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1. CARACTERITZACIO DELS SISTEMES CEL-LULARS TUBULARS RENALS

1. En céllules PCT3 i HK-2 els farmacs SANDIMMUN® i el Cremophor® EL sén molt toxics a dosis
elevades, concretament a 20 i 50 yM. La toxicitat causada per la CsA (CaLBiocHEM®) comenga a
evidenciar-se a partir de la dosi 10 uM. Aquesta toxicitat en cap cas és tant elevada com en la resta

de farmacs.

2. La concentracio 10 uM de CsA és una dosi llindar que provoca la disminucié de la viabilitat cel-lular
24 hores després del tractament. Dosis inferiors no afecten a la viabilitat cel-lular sigui quina sigui la
durada del tractament. Dosis superiors de CsA causen un augment de la toxicitat cel-lular de manera

temps dependent. La CsA només és toxica en cél-lules d’origen renal (PCT3, PR10 i HK-2).

3. El rang de concentracions de CsA entre 0 i 1 uM provoquen una disminucié de I'activitat deshi-
drogenasa mitocondrial (MTT) durant els 5000 primers segons després del tractament en cél-lules
PCT3 i HK-2. Després de 2-7 h de tractament les cél-lules PCT3 i HK-2 recuperen I'activitat deshi-

drogenasa mitocondrial perduda en els moments inicials.

6. El tractament de cél-lules HK-2 i PCT3 amb la dosi 10 yM de CsA durant 24 hores produeix una
dismunicié del percentatge de cél-lules en fase S. Aquesta disminucié correlaciona amb un augment
del nombre cél-lules en fase GO/G1 per la linia cel-lular HK-2 i amb un augment del nombre de cél-

lules en fase G2/M per les cél-lules HK-2.

7. El tractament de cél-lules HK-2 amb CsA provoca una disminucié del consum d’oxigen. El consum
d’oxigen disminueix al augmentar el temps de tractament seguint el model de cinética doble recipro-

ca o de Michaelis-Menten.

8. El tractament amb CsA de cél-lules HK-2 i PCT3 crescudes en un medi lliure de sérum i de fac-
tors de creixement apareix I'apoptosi a les concentracions de 100 i 1.000 nM. Quan es creixen les
cél-lules en un medi de cultiu complet es detecta apoptosi a les dosis de 10 i 20 yM. Els factors de
creixement i el serum retarden 'aparicié de la mort cel-lular per apoptosi.

Les cellules PCT3 s6n més sensibles a I'apoptosi que les cél-lules HK-2

2. ESTUDI PROTEOMIC DIFERENCIAL | IDENTIFICACIO DE PROTEINES IMPLICA-
DES EN LA TOXICITAT RENAL PRODUIDA PER LA CsA

1. El tractament de les cél-lules PCT3 durant 24h amb la dosi de CsA 10 uM provoca l'aparicié de
la majoria de canvis d’expressio proteica. L'expressiod proteica pot augmentar, disminuir, aparéixer o

desapareéixer respecte la situacio control.
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2. L'analisi protedomic comparatiu entre ce-lules PCT3 i cél-lules PCT3 tractades amb 10 uM de CsA
detecta 72 proteines diferencialment expressades, 38 de les quals han estat identificades. Un 34%
de les proteines identificades augmenten la seva expressio al ser sotmeses al tractament amb la

CsAii el 66% la disminueixen.

3. Amb l'ajut de diferents eines informatiges, les proteines identificades s’han classificat en 6 cate-
gories diferents: metabolisme de proteines (20%), resposta al dany cel-lular (21%), organitzacié cel-
lular i citoesquelet (20%), metabolisme energetic (13%), cicle cel-lular (11%) i metabolisme d’acids

nucleics (7%).

4. ’analisi de gels bidimensionals pot revelar canvis proteics importants des d’'un punt de vista fisi-

opatologic, que poden passar desapercebuts analitzant gels d’'una dimensio.

5. El comportament de I'expressio de les proteines a-B-cristalina, RACK-1i NACA en cél-lules PCT3
tractades amb la dosi de 10 uM de CsA és molt similar al comportament observat en ronyons de

ratolins tractats amb CsA.

6. El mapa proteic de les cél-lules HK-2 s’assembla al mapa proteic de les cél-lules PCT3. Aquest
estudi ens ha permes validar les cél-lules PCT3 com a model per a I'estudi de la toxicitat causada

per la CsA.

3. ELIMINACIO DE L’EXPRESSIO GENICA DE LES CICLOFILINES A | B. ESTUDI DE
L’EFECTE DE LA CsA EN ABSENCIA DELS SEUS RECEPTORS, LA CyPA | LA CyPB

1. La disminuci6 de la viabilitat dels clons cel-lulars amb una de les dues ciclofilines interferides s'’ini-

cia a la concetracié 20 uM de CsA.

2. La mort cel-lular per apoptosi en el clons cel-lulars amb la CypA o la CypB interferida és present
a les dosis de 10 20 uM de CsA

3. Els clons que presenten un 75% de la CypA interferida s’adhereixen a la placa més lentament que

la resta de clons. Com a conseqiéncia arirben més tard a la confluéncia.

4. L'analisi protedmic comparatiu entre els clons interferits amb la CypA i els clons control negatiu
detecta 49 proteines diferencials de les quals 25 han estat identificades. D’aquestes un 12% pre-
senten la seva expressio augmentada i un 88% disminuida. L'analisi proteomic comparatiu entre els
clons interferits amb la CypB i els clons control negatiu detecta 68 proteines diferencials de les quals

21 han estat identificades. D’aquestes un 9.5% presenten la seva expressié augmentada i un 90.5%
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disminuida. De totes aquestes proteines 13 s6n comunes quan es silencien les ciclofilines, 11 sén
comunes a la interferéncia de les ciclofilines i al tractament cel-lular amb CsA. Tres proteines sén

exclusives de la interferéncia de la CypB i 2 de la CypA.
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