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1. RESUMEN

El tubulo proximal es el primer segmento tubular de la nefrona y uno de los mds implicados en
la reabsorcidn y secrecién de sustancias. Debido a su importante actividad metabdlica y a una
elevada exposicidn a citotdxicos, es una de las principales dianas en el rifién en el organismo
para el desarrollo de nefrotoxicidad inducida por farmacos. La evaluaciéon de la toxicidad
producida en el organismo es un aspecto fundamental en el desarrollo de nuevos farmacos. En
la actualidad, los sistemas de cultivo 2D no son capaces de reflejar la respuesta real del
organismo por la falta de especificidad del modelo y comprometen la extrapolacidn de in vitro
a in vivo. Por este motivo el desarrollo y empleo de una nueva aproximacién que mimetice el
entorno celular in vivo puede resultar de gran interés.

En este trabajo se expone el desarrollo y caracterizacién de un sistema de cultivo 2.5D en el que
las células epiteliales de tubulo proximal RPTEC/TERT1 forman estructuras tubulares. Las células
cultivadas sobre un hidrogel compuesto por coldgeno tipo | y matrigel y cubiertas por un medio
de cultivo suplementado con 5% de matrigel adquieren una arquitectura tubular. Los tubulos
formados in vitro cuentan con una capa de células polarizadas que delimitan el lumen del tubulo
y entre las que se establecen uniones estrechas confirmando la consistencia de la estructura. El
estudio de nefrotoxicidad realizado en este modelo tras el tratamiento con cisplatino permite
evaluar la sensibilidad de las células RPTEC y demuestra que el cisplatino tiene un efecto
negativo dependiente de la dosis sobre la viabilidad celular. Asi, el modelo descrito puede ser
util para investigar los procesos implicados en morfogénesis tubular y evaluar la nefrotoxicidad.

ABSTRACT

The proximal tubule is the first tubular segment of the nephron. It is greatly involved in
reabsorption and secretion of many substances. Due to its important metabolic activity and its
high cytotoxic exposition, the proximal tubule is a main target for drug-induced nephrotoxicity.
Evaluation of toxicity is a basic step in the development of new drugs. Currently, 2D cell culture
are unable to reflect clinal response owing to the lack of specificity and compromise in vitro-in
vivo extrapolation. Therefore, a new method mimicking cellular environment could be
interesting.

Here, the development and characterization of a 2.5D culture system is described. Proximal
tubule epithelial cells RPTEC/TERT1 form tubular structures when cultured above a gel
composed by collagen type | and Matrigel and covered by medium supplemented with 5%
Matrigel. Tubules created in vitro are characterized by a cell polarized monolayer delimiting the
tubule lumen. Cells establishing tight junctions confirm the consistency of the structure.
Nephrotoxicity analysed in this model after cisplatin treatment permit the evaluation of RPTEC
sensibility and demonstrate cisplatin has a dose-dependent negative effect on cell viability.
Thus, the model described could be useful to investigate tubular morphogenesis process and to
evaluate nephrotoxicity.



2. INTRODUCCION

El rifdn desempefia un papel fundamental en la homeostasis del organismo a través de la
filtracidn sanguinea y la posterior reabsorcién de sustancias esenciales como glucosa,
aminodcidos, agua y varios iones.

Es un érgano muy potente y eficiente, capaz de manejar 180 L de filtrado plasmatico al dia para
finalmente excretar un uno por ciento de ese volumen en forma de orina que contiene
productos de desecho como urea y amonio. (1,2)

Son precisamente la elevada actividad metabdlica del rifién y la exposicidn a agentes citotdxicos
las responsables de la alta incidencia de enfermedades renales. La insuficiencia renal aguda (IRA)
se caracteriza por una disminucién de la funcién renal con la consecuente acumulacion de
toxinas, retencién de agua y sodio y desarrollo de hiperpotasemia y acidosis metabdlica. (3) Un
18-27% de los casos de IRA se deben a nefrotoxicidad inducida por farmacos y, aunque algunos
de estos casos son reversibles, también puede haber casos que deriven en una enfermedad
cronica. La insuficiencia renal crénica (IRC) resulta en necrosis tubular, inflamacion
tubulointersticial y fibrosis, efectos mas graves que los producidos por IRA y que resultan en que
el 13% de los pacientes necesite dialisis continua y el 41% un trasplante de rifion. (4)

Estos datos revelan la importancia del desarrollo de nuevos modelos in vitro que mejoren la
capacidad de estudio de la funcidn renal. El problema de los modelos actuales, que consisten en
cultivos en monocapa (2D), es que no reproducen el complejo ambiente que encontramos in
vivo, por lo que los resultados obtenidos en ensayos funcionales realizados con estos modelos
no corresponden con la respuesta real del organismo. Esta falta de reproducibilidad del
ambiente in vivo sumada a una pérdida de diferenciacion de la linea celular comprometen las
extrapolaciones de in vitro a in vivo.

Las principales ventajas de los cultivos celulares clasicos es que son simples, de bajo coste y
facilitan la proliferacion y multiplicacidn celular, proporcionando un gran niumero de células en
cada cultivo. Sin embargo, ahora no solo buscamos multiplicacién sino también diferenciacidn,
es decir, un mantenimiento por parte de las células en cultivo de las caracteristicas propias de
su fenotipo. Atendiendo a estas necesidades se plantean dos retos; el primero, conseguir un
gran numero de células con un fenotipo renal, y el segundo, conseguir mantener en el tiempo
las actividades celulares de dicho fenotipo. Hasta el momento, para hacer frente a estos retos,
contamos con dos aproximaciones posibles:

1. Cultivos celulares primarios

Por definicidon un cultivo celular primario es aquel que crece a partir de un tejido o a partir de
células individualizadas obtenidas del tejido original. Esta aproximacién presenta los problemas
de desdiferenciacion y senescencia.

2. Lineas celulares inmortalizadas

Existen varias técnicas de inmortalizacion que posibilitan que las células adquieran la capacidad
de proliferar indefinidamente. Uno de los mecanismos mas utilizados es la transformacion con
el antigeno largo del virus SV40 que es capaz de inactivar proteinas implicadas en el control de
la proliferacién celular. Otro mecanismo consiste en la transfeccién de la subunidad catalitica de



la telomerasa que desencadena una actividad constitutiva de la enzima y consecuentemente las
células pueden dividirse indefinidamente. Sin embargo, la inmortalizacidon no garantiza que las
células conserven su fenotipo, por lo que con esta segunda aproximacion superamos el
problema de la senescencia que presenta la primera aproximacién, pero no el de
desdiferenciacion.

Debido a las limitaciones que presentan estas dos herramientas, se ha hecho necesario el
desarrollo de una nueva aproximacion que hiciera frente a los dos problemas simultaneamente.
Modelos 3D tubulares que simulan determinadas partes de la nefrona se han utilizado para el
estudio funcional del rifién. Por ejemplo, modelos de tubulo proximal en los que las células de
un cultivo, inicialmente en monocapa, se organizan formando tubulos y manteniendo la
diferenciacidn. Para comprender la importancia de la especializacidn de estas células en primer
lugar se deben conocer las caracteristicas estructurales, morfoldgicas y la composicion de esta
region tan importante de la nefrona, el tubulo proximal. (5)

2.1. Nefrona

En el ser humano, cada rifién esta formado por 1 milldn de nefronas aproximadamente. La
nefrona es la unidad estructural y funcional basica del rifién en la que se diferencian dos partes:
el corpusculo renal y el sistema tubular. Por un lado, el corpusculo renal tiene una forma esférica
y esta formado por una red de capilares encargados de la filtracion del plasma, que forman el
glomérulo y estan rodeados por la capsula de Bowman. Por otro lado, el sistema tubular consiste
en una estructura longitudinal con células epiteliales diversas cuya estructura y funcién varia de
un segmento a otro. Atendiendo a los criterios de morfologia, los patrones de expresién proteica
y las actividades especificas se pueden diferenciar varias partes a lo largo de la nefrona: tibulo
proximal, asa de Henle, tubulo distal y tubulo colector. (1,2)
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2.2. Tubulo proximal

El tubulo proximal (TP) es el primer fragmento tubular y constituye el segmento mas largo de la
nefrona. Las paredes de este segmento estdn formadas por una monocapa de células epiteliales
polarizadas unidas por un conjunto de uniones intercelulares que forman una barrera entre el
compartimiento apical o luminal y el compartimiento basal (6). La superficie luminal de las
células del TP cuenta con microvellosidades que constituyen el borde en cepillo, una estructura
cuya morfologia incrementa el area de superficie y favorece procesos, como la reabsorcién, en
los que las células necesitan una gran superficie de contacto con la sustancia implicada para
resultar efectivos. Las células epiteliales tienen un complejo sistema de uniones formado por las
uniones estrechas, uniones adherentes y desmososmas. Las uniones estrechas separan los
dominios apicales y basales, forman puntos de adhesidon entre las células y regulan el
movimiento paracelular de iones y moléculas ademas de participar en la polarizacidn de las
células epiteliales impidiendo el movimiento libre de lipidos y proteinas a través de la membrana
plasmatica. ZO-1 es una proteina que forma parte del complejo proteico que forma las uniones
estrechas y se encarga de unir las diferentes proteinas que forman el complejo entre ellas y
también de la interaccidn de estas con el citoesqueleto. (7)

De todos los componentes estructurales de la nefrona, el tubulo proximal es responsable de la
mayor parte de la reabsorcién y secrecidn de sustancias. Sus células tienen una intensa actividad
metabdlica y cuentan con un gran numero de mitocondrias que sostienen los procesos de
transporte activo. De esta forma, el tubulo proximal presenta multiples sistemas de transporte
implicados en estos procesos. Por un lado los aniones son captados a través de los
transportadores de aniones organicos (OAT) 1 y 3 localizados en la membrana basolateral y
secretados por proteinas de resistencia a multiples farmacos (MRP) 2 y 4 a través de la
membrana apical. Por otro lado, los cationes son captados por el transportador de cationes
organicos (OCT) 2 y eliminados por proteinas de extrusion de multiples farmacos y toxinas
(MATE) 1y 2 y por la glucoproteina-P o proteina de resistencia a multiples farmacos 1. (8)

El epitelio del tubulo proximal es una estructura compleja revestida por una matriz extracelular
(ECM) formada por coldgeno |, proteoglicanos y glucosaminoglicanos, y que tiene un papel
fundamental en la morfogénesis del tdbulo durante el desarrollo. El entorno de las células es
muy importante para su diferenciacidn, concretamente la interacciéon con la membrana basal
compuesta por laminina, coldgeno IV y fibronectina. La unién de las integrinas y otros receptores
transmembrana con estos componentes de la membrana basal desencadena una serie de vias
de sefializacién que median la diferenciacion. (9,10)

Tal y como se ha descrito, todas las interacciones a las que estan sometidas las células RPTEC
junto con los sistemas de transporte con los que estan equipadas son fundamentales para la
actividad de estas células. Por esta razén son considerados factores determinantes de su
funcionalidad y por lo tanto puede ser de gran interés el desarrollo de nuevos modelos de cultivo
que faciliten el mantenimiento de las caracteristicas fisioldgicas de las RPTEC.



2.3 Modelos tubulares renales

Con el fin de conservar todas las funciones del tubulo proximal nombradas anteriormente y que
los cultivos celulares se mantengan diferenciados en el tiempo, se han desarrollado los modelos
tubulares renales. Su construccidn se basa en métodos elaborados de cultivo en el que se facilita
un ambiente adecuado que desencadena la formacién de los tubulos.

2.3.1. Modelos 2.5D

Células de origen renal como las RPTECs retienen su capacidad de desarrollar estructuras
tubulares cuando se cultivan en las condiciones apropiadas. Las células se colocan sobre una
capa de gel, cuya naturaleza quimica y propiedades fisicas son criticas para la formacién de
dichas estructuras, y se cubren con un medio suplementado con factores de crecimiento que
inducen la tubulogénesis. Este sistema de cultivo se denomina 2.5D y resulta muy util para
estudiar los fundamentos de la morfogénesis celular.

El colageno de tipo | es el principal componente de la matriz extracelular que esta en contacto
con las RPTECs in vivo y por lo tanto es el sustrato mas utilizado en la elaboracidn de estos geles.
También es posible utilizar matrigel, una matriz compleja procedente de un tumor estromal que
contiene una mezcla de compuestos que forman parte de la membrana basal y ademds
proporciona factores de crecimiento. (11)

2.3.2. Modelos 3D

Los sistemas de cultivo 3D se basan en el mismo fundamento que los cultivos 2.5D. La principal
diferencia es que en este caso las células no se situan sobre el gel sino dentro de este. Se ha
comprobado que las células mezcladas con una matriz de coldgeno o matrigel son capaces de
formar estructuras tubulares de manera espontdnea tras la polimerizacién de la mezcla.

En estos modelos las células quedan embebidas en el gel por lo que la disponibilidad de los
nutrientes proporcionados a través del medio de cultivo como la eliminacidén de los productos
generados por las células dependen de su difusién a través del gel. De esta forma los ensayos
funcionales realizados en base al consumo o produccién de estas sustancias estan condicionados
por esta caracteristica del modelo.

Las células renales cultivadas en sistemas 2.5 D y 3D presentan mayor expresion de marcadores
funcionales y una mayor sensibilidad a nefrotoxinas (12), lo que puede afirmar la importancia
de un modelo de tubulogénesis que posibilite la realizacién de estudios funcionales mas
representativos. Este tipo de cultivo aplicado en células de TP deberia proporcionar un modelo
mas proximo y similar a la morfologia del tubulo proximal in vivo y por lo tanto la respuesta
observada en él se deberia acercar mas a la respuesta real del organismo que la respuesta
generada en un cultivo tradicional 2D. Ademas, el estudio de la morfogénesis tubular ha sido
fundamental a la hora de establecer el papel que desempenfian las interacciones célula-célula o
las interacciones célula-matriz en la diferenciacion celular renal. Por estas razones, los modelos
2.5Dy 3D no solo son necesarios para estudiar la respuesta del organismo ante la nefrotoxicidad
producida por algunos farmacos sino también para entender el funcionamiento y los principios
basicos de la actividad renal. (5)



Tabla 1.
Aspectos positivos y negativos de modelos renales de cultivo in vitro.
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2.4 Nefrotoxicidad

Las células epiteliales renales del tubulo proximal son una de las principales dianas afectadas
por la nefrotoxicidad inducida por farmacos debido a su papel en la concentracion del filtrado
glomerular y en el transporte y metabolismo de dichos farmacos. Algunos farmacos utilizados
en el dmbito clinico y en situaciones como cancer, sepsis, trasplantes y diagndstico de imagen
pueden generar dafios renales. En este grupo de farmacos se incluyen aminoglicésidos,
vancomicina, cisplatino y agentes de contraste ionizados para radiografia. (3)

Concretamente, el cisplatino es el farmaco utilizado en los ensayos de nefrotoxicidad realizados
en este trabajo. Es un compuesto de platino efectivo en la terapia de numerosos carcinomas,
sarcomas y linfomas. Tras el tratamiento quimioterapico, se acumulan grandes cantidades de
cisplatino en el rifidn, particularmente en el tibulo proximal. Este farmaco atraviesa las células
epiteliales del tubulo proximal a través del transportador de cationes organicos (OCT2). La
entrada en las células provoca dafios en el ADN tanto nuclear como mitocondrial y esto conduce
a la apoptosis de las células del tubulo proximal, causando un dafio renal agudo. (3)



2.5 Antecedentes

Durante muchos afios los cultivos 2D se han utilizado para estudiar la fisiologia, farmacologia y
patologia renales. En las ultimas décadas el estudio de la influencia del microambiente celular
sobre la morfogénesis se ha apoyado en la utilizacién de cultivos tridimensionales basados en
geles de colageno.

Se ha descrito un sistema de cultivo que permite que una linea celular de epitelio renal canino
Madin-Darby (MDCK) forme estructuras tridimensionales cuando se coloca entre finas capas de
gel que actuan simulado una matriz extracelular. Cuando las células MDCK se cultivan en un gel
de colageno tipo | forman estructuras polarizadas denominadas quistes, demostrando que este
microambiente controlado promueve la morfogénesis epitelial. (13) Otros tipos celulares como
la linea inmortalizada de células corticales epiteliales renales humana muestran un desarrollo
mas avanzado de estructuras tubulares 3D cuando se cultivan en una mezcla de matrigel y
colageno tipo 1. (12)

Las aproximaciones mds recientes se basan en la aplicacién de aparatos de microfluidica que
permiten el cultivo de células en canales de perfusidn. Con estos sistemas se pretende recrear
la fisiologia de un tipo celular particular y conseguir una respuesta lo mas similar posible a la
generada in vivo. (14)

En el presente trabajo se utiliza la linea celular RPTEC/TERT1, una linea inmortalizada de células
epiteliales de tubulo proximal renal humano. Estas células se caracterizan por un crecimiento
ilimitado mientras mantienen la expresion de marcadores especificos, morfologia epitelial,
uniones estrechas funcionales y actividad transportadora. Los estudios acerca de la capacidad
morfogénica de estas células son escasos, lo que ha despertado el interés en la utilizacién de
esta linea celular para analizar el procedimiento de tubulogénesis.



3. HIPOTESIS

Los modelos de cultivo convencionales de células renales no constituyen una herramienta fiable
para predecir la respuesta del organismo porgue no se asemejan lo suficiente a la organizacion
y morfologia real de las diferentes estructuras del rifidn in vivo. Por esta razén un modelo mas
proximo a la realidad puede resultar muy util para reducir la falta de reproducibilidad de la
respuesta celular frente a tdxicos y para el estudio de los mecanismos involucrados en la
reparacion tras un dafio renal.

3.1 Objetivo general

Desarrollo de un sistema de cultivo en el que las células se mantienen diferenciadas y conservan
su fenotipo de tubulo proximal para evaluar el efecto de la nefrotoxicidad del cisplatino. En este
sistema se desencadena un proceso de tubulogénesis en el que las células, ademds de
diferenciarse, adquieren una estructura tridimensional que mimetiza la morfologia del tibulo in
vivo. Para llevarlo a cabo es necesario proporcionar un ambiente y unas condiciones adecuadas
gue van a favorecer las uniones entre las células y la formacidn de los tubulos.

3.2 Objetivos especificos

1. Tubulogénesis de tubulo proximal in vitro a partir de células epiteliales de tubulo
proximal renal (RPTECs) humanas.

2. Caracterizacién genotipica de las células utilizando marcadores proteicos tanto de
epitelio como especificos de diferentes segmentos de la nefrona.

3. Evaluacion de la expresién y localizacidn subcelular de marcadores epiteliales en las
estructuras tubulares mediante inmunofluorescencia.

4. Estudio de la viabilidad celular tras el tratamiento con cisplatino y comparacion de la
supervivencia celular en el modelo tubular y en un sistema clasico de cultivo.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivo celular

La linea celular de trabajo es RPTEC/TERT1, una linea de células epiteliales de tubulo proximal
renal humano inmortalizada utilizando la subunidad telomerasa transcriptasa reversa humana
(hTERT). Las células se mantienen en incubador a una temperatura de 37°Cy en una atmdsfera
de 5% CO, en medio BioWest 5 (BW5C). Este medio contiene DMEM-F12 (BioWest) con 5 mmol/I
de glucosa, HEPES (Biochrom AG L1613) a una concentracion de 10mM, GlutaMax-I (Gibco
35050-038) 2mM, 10ng/ml hEGF (Sigma E9644), T3 (Sigma T6397) 5 pM, 3.5 ug/ml acido L-
ascérbico (Sigma A4544), 5 pg/ml Holo Transferrina (Merck 616424), 25 ng/ml prostaglandina
E1 (Sigma P8908), 25 ng/ml hidrocortisona (Sigma H0396), 8.65 ng/ml selenito de sodio (Sigma
$5261), 100 pug/ml G418 (InvivoGen ant-gn-5) y 5 pg/ml insulina (Sigma 19278).

Para realizar los subcultivos en primer lugar se lavan las células con PBS (Lonza), después se
afiade tripsina-EDTA 0,05% (Gibco, 25300054) para la separacion de las células y se detiene la
tripsinizacién con un inhibidor de trispsina o DTl (Gibco, R007100). Tras el contaje celular, las
células se subcultivan en una placa de 96 pocillos (25000 cels/pocillo) en la que forman una
monocapa, sirviendo como células control para cada uno de los ensayos realizados. Se hace un
seguimiento diario de los cultivos para examinar el estado de las células y se cambia el medio
de cultivo en dias alternos. Durante los primeros dias tiene lugar un crecimiento de las células y
en el dia 7 es cuando las células han alcanzado por lo menos el 90% de la confluencia, momento
en el que se efectlan los diferentes ensayos.

4.2 Modelo de tubulogénesis 2.5D sobre hidrogeles

Para la tubulogénesis se hace un segundo subcultivo de manera paralela a la placa control de 96
pocillos. Las células se mantienen en cultivo 7 dias de la misma forma que en la placa control.

Los hidrogeles necesarios para la tubulogénesis se preparan en el interior de los pocillos de un
dispositivo de cultivo disefiado para el modelo de angiogénesis (lbidi). Este dispositivo, en
formato portaobjetos (slide) contiene 15 pocillos y cada uno puede albergar un gel de 10 ply
50ul de medio, lo que supone un notable ahorro de reactivos sobre otros dispositivos. Los
hidrogeles estan compuestos por una mezcla de Matrigel (MG) 10% y Colageno tipo | (Col 1) 90%.
Se colocan 10 pl de la mezcla Col | — MG (tabla 3 anexo 1) en cada pocillo del slide y se deja
polimerizar durante 15 minutos.

Se prepara 1 ml de células en una concentracion de 1,8x10° células/ml y se afiade MG a una
concentracion final del 5%. Es decir, a 760 pl del preparado celular se afiaden 40 pl de MG para
tener un volumen final de 800 ul. Una vez polimerizados los hidrogeles, se afiaden 50 pl de la
mezcla con las células en cada pocillo.

4.3 Extraccidn y cuantificacion de ARN

Las células control se cultivan en cinco pocillos de una placa de 96 y las células de tubulogénesis
en un slide completo. Se mantienen en cultivo 7 dias cambiando de medio en dias alternos hasta
que las células control llegan a un 90-100% de confluencia. El ARN de las células control y
tubulogénesis se extrajo utilizando en ambos casos el kit de purificacion de RNA total (cat.
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37500, Norgen Biotek Corp). La tecnologia de purificacién de este kit se basa en la retencién en
columna con resina de afinidad por ARN que permite separar el ARN de otros componentes
celulares sin utilizar fenol o cloroformo. El proceso comienza con el lavado de los pocillos con
PBS y el lisado de las células utilizando el Buffer RL. Se afiade etanol al lisado y se incorpora a
una columna que tiene la resina a la que solo se une el ARN por lo que los contaminantes son
eliminados. Tras tres repeticiones de lavado de columna con el buffer de lavado y centrifugacion,
se afiade el buffer de elucién para recuperar el ARN.

Para cuantificar el ARN y evaluar su pureza se utiliza un espectrofotémetro de micro volimenes
NanoDrop. Se mide la absorbancia a 260 nm y 280 nm que corresponde a la absorbancia de los
acidos nucleicos y las proteinas respectivamente. El ratio 260/280 es un indicativo de la pureza
de la muestra. Este ratio debe estar entre 1.8 y 2 para considerar que la pureza de la muestra es
Optima y si esta por debajo de 1.6 indica la presencia de compuestos aromaticos. También se
mide la absorbancia a 230 nm que es la longitud de onda a la que absorben contaminantes como
sales caotrdpicas, fenoles o glicidos. El ratio 260/230 tiene que estar entre 1.5y 2.2 y si esta por
debajo de 1.5 indica contaminacién por sales, fenoles o glicidos. Una vez cuantificado, el ARN
recuperado se conserva a -80°C hasta su uso.

4.4 RT-PCR

Los transcritos se amplifican utilizando un kit de transcripcidn reversa de alta capacidad de ADNc
que contiene todos los elementos necesarios para la conversién de ARN total a ADNc
monocatenario en una unica reaccién. Se prepara la mezcla de reaccién afiadiendo 1ul de RT
Buffer, 0.4 pl de deoxinucleétidos, 1 ul de cebadores aleatorios, 0,5 pl de transcriptasa reversa
(MultiScribe), 4,2 ul de RNA y agua de biologia molecular hasta completar 10 pl.

La técnica RT-PCR de multiplex permite amplificar diferentes secuencias de ADN de una misma
muestra simultaneamente. En este caso se llevan a cabo 12 reacciones combinadas en 4 mezclas
con 3 parejas de cebadores en cada una de ellas. En la tabla 4 (anexo Il) se recogen los
marcadores incluidos en cada una de las mezclas de amplificacion junto con el tamafio del
fragmento que puede obtenerse si se da la amplificacion y su localizacién.

Tras preparar la mezcla, se coloca en el termociclador siguiendo un programa de 25°C (10
minutos), 37°C (120 minutos), 85°C (5 minutos) y 4°C hasta la recogida de la reaccion del
termociclador.

Una vez realizada la amplificacion se lleva a cabo una electroforesis en gel al 2% de agarosa. Para
obtener un volumen final de 100 ml de gel se mezclan 2 g de agarosa en polvo, 100 ml de buffer
SB y se calienta en el microondas. A continuacidn se deja enfriar y se afiaden 5 ul de bromuro
de etidio, un compuesto que se intercala entre las bases del ADN y genera fluorescencia cuando
se ilumina con luz Ultravioleta. La mezcla se coloca en el soporte una vez nivelado y se deja
gelificar con un peine de 15 puas para formar los pocillos. Se cargan 12 ul de una mezcla formada
por 4 ul de tampdn de carga y 20 pl de muestra en cada uno de los pocillos y se afiade en un
pocillo adicional un marcador de peso molecular de 100 pb, (que cubre el intervalo de 100 a
1000 pb). El tampdn de carga contiene sucrosa o glicerol que aportan peso a la muestra
facilitando que no se salga del pocillo, ademas de conducir la corriente y controlar el pH a lo
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largo del gel. Una vez cargadas las muestras se aplican 200 V durante un periodo de tiempo de
40 minutos. Por ultimo el gel se visualiza en un transiluminador Ultravioleta.

4.5 Expresion y localizacidn subcelular de marcadores epiteliales mediante
inmunofluorescencia

Las células se cultivan en una placa de 8 pocillos y se mantienen en cultivo 7 dias antes de llevar
a cabo la tincidn. Se comparan tres condiciones variando el protocolo inicial de tubulogénesis.
La primera condicidn es el cultivo de las células sobre hidrogel sin 5% de MG en el medio, la
segunda condicidn el cultivo con 5% de MG pero sin gel y la tercera condicidn la combinacion de
ambos, hidrogel y 5% de MG. A continuacidn, se detallan los pasos a seguir para realizar la
inmunotincion. Antes de cada paso se hacen lavados con 200 pl de tampdn fosfato salino (PBS)
1x, compuesto por NaCl (Sigma $9888), NaH,PO, (Sigma S9638) y NaHPO,4 7 H,0 (Sigma S9390),
con el objetivo de eliminar los restos de solucion empleada en el paso anterior.

1. Fijacion de las células que se van a teifiir incubando con paraformaldehido (PFA) 4% durante
30 minutos a temperatura ambiente. El paraformaldehido es un polimero de formaldehido
solido que se disuelve en tampdn PBS 10x para obtener la solucién de trabajo.

2. Permeabilizacion de la membrana incubando las células con tritdon x100 0,2% durante 10
minutos a temperatura ambiente. El tritdn x100 es un detergente surfactante que actua sobre
la superficie de las células provocando la lisis celular por rotura de la membrana plasmatica y
liberacion del contenido citoplasmatico. En la tincion inmunoquimica se utiliza una
concentracién muy baja de este compuesto para que no solubilice la membrana y solo cree
poros a través de los cuales van a entrar todos los elementos utilizados en la tincién.

3. Desactivacion fluorescente incubando con la solucidn de desactivacidn, que contiene PBS 10x,
NH4Cl y agua miliQ, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Este paso es necesario para
rebajar la autofluorescencia del tejido, en este caso de las estructuras 2.5D

4. Bloqueo de las muestras incubando con la solucién de bloqueo, que contiene PBS 10x, BSA,
suero de cabra y agua miliQ, durante 30 minutos a temperatura ambiente. El bloqueo permite
saturar los posibles sitios de unién inespecificos.

5. Adicidn del anticuerpo primario e incubacién a 4°C durante una noche. Los anticuerpos
primarios utilizados son Z0O-1 de conejo (Invitrogen 40-2200) y tubulina acetilada de raton
(Sigma T6793), ambos con una dilucién 1:200 en solucidn de bloqueo.

6. Adicidon del anticuerpo secundario e incubacién a temperatura ambiente en oscuridad durante
una hora. Los anticuerpos secundarios utilizados son Alexa Rb-488 (Invitrogen) para ZO-1, Alexa
Ms-546 (Invitrogen) para tubulina acetilada y Faloidina-TRITC (Sigma P1951) para la actina.
Todos los anticuerpos estan diluidos 1:500 en solucion de bloqueo.

7. Tincién con DAPI (DAPI 5mg/ml 1:1000 en PBS). DAPI es un marcador fluorescente que se une
fuertemente a secuencias de ADN en regiones enriquecidas en adenina y timina por lo que va a
tefiir los nucleos de las células. Tiene un maximo de absorcidn a una longitud de onda de 358nm
(ultravioleta) y un maximo de emisidon a 461 nm (azul). Por lo tanto DAPI es excitado con luz
ultravioleta para después ser detectado a través de un filtro azul.
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La inmunofluorescencia se detecta mediante un objetivo de inmersién 60x en microscopio
confocal Nikon ECLIPSE Ti con software EZ-C1 silver version 3.91.

4.6 Ensayo de citotoxicidad

La determinacion de la viabilidad celular tras el tratamiento con cisplatino es un ensayo que
permite medir la actividad enzimatica de las células basandose en la capacidad metabdlica que
tienen las células viables para reducir el reactivo PrestoBlue (PB). Consiste en una solucion de
resazurina, un compuesto no toxico, no fluorescente de color azul con permeabilidad de
membrana, que al afadirse al medio se introduce en las células y es reducido por estas, pasando
de resazurina a resafurina. La resafurina es de color rojo y fluorescente y se puede medir su
concentracién excitando la muestra con una longitud de onda de 530 nm y midiendo la
fluorescencia a 590 nm. Las células que mantienen su poder reductor son las viables, por lo que
la cantidad de resafurina producida serd proporcional a la viabilidad celular.

El ensayo de citotoxicidad se realiza en una placa de 96 pocillos con las células control en
monocapay en un slide de tubulogénesis. Las células se cultivan siguiendo el protocolo explicado
en el apartado de tubulogénesis y se mantienen 7 dias en cultivo antes de realizar el ensayo.

Se hace de manera simultanea en la placa control (96 pocillos) y en el slide aunque el protocolo
presenta algunas diferencias. En la placa control se elimina el medio y se lava con HBSS antes de
afiadir la solucién de PB 5% (PB 1:20 en DMEM sin rojo fenol). A continuacidn se incuba a 37 °C
durante 30 minutos y se lee la fluorescencia de la placa en el lector (BioTek Synergy HT) durante
20 minutos en los que se realizan dos lecturas. En la placa de tubulogénesis no se lava con HBSS,
la solucién de PB es del 10% y no se incuba antes de las lecturas, que en este caso son 4 en 40
minutos. En ambos casos se mantienen pocillos sin células pero que reciben el mismo
tratamiento para obtener una lectura blanco que se restara a las lecturas del resto de pocillos
con células. De esta forma se elimina el efecto de las diferentes disoluciones utilizadas en el
protocolo.

Un método simple para determinar la densidad celular es la tincién con cristal violeta (CV), un
colorante que interacciona con las proteinas y el ADN. Durante la muerte celular las células
RPTEC que son adherentes se desprenden del fondo de la placa de cultivo. Esta caracteristica se
puede usar para la cuantificacion indirecta de la muerte celular tras el tratamiento con
cisplatino. Para realizar el ensayo es necesario fijar las células con metanol, incubar 30 minutos
con CV 0,1% (Sigma C0775) disuelto en agua destilada y disolver los cristales formados con acido
acético 10% disuelto en agua destilada antes de medir la absorbancia.
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5. RESULTADOS

5.1 Tubulogénesis de células RPTEC

En los sistemas 2.5D el cultivo de las células RPTEC en contacto con coldgeno tipo | y todos los
componentes del matrigel, entre los que se incluyen lamininas, colageno tipo IV, proteoglicanos
como heparan sulfato y factores de crecimiento, favorece la morfogénesis y el desarrollo de
estructuras tubulares.

El protocolo de tubulogénesis comienza con el cultivo de las células RPTEC sobre los hidrogeles
preparados y polimerizados previamente que consisten en una mezcla de MGy Col |, 10% y 90%
respectivamente (Fig. 2). El medio de cultivo que cubre las células adheridas al gel tiene un 5%
de matrigel adicional, lo que implica la presencia de una cierta cantidad de proteinas propias de
la matriz extracelular también en este medio. El resultado de este tipo de cultivo es la formacion
de estructuras tubulares (Fig. 3) similares a las observadas in vivo y el desarrollo de una
arquitectura mas fisiolégica que en los cultivos convencionales 2D.

A
5 & (F @ &
. v @ - < ala ’=“i23"°_‘.ﬁ_ﬁ@¥ Y
| [ |
I I v !
MG 10% + Col 1 90% RPTEC + BW5C + MG 5% RPTEC BWS5C + MG 5%
B

0 horas 24 horas

Figura 2. Esquema representativo del proceso de obtencion del sistema de cultivo 2.5D.
llustracion modificada a partir de recurso obtenido de ibidi GmbH.

A. En el fondo del pocillo de placas IBIDI se coloca la mezcla de MG y Col | que polimeriza
formando una capa de hidrogel. Sobre ella se disponen las células en medio de cultivo BW5C con
5% de MG. Las células caen al fondo y se adhieren al gel. B. Tras 24h en el cultivo se pueden
observar estructuras tubulares.

13



Figura 3. E/ cultivo de células RPTEC sobre hidrogeles induce la morfogénesis tubular. Las

imdgenes han sido tomadas con microscopio Nikon Eclipse TS100.

A. Cultivo 2D de las células RPTEC en placa de 96 pocillos sobre pldstico. Las células forman una
densa monocapa tras 7 dias de cultivo, momento en el que alcanzan la confluencia. En la imagen
aparecen sefialados los domos (flechas blancas), unas estructuras caracteristicas formadas por
este tipo de células en cultivo. B. Cultivo 2.5D de las células RPTEC en slide sobre hidrogel. En
estas condiciones las células desarrollan estructuras tubulares a las pocas horas de iniciar el
cultivo y alcanzan el mdximo desarrollo a las 24h. La region resaltada en el cuadro blanco
corresponde a lo observado en la imagen de mayor aumento y es un ejemplo de las redes
tubulares observadas en estos cultivos 2.5D.
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5.2 Caracterizacion genotipica de las células RPTEC

Una de las metas que se desea alcanzar con los modelos tubulares 2.5D es la maxima
diferenciacién de las RPTEC. Se ha visto que con el cultivo en un ambiente adecuado las células
se disponen en forma de tubulos como consecuencia del contacto con los componentes del MG
y el Col I. Estas estructuras resultantes se aproximan a la arquitectura del tubulo proximal in
vivo, sin embargo, es necesario confirmar que las células mantienen el fenotipo de RPTEC y que
no han perdido diferenciacién o se han diferenciado a un fenotipo diferente.

El estudio de la transcripcién de marcadores epiteliales y marcadores especificos de diferentes
segmentos de la nefrona asi como marcadores funcionales es una de las principales
aproximaciones utilizadas para comprobar el fenotipo de las células y establecer la identidad del
cultivo, ademas de determinar el nivel de heterogeneidad celular.

Tras la extraccion del ARN de las células control y las células de tubulogénesis se realizé una
cuantificacion para conocer la cantidad de material extraido en ambas muestras (tabla 5).

La muestra control es resultado de la extraccién del ARN en 5 pocillos de la placa de 96 y la
muestra de tubulogénesis se ha obtenido con la extraccidn de todos los pocillos en el slide. La
relacién de absorbancia 260/280 préxima a 2 indica que las muestras tienen una elevada pureza
y no hay contaminacion con proteinas. El ratio 260/230 de 1,92 en las células control indica que
no hay contaminaciones por sales. Sin embargo en la muestra de tubulogénesis estd por debajo
de 1,5 lo que indica la presencia de contaminantes. Esta contaminacion se debe a la presencia
del gel en los pocillos. Se puede observar que la cantidad de ARN obtenido en la muestra de
tubulogénesis es muy inferior al de la muestra control. Esto se debe a que la proliferacién de las
células en los tubulos es menor que en la monocapa. Este dato permite ajustar la dilucion de las
muestras para trabajar con la misma cantidad de material en la amplificacion.

Tabla 5.
Cuantificacion con Nanodrop del ARN extraido.

Muestra Concentracién 260/280 260/230
(ng/ul)
Control 124,6 2,07 1,92
Tubulogénesis 31,7 2,01 0,78

En la amplificacién se utilizan 4 mezclas con 3 pares de cebadores cada una que corresponden a
diferentes marcadores de expresidn epitelial y marcadores especificos de diferentes segmentos
de la nefrona (tabla 4 anexo Il). Después de la amplificacion el resultado se separa en una
electroforesis en gel al 2% de agarosa y se toma una imagen en transiluminador ultravioleta

(Fig.4)
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KSP-cadherina (KSP) es un marcador epitelial renal. Megalina y dipeptidil peptidasa IV (DPP4) en
el mix 1, cotranspotador sodio-glucosa (SGLT2) en el mix 2, aminopeptidasa (APN) y Y-
glutamiltransferasa-1 (GGT1) en el mix 3 son marcadores de expresién especificos de tubulo
proximal.Todos ellos, a excepcion de la megalina, aparecen como resultado de la amplificacién
confirmando el fenotipo de las células (Fig. 4). Es posible que la ausencia de banda
correspondiente a la megalina se deba a una menor expresién de este gen. Por otro lado, el
marcador de desdiferenciacion aSMA aparece en la mayoria de los cultivos en los que las células
se encuentran en proliferacion. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es un gen
ubicuo de expresion constitutiva que se utiliza como control interno.

Mix 1 Mix 2 M Mix 3 Mix 4

400

300

200
-

100

Figura 4. Caracterizacion genotipica de las células RPTEC mediante el estudio de la transcripcion
de marcadores epiteliales y marcadores especificos de segmentos de la nefrona a través de la
técnica RT-PCR de alta capacidad. Imagen obtenida con transiluminador Ultravioleta.
Resultado electroforesis en gel 2% agarosa. En el centro del gel se dispone el marcador de peso
molecular (M) con las bandas de 100 a 400 pares de bases sefialadas. Cada mezcla incluye dos
carriles que corresponden a la muestra de las células control (C) y la muestra de las células de
tubulogénesis (T) respectivamente.
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5.3 Expresion y localizacion subcelular de marcadores epiteliales mediante
inmunofluorescencia

Con analisis de inmunofluorescencia se busca una caracterizacién morfoldgica de las RPTEC
utilizando los anticuerpos para ZO-1, actina y tubulina acetilada. Se comparan tres condiciones
variando el protocolo inicial de tubulogénesis para ver si existen diferencias en los tubulos
formados. La primera condicién es el cultivo de las células sobre hidrogel sin 5% de MG en el
medio, la segunda condiciéon el cultivo con 5% de MG pero sin gel y la tercera condicién la
combinacion de ambos, hidrogel y 5% de MG.

El cultivo de las RPTEC sobre una capa de hidrogel pero sin 5% de MG en el medio que las cubre
revela que las células no forman tubulos sino una monocapa confluente y bien definida (Fig. 5).
La tincidon es positiva tanto para ZO-1 como para tubulina acetilada, ambos marcadores
especificos de las células epiteliales.

La utilizacidn de anticuerpo para ZO-1 permite observar una distribucion lineal de la proteina y
confirma la existencia de uniones estrechas entre las células (Fig. 5 A y B). Se emplea un
anticuerpo dirigido a la tubulina acetilada (Fig. 5A) para detectar los cilios, estructuras presentes
en las células epiteliales y que son fundamentales para la regulacién de la morfologia tubular.
La organizacién del citoesqueleto de las células se pone de manifiesto a través de la tincion de
la actina (Fig. 5B). Se observa una polimerizacion de los filamentos de actina que forman las
denominadas fibras de estrés.

Las estructuras tubulares formadas por las RPTEC, tras el cultivo sobre hidrogel y en medio BW5C
con 5% MG, se observan como un conjunto de células RPTEC que se disponen diferenciando dos
compartimentos. La superficie basal de las células queda dirigida hacia el exterior del tubulo y
la superficie apical en contacto con el lumen o interior del tubulo. Estas superficies estan
caracterizadas por una expresion diferencial de proteinas de membrana y sistemas de
transporte implicados en el correcto funcionamiento del tubulo proximal. La expresion de la
proteina de unidn estrecha ZO-1 demuestra la existencia de las unciones estrechas en estas
células (Fig. 6 Ay B). El analisis de la tubulina acetilada es positivo y manifiesta la presencia de
los cilios, que en este caso estan localizados hacia el lumen (Fig. 6A). Por su parte la tincién de
los filamentos de actina muestra que, como ocurre en la monocapa, las células RPTEC con
arquitectura tubular poseen un citoesqueleto con la actina polimerizada y formando fibras de
estrés (Fig. 6B). (15)

El cultivo de las células RPTEC en medio BW5C con 5% MG pero sin una base de hidrogel muestra
el desarrollo de tibulos también en estas condiciones (fig 6C). Sin embargo se pueden observar
algunas diferencias entre los tibulos formados sobre hidrogel y en medio BW5C con 5% MG y
los tubulos formados Unicamente en presencia de MG. Estos ultimos presentan un menor
tamanfio y tienen una estructura mas aplanada. Debido a las diferencias de grosor de los tubulos
observados las imagenes en Z (Fig. 6) no tienen el mismo tamafio en los tres casos ya que tienen
diferente nimero de planos. Se observa también un menor nimero de estructuras tubulares y
una mayor cantidad de pequefias formaciones circulares. De esta forma se confirma que las
condiciones mas favorables para el desarrollo de estructuras tubulares son el cultivo sobre
hidrogeles y en presencia de una pequefia cantidad de MG en el medio.
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Figura 5. Monocapa de células RPTEC-TERT1 situada sobre hidrogel tras 7 dias de cultivo.
Inmunofluorescencia observada con microscopio confocal Nikon ECLIPSE Ti y software EZ-C1
silver version 3.91. Ajuste de las caracteristicas de imagen y composicion de los diferentes

canales con programa de imagen Fiji-Image J. A. La expresion del marcador epitelial ZO-1
(verde) confirma la formacion de uniones estrechas entre las células. El andlisis de tubulina
acetilada (rojo) muestra la formacion de los cilios. B. La tincion de la actina (rojo) permite ver
la organizacion del citoesqueleto de las células. Los filamentos de actina estdn muy
polimerizados y se encuentran formando las fibras de estrés.
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Figura 6. Estructuras tubulares de RPTEC/TERT1. Inmunofluorescencia observada con
microscopio confocal Nikon ECLIPSE Ti y software EZ-C1 silver version 3.91. Ajuste de las
caracteristicas de imagen y composicion de los diferentes canales con programa de imagen Fiji-
Image J. A. Tubulos sobre hidrogel y en medio BW5C con 5% de MG. Los nucleos (azul) estdn
localizados hacia la periferia del tubulo y la distribucion de ZO-1 (verde) confirma la
polarizacion de las células y la existencia de un espacio interior o lumen en el tubulo. B. Tubulos
sobre hidrogel y en medio BW5C con 5% de MG. La tincion de tubulina acetilada revela la
formacion y localizacion de los cilios (flecha blanca). C. Tubulos en medio BW5C con 5% MG sin
hidrogel. Tincion positiva de ZO-1 y tubulina acetilada. Plano correspondiente a la imagen en Z

resaltado con linea discontinua amarilla.
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5.4 Estudio de la viabilidad celular tras el efecto nefrotdxico del cisplatino

Para evaluar si hay un cambio fenotipico en las células RPTEC cuando se usa el modelo tubular
2.5D se empled el nefrotdxico cisplatino. El ensayo de nefrotoxicidad comienza con el
tratamiento de cisplatino (CDDP) tras 7 dias de cultivo. Las células se exponen a diferentes
concentraciones del nefrotdxico durante 24 h y una vez transcurrido el tiempo de tratamiento
se cambia el medio con cisplatino por medio fresco BW5C manteniendo las células 24 h mas en
incubador a 37°Cy en atmdsfera de 5% CO; antes de evaluar los efectos del cisplatino.
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Figura 7. Disefio experimental del ensayo de viabilidad realizado simultdneamente en la placa
de 96 pocillos correspondiente a las células en monocapa y en el slide de tubulogénesis. En la
placa control los pocillos B-H de las columnas 3-5 (cuadro rojo) se exponen a diferentes
concentraciones de cisplatino (0, 5, 15, 30, 50, 100 y 300 uM) por triplicado. En los tres pocillos
superiores (fila A) no se cultivan células y se utilizan para calcular el blanco. En el IBIDI las
concentraciones de cisplatino se disponen por duplicado y se conservan tres pocillos sin
tratamiento como control (cruz roja).

Los efectos producidos por el cisplatino sobre la morfologia de las RPTECs son observables a
simple vista 24 h después del tratamiento tanto en la placa control de monocapa como en el
slide de tubulogénesis.

En las células en monocapa se producen cambios morfolégicos como consecuencia de la muerte
celular en respuesta a la concentracidon creciente de cisplatino. Las concentraciones mas bajas
de 5y 15 uM no tienen un efecto apreciable y las células apenas se diferencian de las células
control que no han sido tratadas (0 uM). A partir de 30-50 uM se ve un mayor efecto y el maximo
se observa en los pocillos de 100 y 300 uM. En los tubulos se observa el mismo efecto
dependiente de la concentracidn de platino, siendo los pocillos con una concentracion de 100 y
300 uM de CDDP los mas afectados por el tratamiento.

20



100 uM 10x 300 uM 10x

Figura 8. Efecto del tratamiento con CDDP (0-300 uM) en slide de tubulogénesis. Imdgenes
obtenidas con microscopio Nikon Eclipse TS100. Las células expuestas a diferentes
concentraciones de CDDP sufren cambios morfoldgicos asociados a la muerte celular. Los pocillos
con concentraciones superiores a 50 uM de CDDP son los que presentan mds diferencias respecto
al control.

La técnica utilizada para analizar la viabilidad se basa en la medida de la actividad reductora de
las células mientras que la densidad se mide con la utilizacién de un colorante que se une al ADN
de las células. Aunque son técnicas con un fundamento diferente ambas permiten conocer la
cantidad de células presentes y contrastar los resultados. Tanto en la placa control con células
RPTEC en monocapa como en el slide de tubulogénesis la viabilidad celular desciende a medida
gue aumenta la concentracidn de cisplatino (Fig. 9A). Esto confirma que los efectos citotdxicos
del cisplatino son dependientes de la dosis de nefrotdxico, tal y como se ha observado en las
imagenes tomadas con el microscopio.

La densidad celular también disminuye con la dosis de cisplatino. La poblacién de células
muertas como consecuencia del tratamiento se separa del fondo del pocillo y se pierde con los
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lavados realizados para la tincidn con CV. El nimero de células muertas es mayor cuanto mayor
es la concentracion de cisplatino, lo que explica por qué se reduce la densidad celular (Fig. 9B).
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Figura 9. Evaluacion de los efectos del cisplatino en el ensayo de nefrotoxicidad. A. Efectos sobre
la viabilidad celular determinada por la fluorescencia de la resafurina. (n=3). B. Efectos sobre la
densidad celular determinada por la medida de la absorbancia tras la tincion con CV. Los
resultados son la media + SD de dos experimentos con 3 repeticiones en A y de un experimento
con 3 repeticiones en B.

Como se puede ver tras la determinacion de la viabilidad celular, no hay grandes diferencias en
el comportamiento de las células en los dos modelos ante el tratamiento con cisplatino y en
ambos casos se produce mayor muerte celular con el aumento de la dosis de cisplatino. Puede
observarse una leve diferencia entre las células cultivadas en monocapa en el sistema 2D y el
modelo tubular 2.5D, siendo este ultimo ligeramente mas sensible al cisplatino. Sin embargo,
esta diferencia no es significativa. En toxicologia la concentracion de tdxico que provoca la
muerte del 50% de las células se denomina EC50 y permite medir la sensibilidad celular. El valor
de EC50 calculado en funcién de la viabilidad celular esta en torno a 50-60 uM de CDDP mientras
que el calculado en funcién de la densidad celular es inferior, en torno a 40-50 uM de CDDP.
Esta diferencia se puede deber a la pérdida de células provocada por los lavados realizados en
el ensayo de PB y CV que hace que en la medida de la densidad celular el nimero de células sea
menor que en la medida de la viabilidad. Como consecuencia es necesario menos cantidad de
CDDP para inducir la muerte de la mitad de la poblacidn celular.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

El cultivo de células epiteliales del tubulo proximal sobre un hidrogel compuesto por colageno
tipo | y matrigel que contiene una mezcla de componentes de la membrana basal supone una
novedosa técnica de cultivo celular que posibilita la formacién de estructuras tubulares (Fig. 2B).

Las RPTECs conservan la expresidn de varios marcadores especificos del tubulo proximal (figura
3B) asi como transportadores tipicos de este segmento de la nefrona (16) por lo que el medio y
las condiciones en las que se desarrollan los tubulos no afectan negativamente a las
caracteristicas de las células sino que ofrecen un ambiente propicio para la diferenciacién
celular.

Gracias a las interacciones establecidas con los componentes de la matriz del gel y a los factores
presentes en el medio de cultivo las células desarrollan aspectos basicos de su fisiologia para un
correcto funcionamiento y actividad celular. La polarizacion de las células, las uniones estrechas
gue se fijan entre ellas y el desarrollo de los cilios confirman una correcta morfogénesis en las
estructuras tubulares observadas (Fig. 6). Durante el ensayo de tubulogénesis se han probado
varias condiciones para la construccién de los tubulos. La primera condicidn analizada ha sido el
cultivo en medio suplementado con matrigel pero sin base de gel, la segunda el cultivo exclusivo
sobre la capa de hidrogel pero sin matrigel en el medio y la tercera una combinacion de las dos
anteriores. Esto ha permitido confirmar que las condiciones mas favorables para la formacion
de tubulos de mayor tamafio, con un lumen mads grande y definido, incluyen el cultivo de las
células sobre una capa de hidrogel y la presencia de matrigel en el medio que las cubre (Fig. 6A).

Estos modelos celulares reproducen la arquitectura del tubulo proximal in vivo, permitiendo asi
un estudio éptimo de los efectos producidos por diferentes farmacos a nivel renal (13,17). Los
ensayos de nefrotoxicidad con cisplatino permiten evaluar la sensibilidad de estos modelos in
vitro y los resultados de la determinacién de la viabilidad celular muestran que el cisplatino tiene
un efecto negativo dependiente de la dosis sobre la viabilidad celular (Fig. 9A). Sin embargo no
se ha observado una gran diferencia en la sensibilidad de los dos modelos estudiados, 2Dy 2.5D,
un indicativo de la necesidad de mejorar los modelos para realizar estudios mas representativos.

La tubulogénesis de tubulo proximal es una herramienta nueva y que todavia se encuentra en
fase de estudio por lo que va a ser necesaria una amplia investigacion en este campo. La
evaluacion de la respuesta del organismo al proceso farmacolégico es un factor fundamental en
la investigacidn y el desarrollo de nuevos farmacos y tratamientos. De ello deriva el gran interés
en torno a estas nuevas técnicas de cultivo, haciendo de ellas una aproximacion sujeta a futuras
investigaciones y centro de grandes retos en el ambito de la biologia, fisiopatologia y
farmacologia.
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7. CONCLUSIONES

1. Las células RPTEC/TERT1 en un cultivo 2.5D forman estructuras tubulares similares a la
fisiologia in vivo del tubulo proximal.

2. El anadlisis de diferentes condiciones de cultivo determina que un ambiente que imita la
matriz extracelular favorece la formacién de los tubulos

3. El estudio de la expresién de marcadores especificos de tubulo proximal confirma la
diferenciacién de las células en el cultivo. Sin embargo, debido a la falta de expresién de
alguno de los marcadores y a la presencia de un marcador no deseado se deduce que el
sistema empleado no es el ideal.

4. La polarizacion de las células, las uniones estrechas establecidas entre ellas y la formacidon
de cilios confirman una morfogénesis adecuada de los tubulos.

5. La tubulogénesis de tubulo proximal da lugar a un modelo apto para el estudio de
nefrotoxicidad producida por farmacos.

6. Los modelos tubulares renales no solo sirven para analizar la respuesta del organismo ante
un farmaco sino también para mejorar la comprensién acerca de los procesos que tienen
lugar durante la morfogénesis in vivo.

CONCLUSIONS

1. RPTEC/TERT1 cells in a 2.5D culture make tubular structures similar to proximal tubule in
vivo physiology.

2. Different conditions analysed determine that an extracellular matrix like environment
assist tubules formation.

3. Studying proximal tubule specific markers expression confirm cell differentiation in
culture. However, the system employed is not the perfect one due to the lack of expression
of some of makers analysed and the presence of an unwanted marker.

4. Cell polarization, tight junctions and cilia development support tubules appropriate
morphogenesis.

5. Proximal tubule tubulogenesis results in a competent model for drug-induced
nephrotoxicity research

6. Renal tubular models not only are useful for analysing organism response to drugs but also

for improving understanding about in vivo morphogenesis process.
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