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Reconstruccion
tridimensional del volumen
del modelo 3D de
endometrio bovino. Los
nucleos redondeados de
la células epiteliales se
muestran en rojo porque
se encuentran en la
superficie, mientras que los
nucleos ovalados de las
células estromales se
muestran en diversos
colores, seguin su
profundidad en el scaffold.

Introduccion

El cultivo celular es un proceso median-
te el que células provenientes de un 6rgano
normal o tumoral, son mantenidas in vitro
en condiciones controladas para preservar
al maximo su morfologia y funcion. Las apli-
caciones de los cultivos celulares son nu-
merosas tanto en investigacion basica co-
mo en investigacion aplicada (Fig. 1), y
permiten realizar estudios con la finalidad
de conocer la morfologia, el metabolismo,
los mecanismos de comunicacion de las
células, diagnéstico de virus, la produccién
de proteinas para vacunas o experimentos
para establecer la toxicidad de farmacos.
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Tras el aislamiento, las células se cul-
tivan y mantienen a una temperatura
apropiada en una atmosfera controlada
(habitualmente, 37 °C, 5% CO, y 95%
0O,) en un incubador con 100% de hu-
medad ambiente. Los medios de cultivo,
fuentes de energia y compuestos nece-
sarios para el crecimiento celular, y los
diferentes sistemas existentes para el
cultivo de las células, varian ampliamen-
te para cada tipo celular. Asi, hay células
que crecen en suspension en el medio
de cultivo sin adherirse a una superficie,
como las células sanguineas, mientras
que la mayoria de células que forman
parte de tejidos sdélidos, necesitan una

(b

SERIDA



ACTUALIDAD

INVESTIGACION BASICA

ACTIVIDAD INTRACELULM
Transcripcion DNA, sintesis de

proteinas, metabolismo, apoptosis.

FLUJO INTRACELULAR MOLECULAS:
Procesamiento RNA, transporte de
membrana.

PROTEOMICA: Fenotipo celular,
rutas metabdlicas.

GENOMICA: Analisis genético,
transfeccion, transformacion,
inmortalizacion, senescencia.

INTERACCIONES CELULA-CELULA:
Morfogénesis, proliferacion celular,

Aplicaciones de los cultivos celulares

INVESTIGACION APLICADA

BIOTECNOLOGIA: Produccion industrial
de farmacos (insulina, interferdn,

hormona crecimiento).

INMUNOLOGIA: Produccién de
anticuerpos, sefalizaciéon de fenémenos
de inflamacion.

FARMACOLOGIA: efectos de farmacos,
fendmenos de resistencia.

TOXICOLOGIA: Citotoxicidad,
mutageénesis, carcinogénesis.

INGENIERIA DE TEJIDOS: Produccién de
tejidos artificiales, desdiferenciaciony

diferenciacion inducida.

Qhesic’m cellular. /

superficie sélida sobre la que adherirse
para crecer y multiplicarse. General-
mente el soporte para los cultivos de
células adherentes es la base de una
placa o frasco de plastico de poliestire-
no. Estos cultivos siempre se han consi-
derado en dos dimensiones (2D), es de-
cir, monocapas de células adheridas a
una superficie de crecimiento.

En un sistema de cultivo 2D, la arqui-
tectura de los tejidos se pierde, las inter-
acciones célula-célula se reducen y las
células se adaptan anormalmente a su
entorno bidimensional al aplanar su mor-
fologia y alterar la transcripcion de genes,
traduccion de proteinas y su funcionali-
dad. Por ello, en los ultimos anos se ha re-
alizado un gran esfuerzo por desarrollar
sistemas de cultivo in vitro “mejorados”
que permitan reproducir mejor la situa-
cion in vivo: los cultivos celulares en tres
dimensiones (3D).

(51

SERIDA

Los cultivos celulares en tres
dimensiones (3D)

En los cultivos 3D, las células se com-
portan de manera mas parecida a como
lo hacen en sus 6érganos o tejidos de ori-
gen y, como consecuencia, muestran una
estructura y funcion significativamente
mejoradas en comparacién con las que
presentan cuando son cultivadas de for-
ma convencional en 2D (Fig. 2) (Knight
and Przyborski 2014).

Por esta razon, la fiabilidad de la infor-
macién obtenida cuando se realizan en-
sayos con cultivos 3D es mayor, lo que
contribuye, entre otras ventajas, a reducir
el nimero de ensayos de toxicidad y pre-
clinicos en la industria farmacoldgica y a
mejorar los modelos de tumores utiliza-
dos en el desarrollo de terapias citotdxi-
cas para combatir el cancer (Fontana F et
al. 2021).
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Figura 1.-Aplicaciones de
los cultivos celulares en
investigacion basica y
aplicada.
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Cultivos celulares
2D

Ventajas

1- Ampliamente usados

2- Protocolos establecidosy reproducibles
3- Condicionesaltamente definidas

4- Control rapido de microambiente

5- Facil observacion, manipulacion

6- Baratos

Desventajas

Condicionesde cultivo no fisiologicas
2- Aplanamiento de células
3- Adhesion celularlimitada
4- Interacciones entre celulas en un sclo
plano
5- Aumento en la sensibilidad a farmacos
6- Cultivo a largo plazo dificil

Los cultivos celulares 3D en el

r iy
campo de la reproduccion

Figura 2.-Comparativa del
uso de cultivos celulares

en tres dimensiones (3D) En el campo de la biologia de la repro-
vs. dos dimensiones (2D): duccién los cultivos 3D han permitido
VRIS GES RS, L5 crear numerosos modelos in vitro de 6r-

las fotografias se puede .. .
apreciar los cambios de ganos Yy tejidos del tracto reproductivo.

morfologia que sufren los Estos modelos, desarrollados mayoritaria-
fibroblastos bovinos mente para la especie humana, se han
cuando son cultivados en utilizado para el estudio de enfermeda-

ARCITSICIC des y procesos patolégicos como la en-

dometriosis, cadnceres ginecoldgicos y
trastornos de la fertilidad, dando lugar a
resultados muy prometedores (Francés
Herrero E et al, 2022; Zubizarreta et al
2020).

Al contrario de lo que sucede en la es-
pecie humana, en el campo de la repro-
duccién animal hay muy pocos estudios
que aborden el desarrollo y aplicaciéon de
los cultivos 3D. Estos podrian ser de gran
utilidad para el estudio y desarrollo de
tratamientos de patologias reproductivas
que afectan frecuentemente a los anima-
les domésticos, dando lugar a pérdidas
econémicas muy importantes para los
productores.

El desarrollo de un cultivo 3D requiere

de la puesta a punto de una serie de téc-
nicas de cultivo celular que permitan re-
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Cultivos celulares
3D

Ventajas

1- Permiten la organizacion celular “libre”

2- Polaridad celular no impuesta

3- Dureza de matriz variable

4- Interaccionesy adhesion celular en 3D

5- Migraciony crecimiento celular
dependientede propiedadesde la matriz

6- Modulacién del microambiente por células
7- Cultivoa largo plazo posible

Desventajas

1- Protocolos no estandarizados

2- Difusion de oxigeno y nutrientes limitada
3- Condicionesfrecuentemente no definidas
4- Problemas de reproducibilidad

5- Problemas para visualizary manipularcélulas

b6- Coste

construir la anatomia y fisiologia de los te-
jidos, ademas de someterlo a diversos
ensayos que demuestren su adecuada
funcionalidad.

Los cultivos celulares en la
reproduccién bovina

El Grupo de Reproduccién Animal del
SERIDA trabaja desde el ano 2016 en el
desarrollo de un modelo in vitro de endo-
metrio bovino, la capa interna del Utero,
que permita estudiar la fisiologia uterina,
la comunicacién materno-embrionaria
durante los primeros estadios del desa-
rrollo embrionario y diversas patologias
uterinas que afectan a la eficiencia repro-
ductiva. En los primeros trabajos realiza-
dos, se utilizé un sistema de cultivo en 2D
en el que células epiteliales y células es-
tromales aisladas del endometrio bovino
crecian en compartimentos separados
por una membrana porosa que permitia
el paso de moléculas secretadas por las
células (Fig. 3).

Este modelo permitié establecer que
el endometrio bovino responde de forma
diferente a la presencia de embriones de-
pendiendo de su sexo (Gémez et al; 20717,
Gomez et al 2018, Munoz et al 2020), re-
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Cocultivo 2D de células de endometrio bovino

sultado que puede mejorar la formula-
cién de los medios de cultivo habitual-
mente utilizados en la producciéon de em-
briones in vitro con semen sexado y, por
ende, la eficiencia de la produccién de
estos embriones y su calidad.

Los resultados publicados en 2018
por Eissa y colaboradores, describiendo
las ventajas del uso de cultivos 3D para el
estudio de modelos de infertilidad huma-
na, nos guiaron para implementar el culti-
vo en 3D del endometrio bovino con el

fin de superar algunas de las limitaciones
de nuestro modelo previo en 2D.

En primer lugar, tras valorar las venta-
jas y desventajas de los distintos sistemas
disponibles para cultivar células en 3D
(gota pendiente, organoides, hidrogeles,
andamios-scaffolds sintéticos) (Langhans,
SA 2018), optamos por utilizar un scaffold
poroso de poliestireno disponible comer-
cialmente. Este scaffold habia sido ya
empleado para crear modelos celulares
3D de tejidos complejos estructuralmen-
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Figura 3.-Cocultivo de
células de endometrio
bovino en dos
dimensiones. Las células
epiteliales, identificadas
mediante la expresion de
citoqueratina (en color
rojo) son sembradas en
un inserto (@) mientras
que los fibroblastos,
identificados mediante la
expresion de vimentina
(en color verde) (b), son
sembrados directamente
sobre el pocillo de una
placa de cultivo.
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Figura 4.-Diagrama de la
metodologia utilizada para
el aislamiento de células
del endometrio bovino
para el desarrollo de un
cultivo celular en tres
dimensiones.

Desarrollo de un cultivo 3D de endometrio bovino

1- Seleccién de

utero ;
Utero
I Endall'netria
E u ! Uelg
Utero Bpglg
bovino

EN EL MATADERO
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2- Aislamiento de células
endometriales

Células estromales Células epiteliales

Day 0

Siembra secuencial de
células estromales y
epiteliales en scaffold

EN EL LABORATORIO
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3- Construccién modelo 3D
—

Day 21

g9 50

Consolidacién modelo 3D

l

Validacion modelo 3D
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Corte de tejido

Células
epiteliales
Células
estromales
te similares al endometrio, y en los que
: 5. Tincié distintos tipos de células se disponen de
fgura 5.-inclon forma ordenada formando multiples ca-
hematoxolina-eosina de )
un corte histologico de pas (Costello et al; 2021).
endometrio bovino (@ y
de un scaffold tras 35 Asi, tras poner a punto un protocolo de
d'af) de cultivo (b). En aislamiento celular que nos permitiera re-
gTej'Z ;r;ffggrezlse cuperar los dos tipos celulares mayorita-
crecimiento de una capa rios en el /endometrlo, las celulqs eplteJ|a—
de células epiteliales, les y las células estromales (Murillo Munoz
sobre un compartimento 2021), se procedio a realizar un cultivo se-
estromal. cuencial para crear un compartimento es-

Cultivo 3D

tromal robusto sobre el que las células
epiteliales pudieran formar una monocapa
similar al epitelio luminal in vivo (Fig 4).

A continuacién, el modelo de endo-
metrio 3D desarrollado se sometié a una
caracterizacion morfoldgica exhaustiva
mediante técnicas de histologia clasica,
inmunofluorescencia y microscopia con-
focal, demostrandose que la estructura
del modelo 3D era similar al endometrio
in vivo (Fig 4 y 5).

>
Figura 6.-Siembra de
células endometriales.

(@) Montaje de scaffolds
en placa de cultivo.

(b) Siembra de células en
scaffold. (c) Adicién de
medio de cultivo tras la
siembra del scaffold.

(d) Placas de cultivo en
incubador.
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Por altimo, confirmamos la correcta
funcionalidad del modelo de endometrio
3D tras evaluar las respuestas celulares,
cambios en expresion génica y sintesis
de prostaglandinas en respuesta a un tra-
tamiento hormonal que reproducia las ca-
racteristicas fisiolégicas del ciclo estral
(oxitocina + acido araquidoénico) (Diez et
al 2023).

Conclusiones

Este modelo de endometrio bovino
3D permite mantener las células vivas y
funcionales durante semanas, dando lu-
gar a una herramienta innovadora que
permitird profundizar en el estudio de los
mecanismos que regulan la fisiologia en-
dometrial, la evolucion de infecciones
uterinas del ganado bovino o el andlisis
de disruptores endocrinos que afectan
severamente la funcién reproductiva en
el ganado bovino.
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