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1. Resum

Abans que un medicament surti al mercat ha de passar diferents assajos clinics, actualment els
estudis preclinics utilitzen animals o models in vitro de dues dimensions, per aixi analitzar el
comportament i la toxicitat dels medicaments. Pero aquests estudis no sén del tot fiables, és
dificil predir I'eficacia real del medicament, la toxicitat a causa de les diferéncies genétiques que
es presenten entre espécies, a més dels problemes/debats étics que presenta |'experimentacio
animal. Per tant, és necessari un model alternatiu més fidel a la fisiologia humana.
Els recents avengos en la tecnologia de xips microfluidics amb I'aparicié d’organs en un xip (OoC
per I'abreviatura en angles) pot ser utilitzada per substituir els models actuals. Els OoC poden
simular fisiologicament i quimicament els ambients microcel-lulars, aixi com replicar la
interconnexid, i la morfologia cel-lular present en els organs del cos huma. En aquesta revisio
ens centrarem en explicar els organs en un xip i com diferents models d'aquests estan ajudant

en la investigacié de medicaments.
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2. Abstract

Before a drug can be marketed, it must undergo different clinical trials. Currently and preclinical
studies use two-dimensional in vitro models or animal models to analyze the behavior and
toxicity of drugs. But these studies are not entirely reliable, it is difficult to predict the actual
drug efficacy and toxicity due to the genetic differences that occur between species, in addition
the ethical problems / debates that animal experimentation presents. Therefore, a more faithful
alternative model to human physiology is needed. Recent advances in microfluidic chip
technology with the advent of organ-on-a-chip (OoC) can be used to replace current models.
0OoCs can physiologically and chemically simulate microcellular environments, as well as
replicate the interconnection, and the cell morphology present in the organs of the human body.
In this review we will focus on explaining organ-on-a-chip and how different models of these are

helping in drug research.
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3. Justificacio del tema

L'eleccié del tema es deu al fet que vaig realitzar les practiques en una de les empreses pioneres
en el desenvolupament d'organ-on-a-chip, com és TissUse GmbH localitzada a Berlin, Alemanya.
Em va semblar un tema interessant i actual, ja que es presenta com una tecnologia disruptiva

en I'ambit de la recerca de medicaments.

Els organs en un xip es desenvolupen per la necessitat actual de trobar alternatives a les
tecniques pel desenvolupament de farmacs, actualment les proves cliniques per saber el
comportament dels farmacs es realitzen amb ratolins. Aixo presenta diferents problemes étics
com tecnics. Per comencar els problemes étics que esdevenen de fer proves amb animals, el
sofriment que aquests poden patir. | per altra banda es troben els problemes relacionats amb la
biologia i les diferéncies entre les cél-lules humanes i dels animals, normalment ratolins. Un
farmac que pot tenir una bona reaccié amb els ratolins, presentant minims efectes secundaris,
a I'hora de fer-se en cel-lules humanes pot ser que no tingui els mateixos resultats. S'ha buscat
solucionar aquests problemes mitjancant els cultius basats en cél-lules humanes. Amb el nou
model i gracies a les ultimes investigacions de I'drgan o cos en un xip, s'ha volgut presentar com

a possible solucio.

En aquesta revisid, repassarem que és un organ en un xip i com aquests poden ajudar o estan

ajudant en el desenvolupament de farmacs.
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4. Introduccid

En els dltims anys la industria farmaceéutica s'ha trobat amb diferents reptes en I'ambit de la
investigacié de nous medicaments: els alts preus i la poca efectivitat. La prediccié dels sistemes
actuals tant in vitro com in vivo, ha portat els assaigs clinics a buscar nous enfocaments en la

investigacié farmacéutica per poder avaluar els medicaments.

Fins ara els estudis amb animals segueixen essent el referent pels estudis preclinics, no obstant
aixo, la precisiod i la reproduccié dels resultats obtinguts amb animals es veu minvada en humans

a causa de les diferéncies entre espécies.

A consequiencia dels resultats poc fiables i la toxicitat inesperada en humans, el 40% dels farmacs
desenvolupats fracassen en els assaigs clinics tot i haver obtingut resultats positius en les proves

amb animals [1], [2].

Per aix0, els models de cultius cel-lulars 3D han adquirit en els ultims anys 'atencié per a
presentar-se com una solucié a la poca fiabilitat dels models actuals, aquests presenten un nivell
de diferenciacid i organitzacid de teixits impossible de trobar-se en els sistemes 2D
convencionals. L’evolucio dels models de cultius cel-lulars 3D amb la tecnologia de microcanals
ha permés controlar 'ambient cel-lular, permeten reproduir biologicament i fisiologicament les

interaccions entre teixits i/o organs humans.

Aquests microdispositius sén coneguts com a organ-on-a-chip (OoC), permeten miniaturitzar
unitats funcionals d'organs humans. Estan formats per microcanals polimerics transparents
organics basats en silici amb cel-lules funcionals humanes que presenten els tres aspectes vitals
dels organs: La microarquitectura 3D definida per la distribucid espacial dels teixits. Les
interaccions funcionals teixit-teixit. | les interaccions, els estimuls bioquimics i mecanics dels

mateixos organs.

Els xips sdn compactes i formats per microcanals que permeten la manipulacié de diferents
parametres fluidics i quimics, com ara el cabal, la pressio, el nivell d'oxigen i el pH, proporcionant
condicions de cultiu controlables. Aixd permet simular les caracteristiques microestructurals i

funcionals dels teixits o organs in vivo.

Aguests xips poden ser utilitzats com a models in vitro per a simulacions farmacologiques i per
poder estudiar processos biologics complexos com la distribucié dels medicaments en els teixits,

monitoratge d'analisis i aprofundir en diagnostics medics a partir de terapies i investigacions.
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Tot i la revolucié que pot suposar aquesta tecnologia, el seu impacte encara esta per determinar
amb reptes com integrar aquesta tecnologia en les fases de desenvolupament d’un

medicament([3].

L'origen de I'00C es remunta décades enrere, amb I'aplicacié de dispositius microfluidics per al
cultiu cel-lular i I'analisi biologic. A diferencia de I'enginyeria de teixits, I'OoC no busca reproduir
els teixits o organs sencers a escala original, siné que té com a objectiu imitar I'arquitectura i
funcionalitat organotipica, la matriu extracel-lular, els factors bioquimics i senyals biofisics a

petita escala, amb la finalitat de servir com a model per a malalties i proves per medicaments.

L'any 2010 el grup Ingber de la facultat de medicina de la Universitat de Harvard va anunciar un
model Pulmd en un xip basat en el treball de Hugh del grup Takayama, aixo0 va cridar I'atencio
de la comunitat cientifica i es va considerar que va marcar el cami pel desenvolupament de I'OoC.
El model consistia en cultivar cel-lules capil-lars i alveolars als dos costats de la membrana porosa
dels del pulmd-a-un xip, aixi els investigadors podien estudiar els mecanismes respiratoris que
es produeixen en la unié alvéol-capil-lar. El model podria ajudar a desxifrar els mecanismes

patologics involucrats en malalties respiratoris, com podria ser la COVID-19.[4]

A partir d’aquest estudi van apareixer nombrosos organs en un xip, com: ronyo en un xip [5];
pancreas en un xip [6], [7]; cor en un xip [8], [9]; intesti en un xip [10], [11]; barrera

hematoencefalica en un xip [12], [13]; i xip d’os i medul-la ossia [14]-[16].

Els OoC poden ajudar a identificar mecanismes biologics critics, aixi com provar I'eficacia i la
toxicitat de farmacs en organs concrets. Proporcionant una referencia fiable per als assaigs

clinics.

Tot i que els OoC se centren a imitar les funcions dels organs individualment, els OoC multi-

organ integren multiples unitats d'organs, permeten I'estudi d'interaccions entre organs.

Per exemple, es va desenvolupar un OoC de tres organs amb cor-fetge-pell per analitzar els
efectes de I'exposicid aguda prolongada a medicaments en el cor i fetge. També es va
desenvolupar un OoC de 4 organs amb connexions seqliencials amb compartiments intestinal,

hepatic, cutani i renal per provar la toxicitat dels medicaments en els diferents teixits i organs.

Actualment s’esta desenvolupant una versié millorada denominada cos en un xip o huma en un

xip, capacos de reflectir la fisiologia de tot el cos huma en un sol xip.

Els OoC es presenten com una alternativa als sistemes actuals per fer desenvolupar o estudiar

nous farmacs. Segons experts es calcula que tindra una reduccié de costos en R&D del 10 al 26%
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per farmac, traduint-se en un estalvi entre 169 milions o 706 milions de dolars per farmac sortint

a mercat [17].

Actualment la majoria de start-ups que proveeixen OoCs distribueixen xips de fetge i xips de
cel-lules canceroses a causa de la gran demanda d'estudis de PK-PD i toxicitat en farmacs. Tot i
que els xips actualment presenten cadenes de fabricacidé similars, start-ups intenten millorar i
diferenciar-se per presentar solucions especifiques pels clients. Per exemple Mimetas
OrganoPlate presenta una plataforma que permet fins a 96 models de teixits en una placa de
384 pous estandard, per tenir bona compatibilitat amb els equipaments actuals.
Actualment podem trobar 3 models de negoci per les start-ups d'OoC: (1) distribuir els xips
microfluidics preparats pel cultiu, (2) proporcionar un OoC llest per servir i funcional, (3) oferir

tot el servei, des del disseny inicial fins a manteniment post-venda [2], [18].

Diferents versions del xip HUMIMIC distribuides per TissUse, permeten el cultiu de dos a més
organs i aixi, poder estudiar les relacions i comunicacions entre organs. A més TissUse ofereix

I'opcid de crear un OoC personalitzat per avaluacié de farmacs a peticio del client[2].

L’'empresa distribuidora d’OoC Emulate Inc. té contractes amb diferents farmaceéutiques, com
podrien ser AstraZeneca i Johnson & Johnson per fer validacions dels seus productes, avaluant

la seguretat i I’eficacia dels farmacs per I'4s huma [2].

Sens dubte, la plataforma Human-on-a-Chip té el potencial de servir com a sistema de models
alternatius per substituir els models animals en el desenvolupament de medicaments,
revolucionant finalment la industria farmaceutica; no obstant aixo, hi ha nombrosos reptes

tecnics que cal abordar, atesa la complexitat del sistema huma [19], [20].
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5. Hipotesi i Objectius

5.1. Hipotesi del treball

Els OoC es presenten com una alternativa millorada als models preclinics actuals, el seu Us

facilitaria el desenvolupament de medicaments.

5.2. Objectius principal i secundari

El principal objectiu d'aquesta revisid bibliografica és il-lustrar I'impacte dels OoC en el

desenvolupament de medicaments. | explorar |'Us actual d'aquests en la indUstria farmaceutica.
Com a objectius secundaris tindrem:

e Introduir els models d’OoC de pulmd i intesti.
e Explica els models d’OoC per I'estudi del cancer.
e Com els OoC poden ajudar en 'estudi de malalties minoritaries.

e Introduir com els OoC, poden considerar-se una alternativa a I'experimentacié animal.
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6. Metodologia/ Cerca bibliografica

6.1. Criteris de cerca

Per la cerca bibliografica s’han utilitzat les bases de dades NCBI, ResearchGate, Science Direct i

pubMed. Com també google scholar, ACS Pulications, anualReviews i la revista cellPress.

” u

Primerament, es va fer una cerca més general amb les paraules clau “Organ-on-a-chip”, “review”
i “introduction”. Es van seleccionar articles que explicaven que sén els OoC, I'evolucié de I'organ
on a chip, I'origen, els beneficis. Aquesta cerca va permetre tenir una idea d’on es troben els

OoC actualment, aixi com I'impacte que aquests podran tenir.

Un cop recollida la informacié més general. La segona cerca va ser més precisa buscant les

paraules clau “Organ-on-a-chip”, “Body-on-a-chip”, “drugs”, “development”, “review”, per

buscar articles on es parlés sobre el paper dels OoC en el desenvolupament de farmacs.

Aguesta cerca va permetre conéixer els diferents camps que engloben els OoC en el

desenvolupament de farmacs. Un cop trobats els diferents camps es va anar fent cerques més

especifiques per buscar informacié de la utilitzacié dels diferents models en l'industria
” [ 4 “

farmaceéutica. Es van realitzar cerques per “lung-on-a-chip”, “intestine/gut-on-a-chip”, “cancer-

on-a-chip” i com també “rare diseases-on-a-chip”.

També es van utilitzar els operadors AND, OR, NOT per combinar les paraules i acabar de precisar

en la cerca.

6.2. Criteris de inclusid

S’han seleccionat els articles cientifics que complien els seglients requisits:

e Que parlin sobre organ/body-on-a-chip de manera introductoria.

e Que parlin sobre el paper de '0OoC en el desenvolupament de medicaments.

e Que parlessin sobre els camps desitjats; “lung-on-a-chip”, “intestine/gut-on-a-chip”,
“cancer-on-a-chip” i com també “rare diseases-on-a-chip”.

e Idioma I'angles

e Que l'article sigui de contingut gratuit.

6.3. Criteris d’exclusio
e Articles que tot i parlar del tema cercat, no s’ajustaven totalment a la tematica desitjada.
e Que l'idioma no fos I'anglées.

e El contingut de I'article fos de pagament.
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7. Resultats i Discussio

Actualment trobem gran varietat d’OoC, depenent del teixit que es vulgui estudiar. A
continuacié s’explicaran dos models d’'OoCi I'Us que estan tenint aquests models. | després com
els models OoC poden ajudar en I'estudi del cancer i de les malalties minoritaris, tot aixo orientat

en I'ambit de la medicina i investigacié de medicaments.

7.1. Pulmd en un xip

Els models actuals d’OoC de pulmé simulen la traquea i els vasos sanguinis substituint-los per
un canal microfluidic, i el flux d’aire i I'estrés fluidic de cisallament del torrent sanguini els
simulen controlant el flux liquid o d’aire [21]. La membrana respiratoria es simula mitjancant la
col-locacid d’'una membrana entre el microcanal de la traquea i el microcanal dels vasos
sanguinis. La membrana es pot utilitzar com a suport per un cultiu cel-lular i per realitzar la
simulacié del moviment respiratori i I'estrés que aquest comporta [22]. Amb I'ajuda de models
matematics i mecanics, es troben els parametres necessaris per la configuracié del pulmé en un
xip referents a la mecanica de fluids i a I'estrés per expansié. Aquests parametres sén el cabal
del fluid, la freqliencia d’expansio, i la mida per presentar I'estructura fisiologica real [23], [24].
El model biologic del pulmé en un xip és una simplificacid de la barrera alveol capil-lar, també
coneguda com la barrera respiratoria, i el microambient que aquesta comporta tan bioquimica
i biofisicament. Els factors bioquimics son els components de la cel-lula, les proteines,
polisacarids i gas. | els factors biofisics son I'estres fluidic de cisallament, I'estres per expansio, i
el cultiu de tres dimensions [25], [26].

A causa de la naturalesa de I'estructura de la barrera alveol pulmonar, el pulmé en un xip
presenta una estructura de sandvitx. El xip va ser desenvolupat per Huh et al., aquest va ser
construit amb polidimetilsiloxa (PDMS) i pot simular el procés de respiracid. El xip es divideix en
tres capes: la capa superior és el canal on es troba l'aire, la capa intermedia una membrana
porosa i flexible de PDMS, i en la capa inferior és on es troba el fluid.

Les cel-lules epitelials alveolars es cultiven a la part superior de la membrana i es troben en les
interficies gas-liquid, en la part inferior es col-loquen les cel-lules endotelials vasculars en un
entorn dinamic format per fluid per simular la barrera alveol-capil-lar humana. Els canvis
regulars en la pressié del gas fan deformar la membrana de PDMS, permeten simular I'extensio
i contraccié de les parets alveolars durant la respiracid. Aquest xip, no només proporciona un
nou punt de vista pels estudis de malalties pulmonars, siné que també suposa un precedent per

la construccid d’altres OoC [27]-[29].
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El pulmd en un xip, no només simula el microambient de cél-lules i teixits pulmonars en
circumstancies fisiologiques o patologiques, sind que es pot utilitzar per estudiar malalties
pulmonars, com lesions pulmonars, inflamacions, cancers de pulmonsii la fibrosi pulmonar entre
d'altres.

Com el pulmé és un organ dinamic es presenten diferents estressos a causa de forces
mecaniques en els alveols pulmonars, com sén les forces de cisallament i les forces d'expansié.
Per representar les forces de cisallament s'ha estudiat mitjancant un model que presenta una
interseccio de liquid amb aire en un canal, recreant la barrera alveol-capil-lar. Per simular aquest
estrés i simular el possible dany durant la reobertura de les vies respiratories, es crea un tap de
liquid prohibint la circulacid de aire. Quan el tap es trenca es presenta un augment de la pressié
en el canal. Si aquesta ruptura se succeeix repetides vegades, pot causar la mort cel-lular.

S’ha demostrat que la reobertura de la traquea pot agreujar la lesié pulmonar sobretot si es
presenta una disfuncié de surfactant pulmonar. El surfactant pulmonar ha presentat un rol
crucial en la mitigacié de I'estres per reobertura i pot prevenir la mort cel-lular [24].

g, |

To culture
chamber

% 100 PR

Figura 1. Formacid del tap de liquid. (A) Flux constant
d’aire i liquid. (B) Es bloqueja el flux d’aire, i el liquid
entra en el canal de la cambra de cultiu. (C) Es reobre
el flux d’aire i es forma el tap de liquid. (Figura
modificada de [24]).

Figura 2. Imatges del cultiu cel-lular. El verd representa les cel-lules
vives i el vermell les cél-lules mortes. (A) Cultiu cel-lular sense haver
experimentat cap estres. (B-D) Cultiu cel-lular a 10, 50, 100
trencaments de taps. Es pot observar com augmenta la mort
cel-lular progressivament. (Figura modificada de [24]).

10
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L'estudi permet entendre la resposta de les cél-lules a forces mecaniques complexes en les
arteries del pulmd i pot contribuir al disseny d’'una estratégia per tractar i prevenir lesions
relacionades amb la mecanica de fluids [30]. Per tant, el surfactant pulmonar es pot considerar
com a possible tractament per diferents malalties pulmonars com la sindrome de dificultat

respiratoria aguda [28].

La inflamacié pulmonar és una malaltia comuna que pot causar-se per infeccid per bacteris, virus,
micoplasmes, fongs o per pneumonia no infeccioses [31]. Aquests factors inflamatoris poden
provocar una serie de respostes inflamatories com I'expansié dels capil-lars i I'exsudacié de
globuls blancs. S’esta utilitzant els pulmons en un xip per simular les respostes inflamatories,
per exemple amb el pulmd en un xip format per doble membrana es van introduir citosines
proinflamatories i bacteris en la cambra alveolar, la capa superior de la barrera alveol-capil-lar
[27], [23] . Aix0 va produir I'expressid de les molécules d’adhesio intracel-lulars-1 per part de les
cél-lules endotelials vasculars a l'altre costat de la membrana, la qual cosa va promoure la
reclutament de neutrofils a la superficie del canal de les cél-lules epitelials. Es va observar com
els neutrofils travessen les cél-lules endotelials vasculars i la membrana per entrar a la cambra
alveolar, resultant en una migracio direccional i fagocitosis del bacteri.

Gracies al fet que el xip pulmonar de doble membrana presenta una membrana porosa de PDMS,
es pot observar i analitzar el procés, i el reclutament i la migracid de les cel-lules inflamatories.
A més dels estudis sobre la inflamacié pulmonar, també s’han realitzat models d’algunes
malalties inflamatories pulmonars croniques, com la malaltia pulmonar obstructiva cronica i
I"'asma.

Benam et al va dissenyar un pulmé en un xip per simular els bronquis pulmonars [32]. El pulmé
en un xip estava format per cél-lules del tracte respiratori, cél-lules productores de mucosa,
cél-lules club i cél-lules basals en una concentracié igual que a la realitat, que reproduia el
microambient del bronqui pulmonar. Benam et al també va estudiar la influéncia del tabac en
pacients amb COPD. Mitjancant la combinacié de dos pulmons en un xip, un microrespirador i
un dispositiu de fumar que reproduia la inhalacié de fum [33]. Es va apreciar la influéncia de
fumar en les cél-lules, com 276 gens presentaven una expressié diferent del grup control on 147
gens tenien relaciéo amb el COPD. L’estudi demostrava el gran potencial de pulmé en un xip de
simular les malalties, per ajudar a realitzar un diagnostic i tractament individualitzat, i per poder

facilitar el descobriment de nous farmacs que ajudin en les malalties pulmonars [28].
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7.2. Intesti en un xip

La funcié principal de l'intesti huma és dur a terme la digestio, I'absorcio, secrecid, i a més
establir una barrera epitelial protectora entre I'entorn digestiu i el cos. Els intestins també
regulen el cos a través de la metabolitzacidé de farmacs, comunicacié entre organs, com el fetge
i el pancrees a través de la circulacié portal hepatica [34], [35]. | compta amb un sistema nervids
que forma part de I'eix intesti-cervell [36], [37]. L'intesti també és on es troba el microbioma
intestinal, que interaccionen amb el teixit limfoide i el sistema immune del cos, que ajuda a
tindre una bona homeostasi intestinal. Per exemple s’ha descobert recentment que el
microbioma intestinal i els seus metabolits presenten un rol important en la salut del sistema
digestiu, en el sistema immune i el desenvolupament de malalties. Malgrat aixo, I'estudi de les
interaccions entre el microbioma i les cél-lules intestinals s’ha limitat I'estudi genétic o
metagenomic, ja que no s’ha pogut cultivar la microbiota en epiteli viu per més d’un dia, amb
els metodes convencionals. Per aix0, s’ha dedicat molts esforcos a desenvolupar models

experimentals in vitro i ex vivo per permetre I'estudi intestinal amb profunditat [38].

Els models més comuns d’intesti in vitro s’utilitzen per estudiar la funcié de la barrera
gastrointestinal, I'absorcid de farmacs. Aquests models consisteixen en cultivar cel-lules
epitelials de I'intesti en una matriu extracel-lular recoberta per ECM i formada amb porus de
membrana en un insert Transwell. Tot i que aquests models sén molt utilitzats en la indUstria
farmaceutica, aquests cultius de dues dimensions fallen en representar la fisiologia de tres
dimensions de l'intesti aixi com en funcions clau en l'intesti. Aquests també fallen al realitzar
cocultius amb microbiota intestinal, molt importants en l'intesti [39]. Els models actuals per
estudiar I'absorcié dels medicaments, com I'Everted gut sac o el Ussing chamber, presenten una
vida util esperada de <8 hores, insuficient per desenvolupar models per malalties o per estudiar

la intercomunicaci6 de la microbiota amb I'hoste [38], [40]-[42].
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endothelium
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Figura 3. Representacio d’una Using chamber, aquesta
esta formada per dues cambres separades per una
membrana amb cel-lules epitelials. Els principals
desavantatges de I'Using chamber és la poca vida util
de I'experiment i que no permet la preparacio ni I’estudi
de diferents teixits simultaniament. (Figura modificada
de [40]).

Figura 4. En la cambra del mig trobem una membrana recoberta
per la cara superior amb vellositats intestinals i en la cara inferior
amb endoteli vascular, per simular les interaccions en l'intesti. A
meés les dues cambres laterals generen contraccions per simular
el moviment natural de I'intesti. (Figura modificada de [38]).
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En els dltims 5 anys, els models d’intesti en un xip han anat guanyant complexitat, com
incorporant canals revestits per endoteli microvascular, microbiota, cel-lules immunes i bacteris
patogens, i alguns permet aplicar forces mecaniques per mimetitzar el moviment de l'intesti in

vivo [29], [38].

Un dels models nous és l'intesti en un xip de dos canals, que permet cultivar cél-lules epitelials
intestinals, cél-lules immunes i microbiota, i estudiar les seves interaccions en un medi amb un
flux constant i amb moviments peristaltics. L'intesti en un xip esta format per el polimer de
silicona transparent, flexible i permeable als gasos, que permet obtenir imatges d’alta resolucié
[39], [43].

El xip est format per 2 microcanals paral-lels separats per una membrana porosa flexible i
recoberta per matriu extracel-lular i envoltada pels dos costats per cambres laterals. Les cel-lules
epitelials intestinals es troben a la part superior de la membrana, el canal parenquimatic, i les
cél-lules microvasculars endotelials a la capa inferior de la mateixa membrana, dins del canal
vascular. Gracies al moviment pneumatic ciclic d’expansié i compressié de les cambres laterals
provoca la deformacié dels murs verticals i de la membrana, simulant el moviment peristaltic

dels teixits de I'intesti [44].

En aquestes condicions les cel-lules epitelials intestinals caco-2, que en cultius tradicionals
presenten una monocapa plana, experimenten una morfogenesi fins a una vellositat intestinal.
Les vellositats intestinals es presenten amb els seus 4 llinatges diferents: enterocits, cel-lula
enter endocrina, cél-lula caliciforme, cél-lula de Paneth; les quals presenten una morfologia de
columna similar a la trobada al intesti in vivo. Aquesta morfologia és acompanyada pel
desenvolupament de I'axi crypt-villus, amb la limitacié de proliferacio de les cel-lules basals en
els crypts i la migracié ascendent, metabolitzacié de farmacs, proteccié per mucus i recaptacio

de glucosa [44].

Gracies al fet que I'intesti en un xip presenta un flux de fluid constant, formacié de vellositats,
segregacio de mucus, es possible cocultivar microbiota intestinal amb contacte directe amb les
cél-lules intestinals, sense comprometre la barrera gastrointestinal. De fet, es va demostrar que
la funcié de la barrera augmentava arran de cocultivar amb L rhamnosus GG. A més s’ha
demostrat, a partir d’analisi transcriptomic a 23.000 gens, que els moviments mecanics
provocats pel mecanisme pneumatics canviava enormement [|'‘expressido dels gens en
comparacié els models estatics com els cultius Transwell. Aixd demostrava que el nivell

d’expressio genética era similar I'intesti huma real [39].

13



Desenvolupament de farmacs amb I'ajuda dels 6rgan on a chip Albert Cafiellas Solé

L'intesti en un xip simula fidelment el microambient dinamic de I'intesti huma, en comparacio

amb els models classics i permet la incorporacid de bacteris per estudiar I’efecte de la microbiota.

L'intesti en un xip s’ha utilitzat per demostrar les complexes interaccions entre el sistema
immune i la microbiota en la inflamacié cronica. També s’ha demostrat que I’addicié
d’endotoxina lipopolisacarida al microcanal luminal, induia la secreci6 de citocines
proinflamatories, com la interleucina-1b, -6, -8 i factors de necrosis tumorals en el canal vascular.
A més si s’injectaven globuls blancs a través del microcanal capil-lar, es podia observar
I'expressié de la molecula d’adhesié intercel-lular-1 en I’endoteli, atrofia de les vellositats

intestinals, que acabava comprometent I'estructura de la paret intestinal [38], [43].

Amb experiments posteriors es va demostrar, que era necessari la preséncia de les 4 citosines
per comencgar la resposta envers una lesié. També es va demostrar que I'aturada del moviment
peristaltic provocava un augment de la microbiota, com passa en els pacients amb ileus. A partir
del control de la peristalsi es va poder establir que I'aturada del flux de fluid no és la causant del
creixement de la microbiota, sind que és degut a I'aturada del moviment mecanic de l'intesti. La
modularitat del intesti en un xip permet obtenir nous punts de vista per I'estudi de la fisiologia

i de malalties de I'intesti, que amb els métodes convencionals no seria possible [38], [45].

7.3. "aplicacié dels OoC per I'estudi del cancer o malalties del sistema immune

Els OoC tenen el potencial de simular la complexitat del microambient present en tumors, i aixi
ajudar en investigar la complexa naturalesa del cancer, com descobrir noves terapies. Els
ambients tumorals sdn complexos, amb interconnexions amb multiples cél-lules i molecules, i
amb ninxols dinamics. La naturalesa modular de I'OoC permet la unié de diferents models, i aixi
estudiar quin és I'impacte i les interaccions que esdevenen per I'aparicié del cancer en un dels
models. Els recents avancos en el cancer en un xip han permes una gran deteccio de farmacs,

avaluacio de terapies, estudis de la metastasi i medicina personalitzada [46].

A més, els cancer en un xip estan estretament relacionats amb els OoC que presenten un
component del sistema immune. Aquest normalment es focalitzen en tres arees: la primera en
la interaccio de les cel-lules immunes amb tumors, la segona area la interaccié entre leucocits i
cél-lules endotelials, i com a dltima area els processos d’inflamacid. Els OoC presenten uns
avantatges clau envers els cultius classics i esferoides, presenten una estructura 3D controlada i
amb unes condicions dinamiques amb intercanvi de nutrients i d’oxigen, que permet una gran

supervivencia dels cultius. L’addicio de cel-lules del sistema immune, ha permes I'estudi per

14



Desenvolupament de farmacs amb I'ajuda dels organ on a chip Albert Cafiellas Solé

imatges sequencials dels diferents fenotips migratoris de macrofags i cel-lules canceroses, i com
cel-lules NK penetraven en un glioblastoma. També es va poder abordar el rol de les interaccions
directes entre cel-lules envers les senyals paracrines. Moore et al. va presentar un model
microfluidic per mapar les interaccions entre fragments de tumors i limfocits infiltrants de
tumors (TIL), es va trobar que les cel-lules mortes per limfocits TIL responia a anti-PD-1, un

inhibidor de control immune [47], [48].

Al contrari que els models amb animals els OoC permeten la manipulacié de parametres
individualment. Aix0 va permetre a Pavesi et al. a estudiar les conseqiéncies de baixos nivells
d’Oxigen i I'impacte les citosines inflamatories en I'activitat antitumoral de cel-lules T, que amb
cultius classics 2D produia resultats erronis al no poder tenir en compte la migracié de les
cel-lules T [47].

A

Figura 5. (A) El xip esta format per un canal amb cel-lules endotelials (canal verd), per un
canal amb cel-lules tumorals (canal vermell), interconnectats per una matriu extracel-lular
3D d’hidrogel (gris). (B) Es pot observar com les cél-lules del fibrosarcoma (vermelles)
envaeixen la matriu extracel-lular en direccié les cél-lules endotelials (verdes). (Figura
modificada de [49]).

Per exemple, Zervantonakis et al. va crear un microxip format per dos canals independents on
cel-lules canceroses i endotelials van ser dipositades. Aquests dos canals estaven
interconnectats mitjancant una membrana extracel-lular d’hidrogel, dividida per diferents
regions per permetre I'observacié simultania. Aixo permetia simular un context cancerds en els
vasos sanguinis i estudiar la invasié de les cel-lules sanguinies en el torrent sanguini
(intravasacié). Amb la incorporacié de macrofags també es va poder estudiar el rol que
presenten aquests en la intravasacié per carcinoma. Es va trobar que la modificacié de la
permeabilitat de la barrera endotelial per factors bioquimics, com TNF-a, o a través dels

macrofags facilitava la intravasacio [49]-[51].
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Amb la utilitzaciéd d’un xip compartimentat, Huh et al. van desenvolupar un ambient per
carcinoma ductal formant un model de tres capes. En la primera capa trobavem cel-lules
epitelials mamaries, la segona capa una membrana ECM, i sota aquesta una capa d’hidrogel amb
fibroblasts; es va inocular esferoides de carcinoma ductal per acabar el model. Amb aquest
model es va poder avaluar els efectes de medicaments anticancerosos, per exemple es va provar
que el paclitaxel no presentava toxicitat en les cél-lules epitelials, pero presentava una forga
toxicitat envers els esferoides de carcinoma. El paclitaxel a més inhibia el creixement dels
esferoides, si es comparava en el model control sense el farmac, es notava una mida constant

de I'esferoide [52].

Diferents tipus de tumor en un xip han sigut desenvolupats. Gervais et al. van cultivar teixits de
pacients amb ooforoma en forma d’esferoides en un xip microfluidic, en cada mostra es va afegir
carboplati. El cisplati penetra en els esferoides per difusid i s'uneix amb el DNA formant enllacos
inter i intra cadena (interstrand), aquest enllacos inhibeixen la replicacié del DNA i com a
conseqliencia la mort cel-lular, reduint aixi la proliferacid cel-lular. També es va descobrir que
les cel-lules disminuien el nivell de replicacid amb I'abséncia d’aliments, provocant una major
resisténcia al tractament del cisplati. D’aquesta manera es va poder estudiar com responia el
teixit de cada pacient a aquest medicament i aixi poder adaptar el medicament i obtenir un

tractament més personalitzat [53].

Guenat et al. van desenvolupar un dos OoC per avaluar la quimiosensibilitat del cancer de pulmé
no petites (NSCLC) i del mesotelioma pleural maligne. Van cocultivar esferoides amb cél-lules de
cancer de pulmd i pericits de pulmd, es va observar que les cél-lules aillades de pacients amb
cancer de pulmd presentaven una major quimioresisténcia al cisplati en els cocultius en

comparacié amb els esferoides monocultius[54], [55].

Alternativament, Wang va fabricar un cocultiu 3D multifluidic que permetia monitorar la invasio
de les cél-lules tumorals en temps real, va permetre establir que els fibroblasts tenien un rol
important en el capacitat invasiva de les cel-lules NSCLC, desregulant I'expressié de proteines

relacionades amb la glucosa.

Els OoC no només presenten avantatges facilitant la interconnexié entre els models siné que
també permeten una analisi i monitoratge digital. Zhang et al. va implementar una plataforma
que integrava diferents cancer en un xips per I'estudi de la metabolitzacié de la doxorubicina,
aquest sistema multiorgan esta controlat per diferents sensors, que permeten controlar la
morfologia, marcadors bioquimics, i sensors fisics per monitorar la temperatura, el nivell

d’oxigen i el pH. La interconnexié dels diferents organs i el monitoratge en temps real,
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permetent una analisi de I'eficacia i la toxicitat de DOX. Aixi el sistema pot estar controlat a llarg
termini, sense necessitat de prendre mostres o manipular el sistema, reduint aixi la interaccid i

possible contaminacié d’aquest.

7.4. Aplicacié dels OoC per 'estudi i tractament de les malalties minoritaries

El desenvolupament de medicaments per malalties rares, classificades amb una prevalenca
menor a 200000 pacients, esta limitat per I'alt cost en la investigacié i el poc public objectiu.
L’huma en un xip (HoaC per I'abreviatura en angles) té el potencial d’abaratir els costos i fer
viable el desenvolupament de farmacs per aquestes malalties. Encara que aquestes malalties

estan guanyant un resso social, encara falten tractaments efectius [56]-[58].

L'OoC pot simular I’estat d’una malaltia en un o més teixits en el mateix sistema o model. Aquest
disseny es conegut com a malaltia en un xip (DoaC per I'abreviatura en angles). Una avantatge
gue presenta els models DoaC és I’habilitat de poder incorporar cél-lules iPSCs derivades de
pacients, aix0 permet desenvolupar terapies més personalitzades. Escollir la terapia més eficient
per cada pacient. Per exemple, els pacients presenten activitats enzimatiques molt variades en
el citocrom P450 del fetge involucrat en el metabolisme de farmacs. Aquestes diferéncies
provoquen una variabilitat a I’'hora de I'absorcié o I'eliminacié del medicament, afectant la
tolerancia del pacient al medicament. L'OoC proporciona una nova manera d’enfocar les

malalties i tractar les malalties més minoritaries [59].

Actualment trobem, com a minim 80 desordres autoimmunes, que es podrien considerar
malalties minoritaries. Les malalties autoimmunes es poden presentar en qualsevol organ, tot i
gue normalment es pot apreciar un patré [60]. Les persones que presenten aquesta malaltia son
desproporcionadament un 78% dones, especialment durant I'etapa de maternitat, suggerint un
rerefons hormonal, i apareixen amb més freqliiéncia en determinats grups éetnics, suggerint
també un component genetic. Els HoaC amb la tecnologia CRISPR en cel-lules iPSC podria

modular les mutacions d’aquesta malaltia, i estudiar el rol genétic [61].

Recentment s’ha desenvolupat un OoC de la unié neuromuscular amb motoneurones derivades
de cel-lules iPSC i miotubs (cel-lula precursora de la fibra muscular esquelética). La barrera
formada per motoneurones i els miotubs estan connectats a través de tunels on els axons
migren i innerven els miotubs formant NMJs funcionals. El sistema mesura la transmissio
funcional de senyals entre les motoneurones i les fibres musculars en la unié neuromuscular,

com també la funcid muscular i pot ser utilitzat per tests amb farmacs. Tractaments amb
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neurotoxines o micotoxines en una disfuncié neuromuscular. Demostrant la utilitat del model
pel desenvolupament de medicaments neuromusculars. Si s’utilitzen motoneurones
diferenciades de iPSCs de pacient, es podria estudiar la disfuncionalitat neuromuscular en
malalties rares com en I'esclerosi lateral amiotrofica. També es podrien diferenciar mioblast de
cél-lules iPSC de pacients, ja actualment aconseguit, i utilitzar aquestes per malalties musculars

com les distrofies musculars [62].

També trobem OoC de la barrera hematoencefalica, aquests models podrien estar inclosos en
un model més gran com un huma en un xip, i aixi estudiar malalties rares on la barrera
hematoencefalica presenta un rol desconegut, o on presenta una disfuncié com en les malalties
del sistema nervids central [63], [64]. Per exemple la malaltia de Huntington és una malaltia del
sistema nervids central que provoca canvis vasculars cerebrals, pero la disfuncionalitat de la

barrera hematoencefalica encara no ha estat estudiada [65].

Un dels reptes en la investigacié, diagnosis i tractament de desordres neurologics i
neurodegeneratius és que els simptomes se superposen o s’amplifiquen entre malalties,
comunament relacionades amb un rerefons genetic [66], [67]. Poder estudiar una malaltia sense
interferéncies a través del model HoaC i cél-lules iPSC derivades de pacients, podria ser una

estrategia a seguir.

Les malalties rares, normalment amb un rerefons genetic o ambiental complex, son dificils i
cares d’estudiar, a causa del petit mercat de sortida. Els models HoaC tenen la capacitat de
representar models on el teixit esta danyat i estudiar el comportament de farmacs en aquests.

També poden millorar I'eficiéncia i minimitzar toxicitats i efectes secundaris.

Es pot combinar la tecnologia d’iPSC i un model HoaC per estudiar malalties minoritaries amb
un rerefons genétic, oferint un grau de precisié major, i si les cel-lules iPSC sén derivades de

pacients, es podra adaptar la terapia especificament per cada pacient [68].
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Taula 1. Taula resum dels diferents OoC descrits.

Nom
Pulmoé en un xip
(Lung-on-a-
chip)

Intesti en un xip
(Gut-on-a-chip)

Cancer en un
xip (Cancer-on-
a-chip)

Malaltia en un
xip (disease-on-
a-chip)

Vacuum

Vascular network

Albert Cafiellas Solé

Descripcid

Representacié d’un tall perpendicular d’'un pulmd en un xip format per 3
canals, en aquest model les cameres laterals permeten simular el
moviment respiratori del pulmd, a través d’una forga ciclica de succié. En
la camera central trobariem una membrana de cel-lules epitelials, i per
damunt d’aquesta un flux d’aire i per sota un flux de medi. Simulant aixi la
interficie gas-liquid [69], [70].

Representacié d’un tall perpendicular d’un intesti en un xip on es pot
apreciar els tres canals, com també trobem en el pulmé en un xip, conté
dos cameres al buit que a través d’una forga ciclica simulen els moviments
peristaltics. En la cambra del mig trobariem una membrana porosa amb
cél-lules epitelials intestinals, per sota i sobre d’aquesta membrana hi
hauria un flux de medi [38], [71].

Xip utilitzat per estudiar la formacié del cancer de mama en un conducte
mamari, esta format per una membrana extracel-lular, on en la capa
superior trobem cel-lules mamaries epitelials i per sota una capa
d’hidrogel amb fibroblast. Per poder estudiar la conducta de les cél-lules
mamaries, es col-loca un esferoide amb cel-lules d’'un carcinoma ducal
[52].

El OoC de la barrera hematoencefalica esta compost per una complexa
xarxa de capil-lars i astrocits. Els astrocits es relacionen directament amb
els capil-lars a través dels peus dels astrocits, els quals ancoren les
neurones a la xarxa vascular. Aquest xip permet la simulacié de la barrera
hematoencefalica incorporant les diferents interaccions de les cél-lules
que la formen [63].

19



Desenvolupament de farmacs amb I'ajuda dels 6rgan on a chip Albert Cafiellas Solé

8. Conclusions

La industria farmaceéutica fa anys que busca una técnica eficient per mesurar I'eficiencia dels
medicaments i els seus possibles efectes adversos. La tecnologia dels OoC que ha anat
evolucionant en els Ultims cinc anys, es presenta com a alternativa als metodes actuals en camps
com el desenvolupament de farmacs, estudis de relacions entre organs i modelitzacié de
malalties, entre d’altres. Els OoCs s’estan comencant a utilitzar en I'estudi de farmacs en
diferents organs com s’ha explicat en aquesta revisio. Pero tot i el que poden aportar, encara es
presenten reptes en la tecnologia dels OoC, que necessariament s’ha de solucionar si aquests

volen substituir les tecnologies actuals.

Un dels reptes seria explorar noves técniques per millorar la diferenciacié de cél-lules
pluripotents humanes, tant dins del mateix OoC com fora. Un protocol de diferenciacio de les
cel-lules més senzill i rapid permetria generar OoC més rapidament i economicament, facilitant

aixi la integracioé dels OoC en més estudis.

Una altra consideracio seria explorar materials alternatius per la fabricacié dels OoC. Actualment
la majoria d’OoC sén fabricats a partir de PDMS, aquest material presenta inconvenients, com
I"absorcié de biomolécules no especifiques, comprometen aixi la precisio dels estudis citotoxics.

Com a material alternatiu es pot estudiar el silici, ja utilitzat en cultius tradicionals.

Per tant crec que els OoC es presenten com la tecnologia del futur, un cop solucionats les

limitacions actuals, aixi com una tecnologia a tenir en compte.
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9. Autoavaluacio

La realitzacid d’aquest treball ha estat tant enriquidora com dificultosa, m’ha permes aprendre
i entendre conceptes relacionats amb els 0OoC, i com d’important aquests, poden arribar a

esdevenir per la industria farmaceutica i per la biotecnologica.

Aquest treball esdevé una gran experiéncia, que m’ha ajudat a aprendre com fer una revisio
bibliografica i ser més eficient en les cerques per internet. Resultant ser un repte per la gran

envergadura del treball.

Algunes de les limitacions sén que tot i tenir un bon volum d’articles que relacionen els OoC amb
el desenvolupament de farmacs, molts d’aquests sén de pagament, reduint el volum d’articles
als quals tenia accés. Aixdo m’ha fet ser més agrait pels investigadors que pengen gratuitament

els seus articles i valorar més positivament la seva feina.

Estic satisfet amb el treball realitzat, i com m’ha donat major confianca en fer un treball que des
del primer moment no sabia si seria capac de realitzar. Personalment, i després d’haver tingut
un petit tast de la indUstria, considero el mén dels OoC molt interessants i que presenten un
gran potencial. També penso que els OoC encara sén bastant desconeguts fora dels sectors més
especialitzats, per tant, amb aquest treball també m’he proposat donar a conéixer una mica més

els OoC en I'ambit de la medicina.
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10. Agraiments

A l'equip que forma TissUse GmbH per donar-me 'oportunitat de poder realitzar les practiques
amb ells i aixi ensenyar-me el mdén dels OoC. Les practiques van ser font d’inspiracié per fer el

treball i voler conéixer més sobre el tema.

Donar les gracies a la meva familia per transmetre’m positivitat i estar al costat per donar-me

suport quan ho necessitava.

Per ultim, perd no menys important, agrair a la meva tutora academica del TFG, Cristina Reguant,
tant per oferir-me consells com també ajudar-me a través de les diverses revisions i comentaris

realitzades del treball.
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