CONTROLTECNICA Soluciones para cultivo de organoides

Influencia del oxigeno fisioldgico en la investigacion
de organoides

Adoptar la fisioxia en el cultivo de organoides: mejorar la
viabilidad, el desarrollo, la reproducibilidad y el impacto
traslacional

Introduccion

El oxigeno es una variable critica pero frecuentemente subestimada en el cultivo
de organoides, ensambloides y esferoides. En incubadoras estandar con CO,, los
cultivos se exponen a niveles de oxigeno cercanos a los atmosféricos (pO, = 130-
160 mmHg; 17-21%), mientras que en tejidos humanos in vivo el oxigeno fisiolégico
es significativamente menor (* 8-85 mmHg; 1-11%)'. Esta discrepancia puede
inducir estrés oxidativo y respuestas celulares no fisiolégicas, comprometiendo la
relevancia bioldgica de los modelos in vitro'2.

: ‘r—u /’Y_\
Human : \ Embryo
‘\ \\¥__/
N/

\‘\‘._"/"‘

iPSCs Cancer/Tumor Tissue ESCs

.\ f
|
v
/_\|
3D Cell Culture “ Organoids
“~

e T S

oS

A2

- Y
Stem Cells & Disease Drug Discovery Infectious  Precision Medicine &
Development Maodefs & Toxcology Disease Regenerative Medicine

@ RIS \ O ' 9

El control del oxigeno durante el cultivo de organoides es un factor clave para
mejorar su fidelidad fisiologica y relevancia traslacional®. Estudios demuestran
que reproducir niveles de oxigeno similares a los in vivo (“fisioxia”) mejora la
viabilidad celular, la diferenciacién, la reproducibilidad y la precisiéon funcional de
los organoides situandose los rangos fisioldgicos mas utilizados tipicamente entre
30y 60 mmHg (2 4-8% O,).
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Oxigeno ambiental y viabilidad de organoides: estrés metabdlico y nucleos
necroéticos

El oxigeno atmosférico estandar (= 160 mmHg; 21% O,) suele ser hiperdxico para
muchos tejidos, lo que incrementa el estrés oxidativo y puede alterar el
crecimiento y la diferenciacion’®. Ademadas, a medida que los organoides
aumentan de tamafno, la difusion limitada de oxigeno genera gradientes
pronunciados: las regiones centrales pueden volverse hipdxicas o anéxicas, dando
lugar a nucleos necréticos y heterogeneidad celular®.

Reducir el oxigeno ambiental a niveles fisiologicos mitiga estos efectos,
acercando tanto la periferia como el nucleo del organoide a condiciones
metabodlicas mas representativas del entorno in vivo. La implementacion de
herramientas especificas para el control y la monitorizacion del oxigeno permite
aplicar de forma practica la fisioxia en el laboratorio, mejorando la calidad,
consistenciay relevancia biolégica de los modelos de organoides.

El control del oxigeno externo no elimina por completo la hipoxia central en
organoides de gran tamano, ya que la difusion sigue siendo un factor limitante en
ausencia de vascularizacién o perfusion. Sin embargo, el cultivo en condiciones de
fisioxia reduce de forma significativa el estrés oxidativo cronico en las capas
externas y retrasa o atenua la formacién de nucleos necréticos, mejorando la
viabilidad global del organoide®®°.
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El papel del oxigeno en el desarrollo y funcidn de los organoides

Mas alla de su papel metabdlico, el oxigeno actiia como una sefnal reguladora
clave del desarrollo celular. En tejidos in vivo, los nichos de células madre suelen
encontrarse en ambientes hipdxicos (* 1-5% O,)', donde se activan vias
dependientes de HIF que controlan la autorrenovacion, la proliferaciéon y la
diferenciacion. Reproducir estos rangos en cultivos de organoides permite que
estos programas biolégicos operen de forma mas fisiologica.

El cultivo fisioxico favorece la preservacion de células madre y progenitoras,
favoreciendo el crecimiento sostenido y una diferenciacién méas controlada™?. En
distintos modelos de organoides, niveles reducidos de oxigeno se han asociado
con arquitecturas tisulares mas realistas y patrones de expresion génica mas
cercanos a los del tejido humano®°. La combinacion de fisioxia con tecnologias
de perfusion o microambientes 3D mejora la entrega de oxigeno, reduce la
apoptosis central y promueve una maduracién funcional superior*®.

En conjunto, el control preciso y reproducible del oxigeno
permite transformar una limitacion fisica en una ventaja
experimental, elevando la calidad, estabilidad y relevancia

biolégica de los modelos de organoides.

Main organs Lymphoid organs

Air at sea level
(pO, ~ 160 mmHg)

Brain

AP~ Thymus

(pO, < 10 mmHg)
Lung
(pO; ~ 40 mmHg)

Lymph nodes
Arterial blood (pO, < 4-46 mmHg)

(PO, ~ 80-100 mmHg)

Spleen

Liver (pO, ~ 4-34 mmHg)

(pO, ~ 40 mmHg)

Kidney
(pO, ~ 70 mmHg)

Bone marrow
(pO, < 10 mmHg)
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El control fisiolégico del oxigeno tiene un impacto directo en la maduracién y
organizacion de los organoides. Dado que muchos organoides representan
estados fetales o de desarrollo temprano, donde el bajo oxigeno es la norma,
adaptar las condiciones de cultivo a estos niveles fisiolégicos permite que los
programas de desarrollo celular se activen de forma mas natural, evitando
respuestas de adaptacion a la hiperoxia y mejorando la fidelidad bioldgica del
modelo.

Reproducibilidad y consistencia experimental

Aunque la mayoria de las incubadoras y camaras de hipoxia regulan el oxigeno en
porcentaje, este enfoque no garantiza condiciones equivalentes entre
experimentos, ya que un mismo “5% O,” puede corresponder a diferentes
presiones parciales segun la altitud, la presion barométrica o las condiciones
ambientales del laboratorio®.

El control preciso del oxigeno

es clave paralar EPTOdUCibilidad en el cultivo de organoides.

v Reproducibilidad real
v Eliminacién de variables ocultas
v Mayor estabilidad

v Menor estrés por reoxigenacion
v Datos mas consistentes

v" Flujos de trabajo robustos y

02 20.0 mmHg
Low" e tich predecibles

Relevancia traslacional en la modelizaciéon de enfermedades y el
descubrimiento de farmacos

Eloxigeno es un componente clave del microambiente de muchas enfermedades
y no puede ignorarse en modelos de organoides. Cultivar organoides en oxigeno
ambiente omite una variable critica del entorno patolégico’.
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En oncologia, la hipoxia tumoral esta estrechamente asociada con invasividad,
reprogramacion metabdlica y resistencia terapéutica'. Modelos celulares
manejados en condiciones fisioldégicas de oxigeno muestran diferencias
significativas en senalizacion y sensibilidad a farmacos frente a cultivos
hiperéxicos, lo que sugiere que los organoides tumorales pueden revelar fenotipos
clinicamente relevantes solo cuando el oxigeno se ajusta a niveles in vivo®. Ademas,
el oxigeno también modula la respuesta inflamatoria.

Incorporar niveles de oxigeno fisiolégico en los flujos de trabajo con organoides,
mejora la reproducibilidad de estudios mecanicistas y ensayos de farmacos
reduciendo falsos positivos y mejorando la relevancia traslacional.

Desafios y consideraciones en el cultivo fisiolégico

e Control preciso y reproducible del oxigeno.

e Optimizaciéon segun el tipo de organoide. Ajustar la fisioxia al tejido
especifico maximiza viabilidad y fidelidad biolégica®®.

e Minimizacion del estrés por reoxigenacion. Manipular los organoides
dentro de atmodsferas controladas preserva la integridad celular.

e Mayor relevancia fisiolégica y reproducibilidad. Implementar fisioxia
reduce la heterogeneidad celular, mejora la diferenciacién y permite
resultados experimentales mas consistentes y predictivos.

e Transformar la complejidad en ventaja experimental. Un control de
oxigeno bien disefado convierte una variable critica en un factor que
potencia la calidad de los organoides y la reproducibilidad de los datos.

HypoxyLab: imitando realmente el oxigeno in vivo

La estacion de trabajo HypoxyLab™ fue disefiada precisamente para abordar estos
problemas de control y reproducibilidad.

HypoxyLab es una estacion de trabajo compacta de sobremesa que recrea una
atmosfera totalmente controlada para el cultivo celular, incluyendo un control
preciso del oxigeno, CO,, temperaturay humedad. HypoxyLab mide y controla el
oxigeno en unidades de presién parcial (mmHg o kPa) garantizando consistencia
entre laboratorios y estaciones de trabajo gracias a la compensacién automatica
de cambios en la presion barométrica®’.
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Ademas, HypoxyLab esta controlado
contra contaminacién y disefado
ergondmicamente, con una escotilla de
transferencia de entrada rapida vy
espacio de trabajo interior
transparente. Los investigadores
pueden realizar cambios en los medios,

pasajes O imagenes sin exponer
repetidamente los cultivos al aire
ambiente.

OxyLite: mediciéon de medios y oxigeno
organoide en tiempo real

HypoxyLab™y OxyLite™ trabajan de forma
complementaria para transformar el
oxigeno en una variable experimental
totalmente controlada y cuantificada.
Mientras  HypoxyLab  establece vy
mantiene con precision la presion parcial
de oxigeno, Oxylite verifica en tiempo

Soluciones para cultivo de organoides

La versatilidad de este equipo
permite recrear ambientes fetales
para desarrollo de tejidos, rangos
tumorales para modelos de cancer o
fisioxia saludable para crecimiento
basal, asegurando que los
organoides crezcan, se diferencieny
respondan a intervenciones bajo

condiciones precisas y
documentadas asegurando
resultados experimentales

consistentes.
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real el oxigeno que realmente experimentan los organoides.
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En conjunto, HypoxyLab™ + OxyLite™ convierten el control del oxigeno en una
ventaja experimental, permitiendo a los cientificos trabajar con organoides bajo
condiciones definidas, medibles y comparables, desde el disefio del
experimento hasta la interpretacion de los resultados.

e Control preciso + medicion directa. HypoxyLab regula el oxigeno
compensando automaticamente los cambios de presion barométrica
garantizando condiciones reproducibles entre laboratorios. OxyLite, mide
directamente el oxigeno disuelto en medios de cultivo o matrices 3D,
confirmando la equilibracidon y revelando gradientes.

e Visibilidad sobre el metabolismo del organoide. Integrar OxyLite permite
monitorizar la cinética de consumo de oxigeno, identificar limitaciones por
difusién y optimizar tamanos, densidades o regimenes de perfusién de los
organoides.

e Mayor reproducibilidad y relevancia fisiolégica. Estas plataformas
reducen la variabilidad oculta, evitan suposiciones y proporcionan
condiciones documentadas y fisioldgicamente relevantes para desarrollo,
modelado de enfermedad y descubrimiento de farmacos.

Conclusiones

Para aprovechar plenamente el potencial de los organoides es esencial recrear no
solo las células y matrices adecuadas, sino también un entorno fisiolégicamente
relevante. El oxigeno es un factor central. Ajustar el cultivo de organoides a
niveles fisioldgicos de oxigeno mejora con frecuencia la viabilidad, la diferenciacion
y la fidelidad funcional. La combinacién de HypoxyLab y OxyLite permite pasar de
asumir el oxigeno a definirlo, controlarlo y verificarlo, mejorando la
reproducibilidad y relevancia biolégica de los modelos organoides.
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