que los del

modelo 2D, ;por qué? La razdn se encuentra en el fundamento del cultivo 3D: las células se disponen
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bajo unas condiciones que intentan recrear la organizacion celular, la arquitectura nativa tisular y
donde a diferencia del modelo 2D, no existe un acceso ilimitado ni homogéneo de sustancias a los
componentes del medio (16,121,122). Esto permite la interaccion de las células entre siy con la MEC,
que regula activamente procesos como la migracion y la proliferacion, determina la morfologia de las
células y forma una barrera natural que condiciona la llegada de metabolitos, gases, o incluso de
farmacos a las capas de células mas internas y ocultas por el microambiente celular (109). De ahi que
la célula altere la expresion génica o la actividad de proteinas y se puedan entender los diferentes

resultados en los estudios comentados.

En definitiva, las mejoras que conllevan sobre los modelos 2D, las aplicaciones que permiten, y que
los resultados que aportan sean similares a los obtenidos en el modelo in vivo, hacen de los modelos
3D una de las herramientas con mayor proyeccion en el campo de la investigacion biomédica. En el
futuro es muy probable que las técnicas aqui descritas se optimicen, mejoren y abran paso al
desarrollo de otros modelos, pero que siempre consideren el papel bioldgico de la matriz extracelular
y del microambiente tumoral, pues deben tenerse en cuenta si se pretende conocer realmente cudl es

el comportamiento celular y como poder mejorar el tratamiento de enfermedades como el cancer.
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