UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS DOCTORAL
Cilastina en la prevencion y tratamiento del fracaso renal
agudo parenquimatoso de origen endotoxico: sepsis y
rabdomiolisis
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Maria Angeles Gonzalez-Nicolas Gonzalez

Director

Alberto Lazaro Fernandez

Madrid

© Maria Angeles Gonzalez-Nicolas Gonzalez, 2022



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS DOCTORAL

CILASTATINA EN LA PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL FRACASO RENAL
AGUDO PARENQUIMATOSO DE ORIGEN ENDOTOXICO: SEPSIS Y RABDOMIOLISIS

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA

PRESENTADA POR

MARIA ANGELES GONZALEZ-NICOLAS GONZALEZ

DIRECTOR

ALBERTO LAZARO FERNANDEZ



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CILASTATINA EN LA PREVENCION Y
TRATAMIENTO DEL FRACASO RENAL AGUDO
PARENQUIMATOSO DE ORIGEN ENDOTOXICO:
SEPSIS Y RABDOMIOLISIS

MARIA ANGELES GONZALEZ-NICOLAS GONZALEZ

DIRECTOR
ALBERTO LAZARO FERNANDEZ
2021



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS DOCTORAL

CILASTATINA EN LA PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL
FRACASO RENAL AGUDO PARENQUIMATOSO DE ORIGEN
ENDOTOXICO: SEPSIS Y RABDOMIOLISIS

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA

PRESENTADA POR

MARIA ANGELES GONZALEZ-NICOLAS GONZALEZ

DIRECTOR

ALBERTO LAZARO FERNANDE?Z

Madrid, 2021









Todoes silcncio, la via lactea duerme en el cielo, duermen las estrellas }cugaccs,
duerme el Pcn’mctro austral de la tierra con sus bosqucs y a]imaﬁas,
duermen los libros con sus letras ateridas ante tanto silencio de miradas,
duermen los “Papcrs” subragados enlas carpctas que nadie abrira ya nunca.
uermen las preguntas y el dolor que las genera y duermen para siempre

pres Y 9 g Y P P
las respuestas, duerme el mundo, duerme el cielo y duerme el infierno.
A”:n:r‘to se ha clormic]o, el clolory el sufrimiento se han dormido,
ya todo reposa en la oscura esfera de la muerte,
un estremecimiento ha sacudido el mundo...
y todo es silencio,
yyano hag cantos ni sonidos

en el mundo entero

A]bcrto chcdor se ha dormido, Y todo duerme a su lado.

“Cyran |7 /@g/a a Alberto ch@dor”
/D epe A/cam/






"Ser diferente no es ni bueno ni malo... SimP!emente significa que se tiene suficiente coraje

de ser uno mismo”

Albert Camus

“La ciencia es mas que un simP!e corjunto de conocimientos: es una manera de Pensar"

Carl Sagan

"Ne ensefaron que el camino del progreso no cra réPic{o ni facil

"No hay nada mas maravilloso que serun cicntiﬁco, en ninguna Parte Preuceriria estar mas

que en mi laboratorio, manchando mi ropa y cobrando Por_jugar“

Marie Curie
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Resumen

CILASTATINA EN LA PREVENCION Y TRATAMIENTO DEL FRACASO RENAL AGUDO
PARENQUIMATOSO DE ORIGEN ENDOTOXICO: SEPSIS Y RABDOMIOLISIS

INTRODUCCION: El fracaso renal agudo (FRA) parenquimatoso se define como un
sindrome clinico secundario a multiples causas en el que tiene lugar un deterioro brusco de las
funciones renales, alterando la homeostasis y la composicion del medio interno. La sepsis y la
rabdomidlisis son dos sindromes complejos, que se incluyen como causas dentro del FRA
parenquimatoso endotdxico debido a que el dafio es producido por moléculas enddgenas
derivadas de los mismos, como son el lipopolisacarido (LPS) y la mioglobina que se comportan
como endotoxinas. Ambos producen dafio por vasoconstriccién renal, inflamacion, estrés
oxidativo, muerte celular y obstruccién tubular. Actualmente no existe ningun fdrmaco
especifico para la prevencion o el tratamiento del FRA, por lo que la busqueda de novedosas
estrategias protectoras es una tarea prioritaria. Cilastatina, un inhibidor competitivo de la
enzima renal dehidropeptidasa-l (DHP-I) localizada en las balsas de colesterol (BDC) de las
células epiteliales del tubulo proximal, ha demostrado tener un efecto protector en estudios
previos de nuestro grupo. En modelos de FRA inducido por diferentes nefrotéxicos de uso
comun en clinica, el efecto protector de cilastatina era debido en parte a la interferencia con las
BDC, que reducia o cancelaba pasos claves de la sefalizacion auto y paracrina de la ruta

extrinseca de la apoptosis.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS: Tras estas observaciones se planted la hipétesis desarrollada
en esta tesis, si un FRA endotdxico puede beneficiarse también del mismo tipo de proteccion
con el fdrmaco cilastatina. Por ello, el objetivo prioritario es la demostracidn de que la inhibicidn
de la DHP-I con el farmaco cilastatina, es una alternativa terapéutica segura y eficaz para reducir
el dafio renal provocado por un FRA de tipo endotdxico, como el inducido por sepsis y

rabdomidlisis.

MATERIALES Y METODOS: Para la demostracién del objetivo se llevaron a cabo dos
modelos experimentales en rata, uno de FRA inducido por sepsis mediante ligadura y puncion
cecal, y otro inducido por rabdomidlisis mediante la administracion de glicerol. Para valorar el
efecto de cilastatina como nefroprotector, analizamos en cada modelo mediante diferentes
técnicas y aproximaciones, la morfologia tisular, la capacidad antiapoptdtica y antioxidante, asi

como mecanismos de dafo inflamatorios y profibréticos. También determinamos la
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interferencia sobre las BDC y su efecto sobre los receptores localizados en ellas como Fas, TLRs

y megalina.

RESULTADOS: Cilastatina fue capaz de recuperar la funcidn renal y la morfologia tisular tras
el daiio producido en ambos modelos. También fue capaz de reducir los mediadores apoptéticos y los
radicales libres liberados, disminuyendo el estrés oxidativo y la peroxidacién lipidica, caracteristicos
del FRA parenquimatoso endotdxico. Asi mismo, redujo la respuesta inflamatoria interfiriendo en la
activacion del inflamasoma, y evité la transicién epitelio-mesenquimal y la sintesis de mediadores
profibréticos que aparecen de manera precoz amplificando la sefial de dafio hacia el desarrollo de
fracaso renal crénico (FRC). El analisis especifico de vias de sefializacién apoptéticas, inflamatorias e
inductoras de dafo que parten de las BDC, mostrd que cilastatina era capaz de reducir o cancelar
pasos claves en las mismas, y especificamente a nivel del receptor Fas, los TLR, y megalina,
disminuyendo respectivamente la activacidn de la via extrinseca de la apoptosis, la activacion de las
vias inflamatorias y la entrada de mioglobina al interior celular, que en conjunto protegen a las células
tubulares proximales. Cilastatina por si sola, no modificé de modo significativo ninguno de los

pardmetros estudiados.

CONCLUSIONES: El tratamiento con cilastatina es capaz de prevenir y proteger el FRA
inducido por sepsis y rabdomidlisis, mediante la reduccion de la vias apoptodticas, oxidativas e
inflamatorias de dafo. Ademas, evita el desarrollo de fibrosis impidiendo la transicién hacia el FRC en
etapas muy precoces del FRA. El mecanismo de proteccidon ejercido por cilastatina ocurre al menos en
parte tras su union con la DHP-I a nivel de las BDC, proceso que altera la membrana a nivel de estas
estructuras que interfiere en la accién de los receptores o transportadores localizados en ellas
implicados en la amplificacién del dafo inflamatorio, apoptético y oxidativo que ocurren en el FRA

endotdxico, quedando por tanto bloqueado.

Todos nuestros resultados muestran que cilastatina es un farmaco seguro que puede
representar una importante alternativa terapéutica, eficaz y prometedora en el tratamiento del FRA
de origen endotdxico como los inducidos por sepsis y rabdomidlisis, en la actualidad dos de las

complicaciones mas graves del FRA parenquimatoso.
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CILASTATIN IN THE PREVENTION AND TREATMENT OF PARENCHYMAL ACUTE RENAL FAILURE
OF ENDOTOXIC ORIGIN: SEPSIS AND RHABDOMYOLYSIS

INTRODUCTION: Parenchymal acute renal failure (ARF) is defined as a clinical entity
secondary to multiple causes in which an abrupt deterioration of renal functions alters
homeostasis and the composition of the internal environment. Sepsis and rhabdomyolysis are
two complex syndromes that causes endotoxic parenchymal ARF due to the presence of
lipopolysaccharide (LPS) and myoglobin respectively, which act as endotoxins. Both produce
damage by inducing renal vasoconstriction, inflammation, oxidative stress, cell death and
tubular obstruction. There is currently no specific drug for the prevention or treatment of ARF
in the contexto f sepsis and rhabdomyolysis so, the search for novel protective strategies with
Clinical application is a priority task. In previous studies by our group that cilastatin, a
competitive inhibitor of the renal dehydropeptidase-l (DHP-I) enzyme located in the cholesterol
rafts (CR) of proximal tubule epithelial cells, protects renal tubule from damage. In models of
ARF induced by different compounds commonly used in the clinic with nephrotoxic properties,
the protective effect of cilastatin was due in part to interference with the CR, which either
reduced or halted key steps in the auto- and paracrine signaling of the extrinsic pathway of

apoptosis.

HYPOTHESIS AND OBJECTIVES: Based on these observations, the hypothesis assessed
in this thesis is whether an endotoxic ARF can also benefit from the same type of protection with
the drug cilastatin. Therefore, the main objective is to demonstrate that DHP-I inhibition with
the drug cilastatin is a safe and effective therapeutic alternative to reduce renal damage caused

by endotoxic ARF, such as that induced by sepsis and rhabdomyolysis.

MATERIALS AND METHODS: To demonstrate the objective, two experimental models
were carried out in rats. One model of ARF induced by sepsis through cecal ligation and
puncture, and one model of ARF induced by rhabdomyolysis through the administration of
glycerol. To assess the effect of cilastatin as a nephroprotector, we analyzed the tissue
morphology, antiapoptotic and antioxidant capacity of the treatment, as well as the
inflammatory and profibrotic damage mechanisms, by different techniques in both models. We
also determined the interference on CR and some receptors associated to this membran

estructure such as Fas, TLRs and megalin, which are relevant for these celular processes.
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RESULTS: Cilastatin improved renal function and tissue morphology after damage in
both models. It also reduced the reléase of apoptotic mediators and free radicals, decreasing
oxidative stress and lipid peroxidation, characteristic of endotoxic parenchymal ARF. In addition,
cilastatin prevented the progression of ARF to chronic renal failure (CRF) by reducing the
inflammatory response and the activation of the inflammasome, as well as by limiting the
epithelial-mesenchymal transition and the early synthesis of profibrotic mediators. We analyzed
the specific proapoptotic and proinflammatory signalling downstream receptor activation at the
CR on the renal tubular cell membrane. Cilastatin decreased apoptosis, inflammation and
myoglobin uptake in renal tubular proximal cells, by inhibiting Fas receptor, TLRs and megalin

respectively. Cilastatin did not significantly modify any of these parameters in healthy kidneys.

CONCLUSIONS: Cilastatin treatment protects from sepsis- and rhabdomyolysis-
induced ARF by reducing apoptotic, oxidative stress and inflammatory pathways, and thus,
limiting parenchymal damage. In addition, it prevents the development of CRF by preventing
fibrosis at very early stages of ARF. The protective mechanism exerted by cilastatin occurs, at
least in part, after its binding to DHP-I at the CR. Cilastatin interferes with the action of receptors
or transporters located at the CR, which are involved in the amplification of the inflammatory,

apoptotic and oxidative damage that occurs during endotoxic ARF.

All our results show that cilastatin may represent a safe and effective therapeutic
opportunity in the endotoxin-induced parenchymal ARF, the main Clinical complication during

sepsis and rhabdomyolysis syndromes.
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Abreviaturas

A continuacién, se recoge la relacion de abreviaturas que aparecen en el texto. En

ocasiones se ha mantenido la correspondiente abreviatura y definicidon en inglés debido a su

mayor uso en el lenguaje cientifico:

ADN
ADNc
ALT
APC
APTT
Arg
ARN
ARNmM
AST
ATP
Bcl-2
Bax
BDC
BSA
BUN
(o))
CID
CIL
cip

cl
CIH0
CLP
cm
CREA
CsA
CTGF
Cu/Zn SOD
Cy3
Da
DAMPs
DAPI
DD
DHP-I
DO
DS
ECL
EDTA
EEM
EFH.O

Acido desoxirribonucleico

ADN copia

Alanina aminotransferasa

Células presentadoras de antigeno
Tiempo de tromboplastina parcial activada
Arginasa

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Aspartato aminotransferasa
Adenosin trifosfato

B-cell lymphoma 2

Bcl-2-associated X Protein

Balsas de colesterol

Albumina de suero bovino

Nitrégeno ureico en sangre

Cluster of Differentiation

Coagulacion intravascular diseminada

Cilastatina
Cdctel inhibidores de proteasas
Cloro

Aclaramiento de agua libre

Ligadura y puncién cecal

Centimetro

Creatinina

Ciclosporina A

Factor de crecimiento de tejido conectivo
Cobre/Zinc superdxido dismutasa

Cyanine

Dalton

Patrones moleculares asociados a dafio
Diclorhidrato de 4’6-diamidino-2-fenilindol
Dimero D

Dehidropeptidasa |

Densidad dptica

Desviacion estandar

Sustrato para inmunotransferencia mejorada
Acido etilendiaminotetraacético

Error estandar de la media

Excrecién fraccional de agua
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Abreviaturas

EFNa*
EGTA
ELISA
ERT

EO

EPO

ET

FasL

Fe

FITC
FRA
FRC
GM-CSF
GPI
GTTK
4-HNE
H,0;
HGUGM
HMGB1
HO-1
HSP

Hz

i.m.

i.p.

i.v.

I/C
ICAM-1
IFN
1iS-GM

iNOS
K

Kg
KIM-1
LBP
LDH
LPS
LUC

MCP-1
MD2
MDA
MEC

Excrecion fraccional de sodio

Acido etilen-glicol-tetraacético
Enzyme-linked immunosorbent assay
Enfermedad renal terminal

Estrés oxidativo

Eritropoyetina

Trampas extracelulares

Ligando de Fas

Hierro

Isotiocianato de fluoresceina

Fracaso renal agudo

Fracaso renal crénico

Factor estimulante de colonias-granulocito macréfago
Glicosil fosfatidil inositol

Gradiente transtubular de potasio
4-hidroxi-2-nonenal

Perodxido de hidrégeno

Hospital General Universitario Gregorio Marafion
High Mobility Group box 1 Protein
Hemoxigenasa 1/HSP32

Proteina de choque térmico

Hercio

Via intramuscular

Via intraperitoneal

Via intravenosa
Imipenem/Cilastatina

Molécula de adhesién intracelular-1
Interferén

Instituto de Investigacidn Sanitaria-Gregorio Marafion
Interleuquina

Oxido nitrico sintasa inducible
Potasio

Kilogramo

Molécula de dafo renal-1

Proteina de unién al LPS

Lactato deshidrogenasa
Lipopolisacarido

Células grandes no tefiidas

Molar

Proteina quimioatrayente de macréfagos 1
Factor de diferenciacidon mieloide 2
Malondialdehido

Matriz extracelular

Gramo
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Abreviaturas

miRNAs microARNs

mL Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

mmHg Milimetros de mercurio

MMP Metaloproteinasa de matriz

Mv Microvesiculas

MyD88 Myeloid Differentiation Primary Response 88
nG Microgramo

uL Microlitro

uM Micromolar

NacCl Cloruro sédico

NaF Fluoruro sédico

NFxB Factor nuclear kB

NHE-3 Intercambiador sodio/protones de tipo 3
NK Natural Killer

NLRP3 NOD-Like Receptor Protein 3

nm Nandmetro

NO Oxido nitrico

NP40 Tergitol-type NP-40/nonyl phenoxypolyethoxylethanol
NTA Necrosis tubular aguda

(073 Anién superdxido

OAT Transportadores de aniones orgdnicos
PAMP Patréon molecular asociado a patogeno

PBS Tampodn fosfato salino

PBS-T PBS-Tween 20

PCR Proteina C reactiva

PCT Procalcitonina

PFA Paraformaldehido

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PTEC Célula epitelial de tubulo proximal

qSOFA Quick SOFA/SOFA rapido

RE Reticulo endoplasmatico

RIFLE Acrénimo: riesgo, lesion, fallo, pérdida, enfermedad renal terminal
RNS Especies reactivas de nitrogeno

ROS Especies reactivas de oxigeno

Rpm Revoluciones por minuto

RT Temperatura ambiente

RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real (RT)
pg Picogramo

PRR Receptores de reconocimiento de patrones
SDMO Sindrome de disfuncién multiorgdnica

SDS Dodecil sulfato sodico

SGLT Sodium and glucose linked transporter
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SIRS
SOD
SOFA
SER
SSC
TBS
TBS-T
TEM
TFG
TGFB
Th
TLRs
TNFR1
TNFa
TRR
TUNEL
u.a.d
ucl
Vol
VAN
vC
VCAM-1
VEGF
Wnt
20-1

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
Superoxido dismutasa

Sepsis-related Organ Failure Assessment
Sistema reticuloendotelial

Surviving Sepsis Campaign

Tampodn Tris salino

TBS-Tween 20

Transicidn epitelio-mesénquima

Tasa de filtracidn glomerular

Factor de crecimiento transformante-f8
Células T cooperadoras

Toll Like Receptors

Receptor del factor de necrosis tumoral 1
Factor de necrosis tumoral alfa

Terapia de remplazamiento renal

Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated DUTP nick end labeling

Unidades arbitrarias de densitometrado
Unidad de cuidados intensivos
Volumen

Vancomicina

Vasoconstriccién

Molécula de adhesién celular vascular-1

Factor de crecimiento celular endotelial vascular

Contraccion del inglés Wingless e Int
Zonula Occludens-1
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Introduccidn: El Rifidn y su Fisiopatologia

1 ELRINON Y SU FISIOPATOLOGIA

1.1 ESTRUCTURA Y FUNCION

Los rifones son drganos excretores, pares, de unos 150 g y con una longitud de 12 cm
y 6 cm de ancho aproximadamente. Estdn apoyados en la pared abdominal posterior, en
posicién retroperitoneal en la region lumbar superior. Se encuentran uno a cada lado de Ila
columna vertebral desde la T12 a la L3, protegidos por la parte baja de la caja toracica. Tienen
forma convexa en el lateral y en la cara medial hay una regién llamada hilio renal, por donde
salen y entran otras estructuras como los uréteres, vasos sanguineos y nervios. Llevan a cabo

funciones esenciales!3:

1. Filtracion y excrecion de productos de desecho nitrogenados, toxinas, farmacos e iones
excesivos como la urea, creatinina, acido Urico o la bilirrubina mediante la orina.

2. Funcidén reguladora del medio interno y osmolaridad. La excrecién y la regulacion del
equilibrio electrolitico estan intimamente relacionadas ya que, para mantener la
homeostasis, la excrecidon de agua y sales debe estar acorde con su ingesta*>.

3. Regulacion del equilibrio dcido-base. Es el Unico medio para eliminar ciertos tipos de acidos
generados por el metabolismo de las proteinas, como el acido sulfurico y el fosférico.
Interviene en el metabolismo intermediario, sobre todo en la degradacién de los péptidos
y los aminoacidos.

4. Regulacion de la presion arterial. Desempefian una funcidon fundamental en la regulacion a
largo plazo al excretar cantidades variables de sodio y agua. A corto plazo, mediante la
secrecién de hormonas y sustancias vasoactivas como la renina.

5. Secrecion y liberacion de hormonas. Los rifiones secretan eritropoyetina (EPO), que
estimula la produccién de eritrocitos en la médula ésea. Producen la forma activa de la
vitamina D (calcitriol), esencial para el depdsito normal del calcio en el hueso y su
reabsorcion en el aparato digestivo. Desempefa una funcién importante en la regulacién
del calcio y potasio.

6. Gluconeogénesis. Los rifiones sintetizan glucosa a partir de los aminoacidos y otros
precursores durante el ayuno prolongado y la incorporan a la sangre.

El rifién es un érgano complejo, altamente especializado y las funciones se llevan a
cabo gracias a la nefrona, que es la unidad estructural y funcional basica del rifidn (Figura 1). En

el paréngquima renal hay alrededor de un millén y no se pueden regenerar, por lo que cualquier
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dafio o el propio envejecimiento, reduce su nimero de forma gradual. Cada nefrona estd

formada por varias partes:

e Corpusculo renal o de Malpighi. Estd formado por la capsula de Bowman y en su
interior se encuentra el glomérulo, una red de capilares. Este estad formado por un
endotelio capilar, una membrana basal y sobre ella, una capa de células epiteliales o
podocitos que se entrelazan unos con otros rodeandola. La cdpsula esta formada por
un epitelio aplanado y dos polos, el vascular y el urinario que comunica con el tubulo
renal. Todo ello forma la barrera de filtracion plasmdtica. Entre la capsula y el
glomérulo se encuentra el espacio urinario, que recoge el ultrafiltrado®.

e Tubulo renal. Estad formado por el tubulo contorneado proximal, el asa de Henle, el
tubulo contorneado distal y el conducto colector. En ellos se reabsorben entre otros
sodio, agua, aminodacidos y glucosa, y se vierten otras como calcio, potasio, exceso de
agua y otras sales.

e Vasos. Arteriolas aferente y eferente, que junto con los capilares peritubulares llevan
los desechos a los tubulos para su excrecidon y regresan las sustancias reabsorbidas a

la circulacién sanguinea.

Nefrona

cortical /Ca'psu\a fibrosa

= m———

\\_ Corteza Conducto
Médula { colector

Tubulo contorneado

proximal

Glomérulo Nefrona
Tdbulo yuxtamedular
contorneado distal

Asa

Médula_| de Henle

Pelvis renal

=

‘V \ -
T—Uréter - \

renal

Figura 1. Estructura del rifidn. A) Corte esquematico del rifidon que representa la topografia general del érgano. La parte del tejido
renal en forma de cufia indica la posicion de las nefronas en el rifion. B) La anatomia detallada de la nefrona y su suministro detallado
de la sangre (izquierda). Detalle de la cdpsula de Bowman (derecha). Imagen tomada de Anatomia y Fisiologia Humana?.

Se pueden distinguir varias zonas en el parénquima renal. En la corteza se ubican los
Corpusculos de Malpighi y los tubulos contorneados, proximales y distales. En la médula se
encuentran las asas de Henle y los tubulos colectores. La pelvis renal es una cavidad plana cerca

del hilio que continta hasta el uréter.
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El rindn forma y elimina una orina cuya composicion serd la adecuada en cuanto a
volumen y concentracion, segun la situacidon y necesidades del organismo en ese momento,

siendo el resultado de tres procesos renales:

1.- Filtracion glomerular. Es un proceso pasivo no selectivo por el cual el agua y solutos
mas pequefos como sales inorgdnicas y pequefias moléculas orgdnicas, pasan desde la sangre
por el glomérulo hacia el tubulo renal. Se obtiene un primer liquido Ilamado orina capsular o
filtrado con una composicién semejante al plasma, pero sin proteinas ya que tanto éstas como
las células sanguineas son demasiado grandes para atravesar la membrana de filtracién. Esta se
produce por la diferencia de presion entre la sangre de los capilares (60-70 mmHg) y la de la
cdpsula de Bowman (10 mmHg)¥>8,

2.- Reabsorcidn tubular. Es un mecanismo activo por el cual la mayor parte de las
sustancias filtradas como el 99% del agua, glucosa, aminoacidos e iones, son reabsorbidas por
las paredes de los tubulos y devueltas a la sangre para su reutilizacion®.

3.- Secrecidon tubular. Desde la sangre se vuelcan al filtrado residuos metabdlicos de
desecho como hidrogeniones, potasio, creatinina, urea, amoniaco, acido Urico y téxicos. Ocurre
con gasto de energia, pero en sentido contrario a la reabsorcién®.

Los rifiones son érganos muy perfundidos por los que circulan unos 1.500 litros de
sangre al dia. Se calcula que en 24 horas los rifiones son capaces de filtrar unos 150 a 180 litros
de plasma y en ellos se produce la reabsorcion de mas del 99% de esta cantidad, produciendo

solo de 1 a 1.8 litros de orina>®.

1.2 EL TUBULO PROXIMAL

Comienza en el polo urinario directamente contiguo al epitelio parietal de la capsula
de Bowman y termina en el asa de Henle. En él se realiza la reabsorcién y secrecién casi total de
los principales solutos, ademas de la reabsorcién del 70% del agua filtrada. Esta formado por
una capa de células de tipo cubico (células epiteliales del tubulo proximal o PTEC) que se
caracterizan por tener un borde en cepillo muy bien desarrollado en la membrana apical,
aumentando la superficie de absorcién (Figura 2). Destacan sus abundantes mitocondrias,
grandes y alargadas, asi como prominentes invaginaciones basolaterales. Ademas, poseen un
abundante citoplasma y complejas uniones intercelulares que permiten el transporte idnico

paracelular’®,
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Figura 2. Imagenes del tibulo proximal renal. A) Imagen de microscopia electrénica del tubulo contorneado proximal. Se puede
observar el borde en cepillo de las PTEC. B) Microscopia electrénica poniendo de manifiesto el epitelio cubico de las PTEC.

Las PTEC son muy abundantes y las células mas importantes, ya que desempeiian tanto
funciones reguladoras como endocrinas, localizdndose en ellas numerosos transportadores. Los
principales transportadores que inician la absorciéon y secrecion en la superficie basolateral son
los transportadores de aniones orgdnicos (OAT) y los transportadores de cationes orgdnicos
(OCT). Estos tienen una amplia especificidad para gran variedad de sustancias endégenas como

9-11

moléculas de senalizacidn, toxinas urémicas y medicamentos®''. Otros canales también

importantes son: el Intercambiador sodio/protones de tipo 3 (NHE-3), localizado principalmente
en la membrana apical; el Cotransportador sodio-fosfato tipo Il (NaPill) que participa junto con
el intercambiador NHE-3 en la reabsorcién proximal de sodio; y la Aquaporina-1, que se localiza
en la membrana apical y basolateral de las PTEC y en la rama delgada descendente del asa de
Henle donde facilita la reabsorcién de agua®. Otros transportadores importantes se muestran
en la Tabla 1:

I FAMILIA SLC22: TRANSPORTADORES DE IOMES ORGANICOS

1. subfamiliade transportadores orgdnicos de cationes [OCT)

2. Subfamiliatransportadores organicos de aniones (OAT)

3. Subfamiliatransportadores Zwitterion (OCTN)
Il. FAMILIA SLCO/SLC21: POLI PEPTIDOS DE TRANSPORTE DE ANIONES ORGANICOS (Datp)
1. FAMILIA SLC15: TRANSPORTADORES DE OLGOPEPTIDOS (PEPT)

V. FAMILIA SLC17: TRANSPORTADORES Na+;’PD-'-1'3Ti|:I|:I I (NPT1)
V. FAMILIA S5LC47: TRANSPORTADORES MATE
VI. FAMILIA DE TRANSPORTADORES ABC [ATP-Binding Cossette )
1. Basados en P-glicoproteinas (P-gp)
2. Proteinas resistentes a multidrogas (MRPs)
Tabla 1. Otros transportadores importantes localizados en el tubulo proximal renal. MATE: Multridrug and Toxin Extrusion. Tabla
modificada de Anzai N0,

En los Ultimos afios han adquirido mucha relevancia los principales transportadores de
glucosa: sodium and glucose linked transporter 1y 2 (SGLT1 y 2), expresados en el borde en
cepillo de la membrana apical. En el tubulo proximal se reabsorbe casi el 100% de la glucosa, en

individuos sanos unos 180 g/dia'. La expresidon de SGLT1 va aumentando a lo largo de todo el
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tubulo proximal mientras que SGLT2 se expresa desde el inicio del espacio de Bowman hasta la
zona contorneada proximal®3,

Debido a estas caracteristicas y a la funcién principal que realiza, cualquier suceso
relacionado con el tibulo proximal, estara estrechamente relacionado con la patogénesis de
una amplia gama de enfermedades renales. La implicacion del tibulo proximal en la enfermedad

renal se puede incluir en cuatro categorias: 1) Alteraciones en el transporte: lleva a desequilibrio

electrolitico y acido-base, glucosuria, fosfaturia, entre otros. 2) Lesion directa de las células

epiteliales: lleva a la muerte celular debido a una agresién isquémica o tdxica, dando lugar a una

lesion renal aguda. 3) Contribucion a la evolucion del fracaso renal crénico (FRC): debido a la

liberacion de citoquinas proinflamatorias e inflamatorias por parte de las células dafiadas o, a la
transicion epitelio-mesénquima (TEM) de las células que desemboca en fibrosis renal. 4)

Alteracion mineral-6seo y anemia en el FRC: ocurre como consecuencia de las deficiencias de

vitamina D y de EPO°.
Por todo esto, conocer el funcionamiento de los transportadores en el tubulo
proximal, junto con el reconocimiento de la capacidad de respuesta inmunoldgica intrinseca de

sus células, contribuye a comprender mejor las funciones del rifién y su patologia’.

1.3 DANO RENAL

La enfermedad renal es un problema global de salud publica que afecta a mas de 750
millones de personas en todo el mundo. Entre el 8-10% de la poblacién adulta presenta algun
tipo de dafio renal y cada afo millones de personas mueren prematuramente por
complicaciones relacionadas con ella’**> ,

En la mayoria de las enfermedades renales, el funcionamiento de las nefronas se ve
alterado impidiendo la correcta eliminacidon de los productos de desecho formados y su
acumulacidén en sangre. Como consecuencia del dafio renal se producen también alteraciones
importantes en el mantenimiento del equilibrio electrolitico y la volemia. Existen varias
clasificaciones para las nefropatias. Basandonos en la naturaleza de la lesion inicial y la zona del
rifidn mas afectada, se pueden clasificar en glomerulares, vasculares o tubulointersticiales.
Seguln su evolucion, se clasifican en agudas o crdnicas, pudiendo causar fracaso renal agudo
(FRA) o FRCY. Independientemente del tipo de nefropatia, la consecuencia mas grave es la
pérdida de las funciones del rifién que puede llevar a la muerte. La caida brusca de la funciéon
renal puede deberse a una lesidn isquémica, oxidativa, inflamatoria o téxica, dando lugar al FRA.

Sin embargo, en la mayoria de las enfermedades renales hay una destruccion y reduccidn de las

nefronas funcionales que progresivamente va dafiando al resto y que lleva al FRC. Ambos son
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sindromes relacionados, ya que la existencia de uno incrementa el riesgo de aparicion del
otro'®'’. Padecer algln tipo de FRA eleva el riesgo a desarrollar FRC en los siguientes 10-15
aflos!®. Ambos tienen respuestas adaptativas y patoldgicas comunes como la muerte celular o
la proliferacién e inflamacién, que llevan al deterioro del filtrado glomerular. El aumento de la
carga tubular predispone a la fibrosis y a la senescencia®®.

Desafortunadamente, el tratamiento del dafio renal no ha progresado demasiado en
los dltimos 70 afios. El desarrollo de nuevos tratamientos terapéuticos mas efectivos, pasa por
comprender completamente todos los mecanismos moleculares responsables de la progresion

del dafo renal®®.

1.3.1 FRACASO RENAL AGUDO

1.3.1.1 Situacion actual de la enfermedad

Histéricamente ha sido dificil valorar la incidencia del FRA debido a la falta de consenso
a la hora de establecer una definicidn clara'®?. De hecho, no existe una definicién universal del
FRA, pero a lo largo de los afios se han barajado algunas atendiendo a diferentes criterios?..
Quizas la mas completa y la que se ajusta mas a la realidad, es la que define el FRA como un
sindrome clinico secundario a multiples causas, caracterizandose por un deterioro rapido de la
funcién renal (desde horas hasta pocos dias) y con un descenso brusco de la tasa de filtracién
glomerular (TFG), alterando la homeostasis del organismo y la composicidon del medio interno.
Como consecuencia, tiene lugar un aumento de la concentraciéon de los productos nitrogenados
en sangre, lo que sirve como marcador del FRA independientemente de su origen’?>%, Es
reversible en fases iniciales si se elimina el origen del dafio, sin embargo puede evolucionar a la
cronicidad sobre todo si existe un FRC previo?®. No solo es un marcador de enfermedad severa
sino un factor de riesgo de mortalidad independiente!®?°, que se asocia con un incremento
significativo del riesgo de mortalidad®>?’. Es responsable de aproximadamente dos millones de
muertes anuales en todo el mundo, siendo cada vez mas frecuente en el paciente critico'®22°,

El término FRA refleja el amplio espectro que presenta el dafio renal, desde pequefias
alteraciones en parametros sanguineos hasta la necesidad de didlisis. Se sabe que pequenas
elevaciones en la creatinina sérica y la duracion del dafio renal se asocian con peores resultados,
siendo el tiempo un factor de riesgo importante?®2%28, | as causas mas comunes se asocian con
sepsis, cirugia cardiaca, politraumatismos, isquemia-reperfusiéon y dafio nefrotdxico. En
pacientes hospitalizados la causa suele ser multifactorial y en el paciente critico, la sepsis
destaca como la causa principal?®?%2327 Se caracteriza por un incremento de la respuesta

inflamatoria, apoptosis, necrosis y retraso en la proliferacion de células renales residentes?.
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Alrededor del 15% de los pacientes afectados por un dafio renal serdn hospitalizados
y entre el 18-22% de pacientes, desarrollaran un FRA durante su estancia hospitalaria. La
incidencia mas alta se encuentra en la UCI, donde el 35-67% de los pacientes se veran afectados
por un FRA con una mortalidad del 27%, que se eleva al 45-60% cuando existen otras
complicaciones como la sepsis, llegando al 80% en los que presentan disfuncion

19.24-27.30. En aquellos pacientes con la forma mas severa de FRA que requieren

multiorganica
terapia de remplazamiento renal (TRR), la mortalidad alcanza el 50-80%. La edad avanzada
predispone al FRA por lo que se espera que éste aumente por el envejecimiento de la

poblacién®?4,

1.3.1.2 Clasificaciones del FRA

Existen varias propuestas de clasificacion funcional del FRA. La primera fue
desarrollada por la Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) en 2004, que establecid la clasificacion
diagndstica RIFLE con el objetivo de estandarizar los estadios del FRA. RIFLE es el acrénimo en
inglés de riesgo (Risk), lesidon (/njury), fallo (Failure), pérdida de funcién renal (Loss) y
enfermedad renal terminal (End-stage, ERT)*242730, Otras clasificaciones mds sensibles son, la
Acute Kidney Injury NetWork (AKIN) del 2007 y la descrita en 2012 por la Kidney Disease

)192324 - que engloba los criterios de las anteriores

Improving Global Outcome (KDIGO
clasificaciones3!. Existe una clasificacién del 2013, basada en la cinética de la creatinina a lo largo
de 48 horas que ofrece algunas ventajas en pacientes con enfermedad crénica previa.

Para que el rifién funcione correctamente tienen que darse tres condiciones: adecuada
perfusidon sanguinea, integridad del parénquima renal y permeabilidad de las vias excretoras.

Cualquier alteracién que se produzca en estos niveles va a dar lugar a una pérdida de funcidn

renal?>?*, En base a esto, podemos clasificar el FRA segun el origen del dafio (Figura 3):

A) Funcional o pre-renal. Se produce por una disminucién de la perfusién renal debido
a una reduccién de la volemia. Puede ser preglomerular, glomerular y postglomerular o
tubulointersticial. Los rifiones son muy sensibles a la disminucidn del flujo sanguineo, por lo que
es muy importante mantener la presion arterial en niveles normales y asegurar que existe una
adecuada presion de filtrado. No hay dafio en el parénquima pero si se prolonga en el tiempo,
puede llevar hacia una necrosis tubular aguda (NTA)?>2324,

B) Parenquimatoso, renal o intrinseco. Ocurre cuando se ven afectadas directamente
las estructuras renales: los tubulos, glomérulos, intersticio y vasos sanguineos intrarrenales.

Entre las principales causas encontramos factores endotdxicos como en la sepsis y la

rabdomidlisis. Aqui hay un dafio selectivo en los tibulos dando lugar a NTA,
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C) Post-renal u obstructivo. Tiene lugar cuando se produce una interrupcion del flujo
urinario que aumenta la presién intratubular y por tanto disminuye la TFG. Ademas, puede llevar
a un deterioro del flujo sanguineo y procesos inflamatorios que contribuyen a disminuir la TFG.

Puede recuperarse la funcién renal cuando se eliminan las causas obstructivas!¥222427,

[ FRACASO RENALAGUDO J

)
PRE-RENAL O RENAL O POST-RENAL U |
FUNCIONAL | PARENQUIMATOSO OBSTRUCTIVO

| I
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Figura 3. Clasificacion del Fracaso Renal Agudo segun el origen del dafio y sus causas. AINES: antiinflamtorios no esteroideos; ACE:
enzima convertidora de angiotensina; GNF: glomerulonefritis; NTIA: necrosis tubular intersticial aguda; TTP: purpura
trombocitopénica trombdtica; HUS: microangiopatias; NTA: necrosis tubular aguda.
1.3.1.3 Fases del FRA

En la fisiopatologia del FRA se diferencian cinco fases (Figura 4), que son comunes

independientemente del tipo de agresion:

(1) Agresion pre-renal. Se mantiene la integridad celular. Ya sea hemodindmica o
téxica, cualquiera que sea la causa lleva a una disminucién del flujo sanguineo y con ello una
deficiencia en el transporte, llegada de oxigeno y nutrientes, y a procesos inflamatorios®.

(2) Fase de iniciacion. Como resultado del descenso del flujo sanguineo renal, se
reduce la produccion de ATP intracelular. Cuando la PTEC es agredida de manera irreversible se
activa la apoptosis intrinseca, ya sea por dafio primario sobre el ADN, la mitocondria o
membrana celular®.

(3) Fase de extension. Es la mas importante y se caracteriza por la persistencia de la
hipoxia y la respuesta inflamatoria. En esta fase la disfuncidon de las células endoteliales y
musculares lisas de la microcirculacion desempefan un papel fundamental. Hay una alteracion

en la regulacion de células inflamatorias, con la consiguiente liberacién de citoquinas; aumenta
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la expresidn de moléculas de adhesion que incrementa la migracion de leucocitos. Lo que mas
destaca en la lesién renal es la pérdida del borde en cepillo de la membrana apical de las PTEC.
Si se mantiene el dafio, las células dejan de ser viables, mueren por necrosis y mas cominmente
por apoptosis extrinseca34. Aparecen ambas formas de muerte celular, pero se dard una u otra
en funcidn de la rapidez, intensidad y duracién de la agresiéon. Debido a la perdida de las uniones
estrechas y adherentes, las células caen al espacio urinario contribuyendo a la dilatacion tubular
proximal. A esto se suma la formacién de cilindros intratubulares compuestos por proteinas,
células viables y apoptdticas, y detritus celulares. Debido a la exfoliacién y desprendimiento, los
tubulos quedan desprovistos de su capa celular y con su luz obstruida aumenta la presion en la
capsula de Bowman reduciendo mas el filtrado glomerular. La alteracién de los complejos de
union incrementa la permeabilidad y la fuga intersticial de la orina por dafio de la membrana
basal tubular, produciéndose un cambio en la localizacidn de las proteinas de anclaje, que no
solo se expresardn en el polo basal sino también en el apical®®*?*3°, Se ven afectados igualmente
las bombas dependientes de ATP, que son incapaces de eliminar el sodio intracelular dando
lugar a edema celular, se incrementa el calcio citosélico y mitocondrial interrumpiendo el
proceso de respiracion celular?®,

(4) Fase de mantenimiento. Las células comienzan a repararse mediante procesos de
desdiferenciacién, migracidn, apoptosis y proliferacion, para mantener la integridad celular y
tubular.

(5) Fase de recuperacion. Comienza con la desaparicién de la agresion que lo ha
provocado a partir de las células viables desprendidas, se mantiene la diferenciacion celulary se

restablece la polaridad epitelial?*3*3¢

Microvilli Uni6n intercelular
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1.3.1.4 FRA parenquimatoso de origen endotoxico

Actualmente se considera que solo el dafio intrinseco representa la verdadera
enfermedad renal y la causa mas frecuente de FRA, mientras que el pre- y post-renal son la
consecuencia de dafos extrarrenales que llevan a la disminucidn de la TFG. Si estas condiciones
se mantienen, evolucionardn a enfermedad renal intrinseca?®. La forma mas severa y frecuente
de FRA parenquimatoso es la NTA con un 85% de los casos y caracterizada por la lesidn de las

PTEC?*. Podemos diferenciar dos grandes grupos de NTA:

¢ Por isquemia-reperfusion, que es la causa mas comun con un 50%. Cuando hay un
dano isquémico, la PTEC es la que mads se dana afectando posteriormente al resto del tubulo e
intersticio.

¢ Nefrotdxica y por pigmentos, supone el 35%. Al ser un érgano muy vascularizado, el
rifd presenta una gran capacidad de concentrar sustancias téxicas. Es especialmente vulnerable
a la accidn toxica directa de numerosos farmacos y pigmentos como la mioglobina, liberada al
producirse la destruccion del musculo esquelético en la rabdomidlisis?3243>36,

La rabdomidlisis y la sepsis son dos sindromes que se incluyen dentro del FRA
parenquimatoso endotéxico debido a que el dafio es producido por moléculas enddgenas
derivadas de los mismos al comportarse como endotoxinas. En el primer caso, el dafo es
ocasionado por la hemoproteina mioglobina y sus productos de degradacién, como su grupo
hemo y/o el hierro catalitico, al ser liberados por el misculo esquelético dafiado. En la sepsis, la
endotoxina lipopolisacarido o LPS es un pirégeno liberado tras la desintegracién bacteriana. La
endotoxemia lleva al FRA por vasoconstriccion (VC) renal, liberacidn de citoquinas y obstruccion
tubular dando como resultado disminucién de la TFG*,

Determinar la causa del dafio de forma precoz es fundamental para aplicar el
tratamiento adecuado y evitar la progresion y complicacién del FRA. En el caso de la sepsis por
ejemplo, es de vital importancia el control del foco de la infeccién usando antibiéticos o cirugia
de forma temprana®. Actualmente no hay un tratamiento farmacoldgico especifico para
prevenir el FRA en poblaciones de alto riesgo, ni para tratarla una vez establecida. Por ello, el
manejo del FRA va encaminado hacia técnicas de soporte destinadas a eliminar el problema
responsable del FRA, como incrementar la volemia. En casos mas grave se recurre a la TRR o

hemodialisis?>?’.
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1.3.2 FRACASO RENAL CRONICO

El FRC es la pérdida gradual y progresiva de la capacidad de los rifiones para eliminar
desechos, concentrar la orina y conservar los electrolitos. Es una de las causas de muerte que
mas se estd incrementando en estos Ultimos afos y se prevé que en 2040 se convierta en la
quinta causa de muerte a nivel mundial. Es uno de los problemas de salud publica mas
importantes debido a su elevada prevalencia, alta tasa de mortalidad y a la pérdida de la calidad
de vida?>3%3°, Los factores que contribuyen a la progresién del FRC son la pérdida progresiva e
irreversible de nefronas, la reduccion de la capacidad de regeneracion del riiidn, el dafio
microvascular, cambios metabdlicos, estrés oxidativo (EO) y la inflamacién crénica que dan lugar
a fibrosis. Puede conducir a la muerte prematura o a la ERT y posterior dialisis o trasplante de
rifdn?>°, Independientemente de las causas, hay un desenlace comun que se caracteriza por
una fibrosis tubulointersticial, donde se observa una acumulacion de matriz extracelular (MEC),
una atrofia tubular, infiltracién de células inflamatorias y pérdida de microvasculatura
peritubular?’4L,

Se ha establecido una correlacién entre la disminucidon de la funcidn renal, el dafio
tubulointersticial y una mala reparacidon de los tibulos dafiados tras un FRA llevando a FRC*%3,
Existe una estrecha relacién entre ambos, ya que el FRA acelera la progresién hacia la
cronificacién y los pacientes con FRC tienen un mayor riesgo de desarrollar un episodio de FRA,
independientemente de la causa®>*. Alrededor de un 15-20% progresard a un estado avanzado

de FRC en los siguientes dos afios*16,
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2 SEPSIS

2.1 DEFINICIONES Y CLASIFICACION

El concepto de sepsis ya se manejaba hace 2.000 afios, cuando Hipdcrates afirmaba
qgue la sepsis era el proceso por el cual la carne se pudria y las heridas se infectaban. Con el
desarrollo de la microbiologia moderna y un mejor conocimiento de la sepsis, los investigadores
se dieron cuenta de que era causada por una infeccién microbiana. Actualmente, la sepsis es
considerada de manera general como una enfermedad sistémica inducida por una infeccidon que
provoca anomalias patoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas en el organismo*.

En 2016, se desarrollé una nueva definicidon poniendo el foco en el reconocimiento de
la disfuncién de drganos en el contexto de la infeccion. De esta forma, se define sepsis como un
sindrome clinico potencialmente mortal caracterizado por una disfuncién organica causada por
una respuesta descontrolada del hospedador a una infeccion®8,

Aunque la sepsis ha sido reconocida como causa de morbi-mortalidad durante siglos,
solo hace unas décadas que se establecid un consenso en las definiciones. En 1991, en la
International Sepsis Definitions Conference (Sepsis-1), se establecieron las primeras definiciones
gue se utilizaron en la practica clinica y traslacional: El sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS), indicaba una respuesta inflamatoria potencialmente dafiina; sepsis se definié
como SIRS con infeccion; sepsis severa cuando se desarrollaba una disfuncién organica; y shock
séptico como una sepsis con hipotensién persistente o fallo cardiocirculatorio. Al ser poco
especificas, en la Sepsis-2 de 2001, fueron revisadas y se afiadieron indicadores especificos de
inflamacién, hemodindmica, disfuncién de érganos y perfusion tisular*4,

Con ello, en el Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock
(Sepsis-3) de 2016, las definiciones esenciales fueron actualizadas y modificadas. Se eliminaron
los términos SIRS y sepsis severa, ya que el término sepsis se considera suficientemente grave
por sisolo, y se establecieron el de infeccidn, sepsis y shock séptico. Mientras que los anteriores,
Sepsis-1 y 2, se centraban en la deteccion de la inflamacidn sistémica como respuesta a la
infeccidn, Sepsis-3 la define como una disfuncion organica potencialmente mortal resultado de
una desregulacion de la respuesta del hospedador a la infeccion. Ya no se centra en los signos y
sintomas de inflamacién, ya que pueden reflejar una respuesta saludable a una infeccidn
sistémica, sino que es mds que una inflamacidn. Se destaca que la respuesta no es fisioldgica

sino desregulada, dando lugar a una disfuncién organica tan grave como para poner en peligro

la vida del paciente.
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El shock séptico ahora es definido como una subcategoria dentro de la sepsis, en el
que, a pesar de la administracién adecuada de liquidos, los pacientes presentan hipotension y
elevada concentracién de lactato en sangre, aparecen alteraciones metabdlicas, circulatorias y
celulares, que son lo suficientemente graves como para incrementar el riesgo de muerte a mas
de un 40%%47:49,

La disfuncién organica es medida en base a criterios de Evaluacidn de Fallo Orgédnico
relacionado con Sepsis (SOFA o Sepsis-related Organ Failure Assessment) y se considera que hay
riesgo mortal si la puntuacidn es > 2 puntos. La sepsis se define ahora como la presencia de
infeccion clara o sospechosa combinada con un cambio agudo en el score SOFA > 2 puntos.
Como esta puntuacion no siempre puede aplicarse fuera de la UCI, se establecio el SOFA rapido
(g) como herramienta de cribado de la sepsis. El score gSOFA, consta de tres criterios faciles de
evaluar: 1) Alteracion del estado mental (escala de coma de Glasgow < 15); 2) Frecuencia
respiratoria > 22 respiraciones/minuto; 3) Presidn arterial sistdlica £ 100 mmHg. Los pacientes

son considerados de alto riesgo si presentan al menos 2 de los 3 criterios establecidos*4&>0,

2.2 SITUACION ACTUAL

La verdadera incidencia y la prevalencia de la sepsis es desconocida, ya que depende
de la definicidn especifica que se haya utilizado, del organismo infectivo y de los registros
empleados. Estos factores provocan que exista una importante diferencia entre las estimaciones
realizadas y la localizacién geografica ya que por ejemplo, la mayoria de los datos manejados
describen la incidencia de sepsis en paises desarrollados, dejando fuera a mas del 80% de los
paises con pocos recursos*®°!, Debido a la sospecha de un elevado numero de casos no
notificados, la incidencia estimada de la sepsis y su muerte asociada se supone que es aln mayor
en todo el mundo y podemos estar infravalorando su impacto®°. En los dltimos 30 afios, una gran
cantidad de investigaciones y la mejora de los procedimientos clinicos han ayudado a mejorar el
reconocimiento y el tratamiento de la sepsis. Actualmente, permanece como una de las
principales causas de muerte a nivel mundial, siendo la responsable del 20-50% de las muertes
intrahospitalarias. Es un problema importante de salud publica, con un gran impacto econémico
y coste por dia, ya que puede multiplicarse entre 2-11 veces con respecto al de otros pacientes
hospitalizados. Ademas, se afiade que la calidad de vida se ve mermada en el siguiente afio y
medio®.

Segun los datos publicados a nivel mundial, la sepsis afecta aproximadamente a un
20% de los pacientes de la UCI. Cada afo se producen aproximadamente 19 millones de casos

nuevos de sepsis* y unos 1.400 pacientes mueren al dia por algin tipo de enfermedad
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relacionada con ella en todo el mundo®C. Por esta razén, en 2017 la Organizacién Mundial de la
Salud y la Asamblea Mundial de la Salud, hicieron de la sepsis una prioridad de salud global
adoptando una resolucidon que destaca la importancia del diagndstico, el tratamiento y la
prevencion. Como trastorno complejo de prioridad mundial, la sepsis ha pasado a estar mds en

el punto de mira de la medicina y la investigaciéon biomédica*®>°.

2.3 ETIOLOGIA

La sepsis puede ser originada por practicamente cualquier organismo infectivo. Por
esto, el rango de presentacién del sindrome es muy amplio y varia considerablemente entre
regiones geograficas. Puede ser adquirida durante una estancia hospitalaria o extrahospitalaria,
como ocurre en la mayoria de los casos (60-80%). El principal foco de infeccidn que lleva a su
desarrollo es el pulmén (64%), seguido del abdomen (20%), la sangre (15%), y el tracto renal y
genitourinario (14%). De entre el 30-60% de los casos se obtiene informacidn microbioldgica,
pero hay estudios contradictorios en cuanto al patégeno causante. Segun algunos estudios,
parece que hay una prevalencia casi igual de infecciones originadas por Gram-negativos y Gram-
positivos. Aunque hay otros en los que sigue siendo mayoritaria la infeccién por Gram-negativos.

Los microorganismos que con mas frecuencia aparecen son: Staphylococcus aureus, varias

especies de Pseudomonas y Escherichia coli. A veces se presentan de forma inespecifica lo que

lleva al retraso en la deteccidn, sobre todo en poblacién fragil*®>1,

2.4 FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

La respuesta inflamatoria secundaria a una infeccién es un proceso normal y esencial
para la supervivencia y la reparacion del tejido, ya que localiza y elimina el cuerpo extrafio. La
clave de la fisiopatologia es el desajuste de la respuesta del huésped a la intensidad de los
estimulos patogenos y como resultado lleva a la disfunciéon orgdnica. El papel de la inflamacién
en la fisiopatologia de la sepsis parece ser critico, ya que las interacciones complejas que se dan
entre el patégeno y el huésped llevan a una excesiva inflamacién y posterior inmunosupresion.
Gran parte de esas alteraciones producidas se deben mds a esa respuesta exagerada a la
invasion que a los efectos directos del propio microorganismo®>°2,

La fisiopatologia de la sepsis tiene una primera fase que implica una ruta de activacién
inmune bien descrita. Los patdgenos infecciosos tienen componentes estructurales
denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs o pathogen-associated

molecular patterns) como la endotoxina LPS, componente de la pared celular de las bacterias

Gram-negativas y los peptidoglicanos de las Gram-positivas. Estas moléculas se unen a los
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llamados receptores de reconocimiento de patrones (PRR o patterns recognized receptors), que
incluyen a una familia importante y evolutivamente conservada como son los Toll like receptors
(TLRs) de superficie, y los citoplasmaticos como los NOD-Like Receptors (NLRs) en las células del
sistema inmune innato (Figura 5A). Como resultado se produce una activacién de varias rutas
de sefializacién intracelular que llevan a multiples respuestas, como la via del NFkB. Esta
respuesta inflamatoria desregulada puede a su vez generar patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs o damage-associated molecular patterns), que también pueden unirse a los PRR
amplificando la respuesta inflamatoria. Tiene lugar una produccién prolongada de mediadores
tanto proinflamatorios como antiinflamatorios, citoquinas como TNFa, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8, y |a

activacion de la respuesta inmune adaptativa®4%°3>* (Figura5SB).
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La hipoxia tisular, la disfuncion endotelial y mitocondrial, y la apoptosis parecen ser los
principales mediadores de la disfuncién organica inducida por sepsis. Una caracteristica
importante es el desarrollo de un estado procoagulante, ya que las citoquinas inflamatorias
activan la cascada de la coagulaciéon e inhiben la fibrinolisis, pudiendo llevar a la generacién de
microtrombos y al depédsito de fibrina en el lecho microvascular. También tiene lugar la

activacion del complemento y la expresion de moléculas de adhesién*>4,
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El endotelio tiene un papel fundamental en la patogénesis de la disfuncién de érganos
en la sepsis. Las células endoteliales vasculares son clave en la regulacién de la perfusidn tisular
a través de la liberacién de mediadores vasoactivos®®. Se produce una disfuncién circulatoria
ocasionada por la hipovolemia relativa secundaria al edema y a la pérdida del tono vascular,
causando un metabolismo anormal del oxigeno. Ademas, las células endoteliales vasculares ante
determinados estimulos, ya sean fisiolégicos o patoldgicos, pueden sufrir apoptosis llevando a
disfuncién endotelial*>46:5356:57,

Es conocido que los pacientes sépticos entran en un estado inmunosupresor
caracterizado por una excesiva apoptosis de las células inmunitarias junto con respuestas
celulares deficientes, elevados niveles de citoquinas antiinflamatorias, de células T reguladoras
y células supresoras derivadas de mieloides*. Pacientes que superan una sepsis temprana son
propensos a desarrollar infecciones nosocomiales provocadas por microorganismos que no son
patogénicos en hospedadores inmunocompetentes. Parece que un estado hiperinflamatorio
inicial evoluciona a una fase hipoinflamatoria con una importante inmunosupresion. La
intensidad de la respuesta dependera de varios factores tanto por parte del hospedador como

del patégeno, virulencia y carga, asi como si existen comorbilidades*°,

2.5 FISIOPATOLOGIA DEL FRA INDUCIDO POR SEPSIS

Ya se ha visto como una respuesta descontrolada a la infeccién durante la sepsis
generalmente lleva a fallo orgdnico. Los rifiones son especialmente vulnerables al medio
séptico®®> por lo que se considera que es un factor importante que contribuye al FRA*, Por ello,
el FRA es una complicacién grave de la sepsis y suele aparecer en las primeras horas de su
desarrollo (entre el 30-60% de pacientes desarrollard un FRA). Ademas, la sepsis es la principal
causa del FRA en pacientes criticamente enfermos, con un 40-70%. Ya de por si, pacientes con
FRA tienen un mayor riesgo de muerte que otros pacientes en estado critico, ya que es un factor
de riesgo independiente asociado a mayor mortalidad®. Un paciente con sepsis complicada con
FRA tiene un incremento significativo de mortalidad relativa (70%) con respecto a otro sin FRA
(45%), y es alin mas alta que aquellos con FRA de otras causas®’49°861-64,

Se sabe que la alteracion de la funcién renal es detectable cuando ya se ha lesionado
mas del 50% del parénquima renal®, lo que podria derivar en ERT y promover el dafio en otros
organos, llevando al sindrome de disfuncién multiorganica (SDMO) incrementando la
mortalidad®®. El FRA propio de la sepsis se diagnostica en el paciente que cumple los criterios de
sepsis ya comentados anteriormente, y que no tenga otras causas que expliquen ese FRA, como

la utilizacion de nefrotéxicos®.
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El estudio de la fisiopatologia del FRA en sepsis presenta varias limitaciones. Una de
las mds importantes es la ausencia de informacidn detallada de los cambios histopatoldgicos
renales que ocurren en humanos, ya que las biopsias estan contraindicadas y son técnicamente
complicadas en UCI. Aparte de las limitaciones clinicas que supone la sepsis, también es dificil
recrear completamente el sindrome clinico en condiciones experimentales. Los modelos
disponibles no siempre reproducen con precisidon el sindrome séptico. Otro problema es la
obtencidon de medidas fiables de pardmetros hemodindmicos. Ademads, se ha observado a la
hora de realizar modelos animales, que algunas especies de roedores presentan una resistencia
intrinseca a la endotoxina. A esto se afade la corta duracidn que tienen estos modelos
comparados con el a veces, prolongado y complicado curso clinico del paciente séptico que ha
sobrevivido®>%2,

El FRA inducido por sepsis se caracteriza por desarrollar una fisiopatologia distinta a
las de otras enfermedades. Es muy compleja e incluye una combinacién de eventos que hacen
gue la TFG caiga rdpidamente. Inicialmente se creia que la hipoperfusién renal y la isquemia
asociada eran la principal causa, pero estudios recientes han mostrado que la inflamacion y
apoptosis son los principales procesos patoldgicos en el FRA séptico. Esto se ha comprobado
viendo la evolucién del dafio organico incluyendo la disfuncion macro y microvascular
(hipotension sistémica y VC renal, no necesariamente en el rango isquémico), la desregulacion
inmunolégica y alteraciones en el suministro de oxigeno ya sea por disminucion de flujo o por la
limitacion en la difusion debido al edema e inflamacién. La presencia de productos bacterianos
en la circulacion sistémica activa las células inflamatorias que infiltran el tejido renal e
incrementa la secrecidn de citoquinas como TNFa, IL-1B e IL-6 por las células tubulares, y la
actividad leucocitaria. Puede producirse trombosis intraglomerular y obstrucciéon intratubular,
ya que se han observado depdsitos de fibrina dentro del lumen de capilares glomerulares.
Aparece vacuolizacién de células tubulares medulares e incremento de expresidn de la molécula
de dafio renal o Kidney Injury Molecule 1 (KIM-1). También aparece alteracién mitocondrial y EO
al aumentar la produccién de ROS e induccidén de dxido nitrico sintasa (NOS) (Figura 6), que
puede llevar al daifo de la barrera endotelial y el glicocdlix, ocasionado cambios estructurales y

funcionales, provocando la disfuncidn tubular propia del FRA inducido por sepsis*>46:48:50.54-58,65
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2.5.1 DISFUNCION MICROVASCULAR Y ENDOTELIAL

Tras la produccidon significativa de citoquinas, los cambios producidos en la
permeabilidad vascular son también importantes en la patogénesis del dafio organico inducido
por sepsis, ya que lleva a alteraciones hemodinamicas. Esta alteracidon de la permeabilidad
vascular puede causar en el tejido renal una compresién de los capilares peritubulares,
hemoconcentracién y disminucion del flujo microvascular®”®, Este flujo lento hace que los
leucocitos activados estén presentes mas tiempo y la exposicion del endotelio y de las células
epiteliales tubulares circundantes a las citoquinas, a los PAMPs y DAMPs sea mayor, provocando
la activacidn endotelial y aumento de la permeabilidad. Esto desencadena mas sefiales
inflamatorias, aumenta el EO y contribuye a la desregulacién metabdlica de las células tubulares
renales’®!

El daifo renal implica cambios morfoldgicos y funcionales en las células endoteliales
que activan el infiltrado de neutréfilos, macréfagos, células Natural Killer (NK) y linfocitos en el
rifidn dafado, y se liberan mediadores inflamatorios tanto por las células tubulares como
endoteliales, incrementandose la expresién de moléculas de adhesién. La acumulacidn de
células inflamatorias y la obstruccién tubular que lleva a incrementar la presién tubular e
intersticial hace disminuir la presidn de filtrado que se agrava con el edema. La disminucién de
la TFG podria actuar como mecanismo protector contra los mediadores generados en la sepsis
ya que se filtrarian menos toxinas, como DAMPs y PAMPs, disminuyendo la exposicidén de las
células tubulares a estas moléculas. También es caracteristico del FRA grave inducido por sepsis

la reduccién de las uniones estrechas y alteracion de las uniones adherentes endoteliales. La

40



Introduccion: Sepsis

lesién y disfuncion del endotelio microvascular provoca la liberacion del VE-cadherina soluble,

que es mas grave en pacientes sépticos con FRA>626970 (Figura 7).
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Figura 7. Cambios en el endotelio vascular en respuesta al estimulo inflamatorio durante la sepsis. A) El endotelio vascular en
reposo en su estado natural anticoagulante. B) La sepsis produce cambios profundos que convierten el endotelio en un estado
procoagulante. Este endotelio alterado acelera la pérdida de fluido a través de las uniones estrechas desconectadas y acelera el
reclutamiento, la adhesion y la extravasacion de células inflamatorias a través del endotelio. La activacion de la cascada de
coagulacidén potencia la inflamacién. ESL1: ligando de la E-selectina 1; ICAM1: molécula de adhesién intercelular-1; LFA1: antigeno
asociado a la funcion linfocitica 1; MPO: mieloperoxidasa; NO: éxido nitrico; PAF: factor activador de las plaquetas; PAI-1: inhibidor
del activador del plasmindgeno 1; PGl,: prostaglandina I2; PMN: leucocito polimorfonuclear; PSGL1: ligando de la P-selectina 1; ROS:
especies reactivas del oxigeno; TFPI: inhibidor de la via del factor tisular; TM: trombomodulina; t-PA: activador tisular del
plasmindgeno; TXA,: tromboxano A;; VE: endotelio vascular. Modificada de Hotchkiss RS’ con BioRender.com.

2.5.2 ALTERACIONES EN LA COAGULACION

Ya se ha comentado que la sepsis se caracteriza por presentar un estado procoagulante
y antifibrinolitico. Una alteracion en la regulacidn de la coagulacion tiene un papel importante
en la generacién sistémica de trombina y la consecuente formacién de microtrombos
contribuyendo a la disfuncidn organica. Durante la sepsis, la coagulacion es inducida por el dafio
vascular e inflamacién® por aumento en la expresién del factor tisular. En el rifidén, se han
descrito depésitos de fibrina en los capilares glomerulares®. La relacién existente entre
coagulacién e inflamacion es lo que se conoce como "inmunotrombosis", donde la agregacion
plaguetaria determina la liberacién de citoquinas y quimioquinas que llevan al reclutamiento de
leucocitos e inflamacion local. Este proceso de formacion de codgulos en pequefias cantidades
podria tener un papel beneficioso, ya que las bacterias y los DAMPs quedarian atrapados y se

mantendrian alejados de la circulacidon sanguinea. Ademads, la coagulacién produce factores
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implicados en la proliferacién y cicatrizacion celular, como factores de crecimiento, citoquinas

como IL-6, IL-17, IL-22 y miARNs activando la proliferacion de células epiteliales®?%,

2.5.3 RESPUESTA INFLAMATORIA

La respuesta inflamatoria propia de la sepsis se ha estudiado como efecto directo del
FRA. Las células mesangiales y tubulares son capaces de expresar citoquinas proinflamatorias
como la IL-1B y TNFa. Se ha demostrado que ambas son inductoras del FRA séptico ya que
provocan una mayor liberacién de citoquinas, amplificando la cascada inflamatoria®%62,

El dafo en el tejido renal es el resultado de varios procesos importantes, comenzando
con el reconocimiento por los TLRs de una gran variedad de componentes estructurales
microbianos. Muchos estudios han demostrado la importancia de estos receptores y su relacion
con el FRA. Las PTECs son inmunoldgicamente activas como células presentadoras de antigeno
(APC), siendo potencialmente capaces de reconocer estos patrones a través de sus PRR. Estos
TLR reconocen PAMPs (patogenos, LPS), DAMPs (ligandos enddgenos, células dafiadas) y
alarminas (HSP70, HMGB1), que son liberados durante el estrés celular e interaccionan con el
sistema inmune en el medio extracelular contribuyendo al proceso inflamatorio en el rifidn. El
mejor caracterizado es el TLR4 que reconoce PAMPs de bacterias Gram-negativas,
principalmente LPS. El reconocimiento de Gram-positivos ocurre a través de lipopéptidos
bacterianos y es fuertemente dependiente de TLR2. Ambos, TLR2 y TLR4 se expresan
constitutiva y predominantemente en las células epiteliales renales de los tubulos distal y
proximal, en el epitelio de la capsula de Bowman, y células endoteliales y glomerulares. TLR2 es
altamente expresado en el rifidn, pero su distribucién no es homogénea en la nefrona ya que se
localiza en la corteza renal y médula exterior, pero no en la interna.

Para que la activacién tenga lugar, el receptor tiene que unirse a su correceptor
correspondiente. La presencia de LPS o bacterias Gram-negativas induce el acoplamiento entre
TLR4 y su correceptor CD14, una glicoproteina localizada en las balsas de colesterol (BDC) al igual
que TLR2. TLR4 estaria fuera de las mismas en ausencia de un ligando adecuado, siendo
reclutado a dichas balsas bajo estimulacién. TLR2 parece ser también responsable del
reconocimiento del LPS y en su ausencia, TLR4 es sobreexpresado. El LPS es captado vy
transportado por la proteina de unién de LPS (LBP o LPS-Binding Protein) en suero y transferido
a CD14 que tiene un papel clave ya que es capaz de concentrar y enviar el LPS al complejo
TLR4/MD2 facilitando la activacién del complejo. Esta tiene lugar primero en membrana y

después la endocitosis del receptor, que parece ser gobernada por proteinas asociadas a las BDC
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durante la estimulacién de las células con LPS o componentes no microbianos activando TLR4
(Figura 8).

La transduccién de la sefial a través de TLR4 y TLR2 esta mediada inicialmente por una
proteina adaptadora llamada MyD88. Esta encabeza la activacién a través de dos vias: la
dependiente de MyD88, a partir de PAMPs como LPS, que lleva a la activacién de NFkB y la
proteina activadora 1 (AP-1 o Activator Protein 1, via MAPK); y la independiente de MyD88, a
través de DAMPs como HSP70, que activa la ruta de los IFN (via TRIF). Esto lleva a un aumento
en la producciéon de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, la expresién de genes
relacionados con la respuesta inflamatoria como TNFa, IL-6 e IL-1B, y promueven la expresion
de moléculas coestimuladoras que activan la respuesta inmune innata y estimula la inmunidad
adaptativa. De igual manera, durante el proceso inflamatorio en presencia de IFNy y TNFa, la

expresién de TLR2, TLR4, MyD88, y sus mensajeros se incrementan®*67.7276,
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Las citoquinas inflamatorias circulantes hacen aumentar la expresion de moléculas de
adhesion como Intracellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), selectina, y Vascular Cell Adhesion
Molecule-1 (VCAM-1) en capilares peritubulares, los cuales incrementan la adhesién de células
inflamatorias como leucocitos al endotelio. Como los capilares peritubulares estan localizados
junto a las células epiteliales tubulares, los leucocitos activados pasan a través de ellos causando
la liberacion de mds mediadores proinflamatorios y DAMPs amplificando la respuesta
inflamatoria. Tanto los PAMPs como los DAMPs y citoquinas filtradas en el glomérulo, entran en
el tubulo proximal y activan directamente a las PTECs, provocando cambios en su estado

metabdlico y funcional®,
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2.5.4 DISFUNCION MITOCONDRIAL Y ESTRES OXIDATIVO

La disfuncion mitocondrial es un importante factor patogénico en el fallo
multiorganico asociado a sepsis, incluyendo el FRA séptico. El rifién es el érgano con mas
mitocondrias y el que mds oxigeno consume tras el corazén. Las mitocondrias renales estan mas
densamente concentradas en el tibulo proximal y el asa de Henle, que es donde hay un gran
consumo de ATP para el mantenimiento de los gradientes electroquimicos y movimientos de
solutos. Es clave en la activacién de la apoptosis cuando hay permeabilizacién de la membrana
mitocondrial’®’”7’8, En el tejido séptico se ha observado empeoramiento en la utilizacién de
oxigeno causado principalmente por esa disfuncidon mitocondrial. Ciertos compuestos como ROS
vy RNS actuan sobre la respiracién mitocondrial resultando en la reduccion de la produccion de
ATP, fallo bioenergético y EO, contribuyendo al empeoramiento de la filtracién. Es esencial para
el reemplazamiento de proteinas mitocondriales dafiadas y para incrementar la capacidad de
generar energia. Es un proceso importante durante la recuperacion del FRA séptico®%2,

El EO esta relacionado con el aumento de las ROS a la vez que disminuyen los niveles
de antioxidantes (propio de la sepsis), ya sea por consumo o por baja ingesta. La cascada
proinflamatoria induce la expresion de NOS inducible (iNOS) en la medula renal, en las células
mesangiales glomerulares y endoteliales de la vasculatura renal llevando al aumento del NO.
Este, durante la sepsis, tiene efectos beneficiosos como mantener el flujo sanguineo renal y la
biogénesis mitocondrial, pero es un radical libre que producido en exceso es capaz de alterar la
cadena de fosforilacion oxidativa y disminuir el consumo de oxigeno. Ademas, puede reaccionar
con otras ROS dando otras moléculas mas nocivas, provocando dafio a nivel de ADN, proteinas
y membranas, aumentando la permeabilidad mitocondrial. Como consecuencia se altera el
gradiente electroquimico y la sintesis de ATP, llevando a la apoptosis. El dafio oxidativo se asocia

con el grado de alteracién mitocondrial®®7°,

2.5.5 APOPTOSIS

La muerte celular es una estrategia efectiva y fundamental para limitar las infecciones
intracelulares. La muerte celular como la apoptosis ha sido considerada y descrita desde hace
mucho tiempo como "silenciosa inmunoldgicamente" debido a que mantiene la integridad de la
membrana celular. Existen dos rutas de activacion de la apoptosis, la via extrinseca se inicia a
partir de receptores de muerte como FASy se lleva a cabo a través de caspasa-8 y la viaintrinseca
o mitocondrial, que puede ser activada por varios tipos de estrés celular (Figura 9). Esta via
ocurre a través de la familia de proteinas Bcl-2, que llevan a la liberacién de citocromo C desde

la mitocondria y a la formacién del apoptosoma, resultando en la activacién de caspasa-9.
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Ambas rutas llevan finalmente a la activacién de la caspasa-3 efectora que encabeza la muerte

56,79
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Figura 9. Vias apoptéticas y sus inhibidores. Via
extrinseca de la apoptosis mediada por recetores de
muerte (Fas), es llevada a cabo a través de caspasa-8 y
caspasa-3. La via intrinseca es mediada por dafio
mitocondrial. Lleva a la formacidn del apoptosomay a la
activacion de la caspasa-9 y caspasa-3. Modificada de Anzi
M?? con BioRender.com.
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Actualmente también se tienen en cuenta otros tipos de muerte celular programada,
como la necroptosis o la piroptosis®®. La apoptosis inducida por el dafio inflamatorio es uno de
los mecanismos causantes del FRA en sepsis. Altas concentraciones de LPS bacteriano y TNFa
pueden incrementar mediadores proapoptéticos, como FAS, ARNm y reducir los antiapoptdticos
como BCL-XL%2. Ademds, el inflamasoma estd implicado también en la apoptosis ya que activa la
ruta de la caspasa-18.. Esta, por un lado, lleva a una muerte celular programada rapida llamada
piroptosis y por otro, es capaz de provocar apoptosis activando directamente la caspasa-8 y
caspasa-3. En ausencia de caspasa-1, la formacién del inflamasoma todavia podria activar la
caspasa-3, una muerte apoptética mas lenta, dependiente de caspasa-8%2. Otra causa principal
de la apoptosis renal en sepsis es la hipoxia mediada por hipotension®’

La consecuencia final de la apoptosis es que la concentracidén de microvesiculas (MV,
pequefias particulas liberadas mediante un proceso de exocitosis a partir de la membrana
plasmatica), se incrementa durante el FRA inducido por sepsis debido al dafio endotelial
microvascular. La mayoria de estas MV derivan de plaquetas (85%) y pueden ejercer como
antiinflamatorias e inmunosupresoras. Contienen dos importantes factores procoagulantes,
fosfolipidos y factor tisular, que promueven la coagulacion e inflamacidon perpetuando dafo

microvascular®%.

2.6 MANEJO Y TRATAMIENTO

El manejo de la sepsis deberia considerarse como una emergencia médica. Un cribado

en los pacientes para identificar signos y sintomas facilitaria la identificacion temprana y una
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rapida intervencién, llevaria a una reduccién significativa de la incidencia y mejoraria los
resultados de los pacientes*. Un paciente con sepsis presentara los signos y sintomas propios
de la infeccion como: alteraciones de temperatura, fiebre (> 38°C) o hipotermia (< 36°C),
postracidn; los especificos del foco que la produce: insuficiencia respiratoria, dolor abdominal,
alteraciones en el sistema nervioso central (SNC); y aquellos relacionados con la propia
fisiopatologia de la sepsis como: hipovolemia, edema, hipoperfusion tisular, taquicardia y
alteraciones en el nimero de leucocitos*°2. Puede presentar patrones Unicos de biomarcadores
en plasma y orina*. Los principales indicadores son la oliguria, la elevacién de creatinina sérica
al igual que el nitrédgeno ureico en sangre (BUN) y la alanina aminotransferasa (ALT)*®%. Es
fundamental realizar un diagnéstico precoz e identificar el proceso séptico. Una vez
diagnosticado, es necesario recoger la historia clinica y realizar una analitica especifica. Se ha
establecido un panel de marcadores importantes a valorar: IL-1q, IL-6, TNFa, HMGB1, MMP-9,
VEGF, ICAM-1, MPO, caspasa-3, PCR, PCT, DD, proteina C, APTT, IL-10, IL-8. Otros pardametros
gue se valoran son las medidas de perfusidn tisular general, como el indice de shock, lactato,
saturacidon venosa y la perfusién regional. También se tienen en cuenta la predisposicion
genética junto con el score y el formulario del cédigo sepsis®.

El FRA asociado a sepsis empeora el prondstico de los pacientes y segun algunos
estudios parece que el dafio se inicia de forma temprana, pero puede ser tratado por las mismas
terapias que las utilizadas para el tratamiento de la sepsis®. Este va encaminado a controlar el
foco infeccioso y la recuperacién hemodinamica. Dentro de las 6 horas siguientes tiene que
llevarse a cabo**%®:

a. Medida de lactato sérico, realizar cultivos y administrar antibidticos. Cada hora sin
antibidticos la mortalidad aumenta casi un 8%.

b. Si hay hipotension y el lactato es elevado, administracion de fluidos.

c. Sipersiste la hipotension, coger via central y aplicar medidas de saturacién de oxigeno.

d. Dentro de las 24 horas administracidon de esteroides, tratamiento de soporte, ventilacién
y/o TRR.

La mayoria de los pacientes con shock séptico y FRA presentan dafio renal en el
momento de ser hospitalizados o dentro de las siguientes 24 horas, y a menudo presentan lesion
en otros érganos. Estos pacientes ademas tienen mas riesgo de desarrollar FRC, por lo que
prevenir la fibrosis y favorecer la regeneracién y proliferacion de células epiteliales viables, es
fundamental®.

A pesar del tratamiento de apoyo y de la administracidn rapida de antibidticos, la

sepsis sigue siendo una complicacién de la infeccién®’. A pesar de las numerosas investigaciones
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y ensayos, la limitada comprensidn de los mecanismos fisiopatoldgicos ha impedido el desarrollo
de terapias eficaces®*®*. La mayoria de los tratamientos actuales son de soporte, como la
optimizacion hemodindmica y TRR. A dia de hoy no existe ningun tratamiento farmacoldgico
para su prevencién, aunque actualmente hay multiples ensayos potenciales bajo investigacion®.

Con el objetivo de mejorar la supervivencia de los pacientes con sepsis y shock séptico,
se cred la iniciativa "Surviving Sepsis Campaign (SSC)". Actualizada en 2016, esta guia
recomienda un diagndstico rapido y el inicio de una terapia estandarizada. Pone el foco en el
desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico y de administracidon de antibidticos, sobre
todo de nueva generacién. Hasta ahora el gold standard en medicina era la eliminacién de zonas
afectadas y dispositivos infectados, asi como la cirugia de control de danos, pero parece que con
cierta controversia. Las directrices de la SSC se encaminan a un tratamiento de la sepsis basado
en la evidencia, aunque los pacientes de UCI en estado critico requieren una reevaluacion diaria
individualizada y continua, asi como estrategias terapéuticas flexibles que puedan discutirse

mejor entre cirujanos y médicos de cuidados intensivos*®>°,
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3 RABDOMIOLISIS

3.1 ANTECEDENTES Y SITUACION ACTUAL

La rabdomidlisis es un sindrome clinico caracterizado por la destruccion y posterior
necrosis del musculo esquelético provocando la liberacion masiva de sus componentes
intracelulares al torrente sanguineo, como la mioglobina, iones y enzimas, y dando a la orina su

848  La mayoria de las veces encabeza otras complicaciones

caracteristico color marrén
sistémicas como es el FRA, alteraciones electroliticas y metabdlicas, o coagulacién intravascular
diseminada (CID)%%8%87,

Ya se menciona en la Biblia una descripcidn similar a un cuadro clinico provocado por
rabdomidlisis, en concreto en el libro del Exodo. Durante la migracién del pueblo judio de Egipto,
la poblacién se expuso a sustancias toxicas debido a una intoxicacion con codornices
alimentadas con hierbas ricas en hierro®2¢. Entre finales del siglo XIX y principios del XX ya
habian sido descritos sindromes clinicos similares a la rabdomidlisis, pero su asociacidn con el
aplastamiento y el FRA se describié por primera vez en 1941 gracias a Bywaters y Beall durante
el bombardeo de Londres en la Segunda Guerra Mundial. Las victimas presentaron un cuadro
de shock, inflamacién de las extremidades afectadas, orinas oscuras, desarrollo progresivo de
FRA y muerted+8687,

En realidad no hay grandes estudios epidemioldgicos o registros actualizados
disponibles por lo que es dificil determinar la incidencia®!. Lo que estd claro es que la
complicacidn mds grave de la rabdomidlisis es el FRA sobre todo si existe una enfermedad renal
previa®*. Mientras que el 5-15% de casos de FRA son atribuidos a rabdomidlisis®’, del 10-55% de
los pacientes con rabdomidlisis desarrollara un FRA dependiendo de la causa que lo origine®. La
mortalidad se encuentra entre un 2-46% de los casos, que se incrementa hasta el 80% cuando
existe disfuncién multiorgénica®-84#88 En UCI, la tasa de mortalidad es del 22% en los pacientes
que no presentan FRA asociado, pero llega hasta el 59% cuando esta presente®’. La necesitad de
didlisis ocurre en el 30-85% de los casos con una mortalidad asociada entre el 50-80%.
Afortunadamente, en la mayoria de los casos el FRA es completamente reversible y la funcién

renal se recuperan en pocos meses.

3.2 MIOGLOBINA

En 1944, Bywaters y Stead identificaron la mioglobina como el pigmento y principal

responsable del color oscuro de la orina. Establecieron su importante funcion en el FRA de
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pacientes con traumatismos graves ya que es altamente nefrotdxica, sobre todo si existe
hipovolemia®.

La mioglobina es una hemoproteina que se encarga del transporte y almacenaje de
oxigeno en el musculo en situaciones de alta demanda. Participa en la homeostasis del
organismo y en la regulacién del pH sanguineo. Es una proteina pequefia de unos 17.8 KDa,
formada por una globina y un grupo hemo con un atomo de hierro en su interior. En condiciones
fisioldgicas se encuentra en el interior de las células musculares o miocitos. Cuando existe un
dafio se libera a la sangre y si la concentracidn es muy alta, la capacidad de unién a proteinas
plasmaticas se satura vy se filtra acumuldndose en el rifidn, donde es citotdxica sobre todo en el

epitelio tubular proximal?87:8,

3.3 ETIOPATOLOGIA

Las causas pueden ser muy variadas y hay muchos tipos de clasificaciones (Tabla 2).
Actualmente, las mds frecuentes son las que se deben a traumatismos y aplastamientos en
desastres naturales como terremotos, accidentes de tréfico y laborales, o conflictos bélicos.
Sigue permaneciendo como descripcién principal de rabdomidlisis la descrita inicialmente por
Bywaters en 1941 de predominio isquémico, aplastamiento prolongado de los miembros y FRA

mioglobintrico®’.

Hay causas como la intoxicaciéon alcohdlica, sobredosis de drogas,
inmovilizacidn prolongada, hipoperfusion localizada y lesion muscular consecuente que derivan
en un cuadro muy parecido al de aplastamiento®. Las causas genéticas incluyen aquellas con
deficiencias enzimaticas y miopatias®®’. Puede ocurrir a cualquier edad, pero la causa va a ser
distinta en funcidon de si se da en adultos o nifios. En el primer caso es mds comun por trauma y

drogas, mientras que en nifios se da por infeccién en 1/3 de los casos®.

Lesion por Aplastamiento
p P Desastres Naturales

Inmavilizacion Prolongada

Multifactorial
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3.4 FISIOPATOLOGIA DE LA RABDOMIOLISIS

La base fisiopatolégica comun independientemente de la causa, es la destruccidn
muscular ocasionada por distintos mecanismos que alteran la integridad de la membrana de la
célula muscular o sarcolema, liberando a la sangre su contenido intracelular®. La rabdomidlisis
se puede dividir en cuatro fases: 1) Lesidn mecanica por aplastamiento o isquemia; 2)
Reperfusidon y activacion de neutrdfilos; 3) Produccién y liberacidn de radicales libres; 4)
Liberacién de componentes intracelulares®.

Cuando se produce una lesién o dafio muscular, aparece una isquemia debida a la
disminucién del flujo sanguineo o a la insuficiente llegada de oxigeno a las células. Esto favorece
un metabolismo anaerobio y una reduccién en la produccién de ATP, lo que deriva en un mal
funcionamiento de los transportadores idnicos de las células musculares (que incrementan la
concentracidn de sodio y calcio intracelular) y mitocondriales alterando la homeostasis celular®>-
8 Este es el principal mecanismo implicado en la destruccién muscular en el que se activan
varios procesos que provocan estrés de membrana: activacidén de proteasas citoplasmaticas que
degradan las proteinas miofibrilares; activacion de fosforilasas dependientes de calcio que
degradan la membrana; activacion de nucleasas; deplecion de ATP; una contraccidon sostenida y
disfuncidon mitocondrial. Esto lleva a la ruptura del sarcolema y la consiguiente liberacion de los
componentes celulares a la circulacién sistémica como iones, enzimas y mioglobina®2687,
moléculas inmunoestimuladoras que activan células dendriticas, linfocitos T y macréfagos®?. El
principal dafio ocurre en la reperfusién, cuando al reestablecerse el flujo sanguineo llegan a la
zona neutrdfilos activados por el tejido isquémico y elevados niveles de citoquinas. Esos
neutréfilos dafian el tejido reperfundido por la liberacién de enzimas y formacion de ROS
altamente reactivos que dafian la membrana mediante peroxidacién lipidica®. Todo esto
provoca que se liberen mas citoquinas, que aumentan el edema intersticial amplificando el dafio
muscular por todo el organismo, siendo responsable de las complicaciones posteriores que

aparecen en la rabdomidlisis®*®¢ (Figura 10).
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3.5 FISIOPATOLOGIA DEL FRA ASOCIADO A RABDOMIOLISIS

La rabdomidlisis produce varios efectos adversos en los riflones. El FRA mioglobinudrico

se puede explicar principalmente mediante tres mecanismos®-®®7 (Figura 11):

| rABDOMIOLISIS
[ MIOGLOBINA/HAPTOGLOBINA LIBRE
- ACIDOSIS
TERCER ESPACIO ﬂ | W PERFUSION RENAL
HIPOVOLERNIA SATURACION HAPTOGLOBINA i
ﬂ MIOGLOBINA PRECIPITA
FILTRACION RENAL || CON PROTEINAS TAMM-
ACTIVACION CITOQUINAS ‘ LELELE
W PERFUSION RENAL .
~_ENDOCITOSIS |
3. OBSTRUCCION INTRATUBULAR
O / FORMACION DE CILINDROS
HEMO/HIERRO
1. VASOCONSTRICCION | FORMACION RADICALES LIBRES
RENAL

2. DANO DIRECTO E
ISQUEMIA TUBULAR

> DANO RENAL

Figura 11. Mecanismos implicados en el FRA inducido por rabdomidlisis. Tras la lesion muscular se produce dafio renal por
vasoconstriccidn renal, citotoxicidad directa de la mioglobina y obstruccion tubular. Modificada de Madrazo Delgado M*.

3.5.1 VASOCONSTRICCION RENAL

La reduccion del flujo sanguineo renal es multifactorial y va a depender de la causa de
la agresiéon. Cuando hay dafio, el musculo pasa a ser un tercer espacio donde se secuestra una
gran cantidad de liquido que induce una deplecién del volumen intravascular®’. Como
consecuencia se activan mecanismos homeostaticos para mantener el volumen circulante®
como el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, la vasopresina y el sistema nervioso

simpatico, favoreciendo la VCy la retencién de agua y sales. Esto se ve agravado por la presencia
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de la mioglobina, que reduce los vasodilatadores® ¢ ya que actta directamente sobre el NO
secuestrandolo®”® y provocando alteraciones en el tono vascular, disfuncién endotelial y

agregacion plaquetaria®-®,

3.5.2 EFECTO TOXICO DIRECTO DE LA MIOGLOBINA

La citotoxicidad puede darse en cualquier parte de la nefrona, pero afecta
principalmente al tubulo proximal®2®#, L3 mioglobina liberada es captada por la haptoglobina
y retirada de la circulacion mediante el sistema reticuloendotelial (SRE), pero cuando se ven
sobrepasados por la elevada concentracion de pigmento, se acumula en la sangre y atraviesa
directamente la membrana de filtracién glomerular®8>8, La lesién oxidativa se debe a la
acumulacidén tanto de la mioglobina como sus derivados por el dafio muscular severo en el
lumen del tubulo renal y en las células tubulares® (Figura 12).

En el tubulo proximal tienen lugar varios procesos. La mioglobina filtrada es captada
por el complejo megalina/cubilina de las PTEC. En su interior es degrada liberando el grupo hemo
y hierro libre, que tienen efectos deletéreos®®. El hierro tiene un importante papel en la
patogénesis del FRA y se sabe que su concentracion se incrementa en los riflones en estos casos.
Su exceso es peligroso ya que cataliza la formacidon de radicales libres que pueden dafar
componentes macromoleculares de las células®. El grupo hemo dentro de la mioglobina es
capaz de pasar por varios estados oxidativos, el ferroso (Fe*?) puede oxidarse a hierro catalitico
(Fe*®) y éste a ferril (Fe™), que puede llevar a peroxidacion lipidica independientemente de la
reaccién de Fenton y la liberacidn del hierro®. Por ejemplo, el anién superéxido (Oy) y el
perdxido de hidrégeno (H,0;) son capaces de reaccionar con varias formas de hierro, como el
unido al grupo hemo, o liberarlo de proteinas que lo contienen como la ferritina generando otras
ROS altamente reactivas®®. Todo esto lleva a la peroxidacion lipidica de la membrana y la
formacion de MDA, provocando la oxidacidn de proteinas y material genético® 28, Se promueve
la expresiéon de moléculas de adhesién como VCAM-1 e ICAM-1 que llevan a la disfuncion
endotelial, liberacién de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas como MCP-1, que a su vez
promueve el reclutamiento de macréfagos amplificando asi la respuesta inflamatoria®-%4. En el
lumen tubular, el grupo hemo se disocia favorecido por el medio acido intratubular®® y el Fe*3
genera radicales libres que llevan a peroxidaciéon lipidica, dafio en las membranas, muerte

celular e inflamacién®-#.
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Figura 12. Citotoxicidad directa de la mioglobina. El dafio renal se produce por la entrada de mioglobia mediante megalina,
produciendo EO, apoptosis e inflamacién, debido al grupo hemo/Fe. En el exterior de igual manera se produce oxidacion y
obstruccién tubular por precipitacion de la mioglobina. Modificado de Guerrero-Hue M®&,

Algunos estudios consideran que el FRA inducido por rabdomidlisis es una enfermedad
inflamatoria donde los macréfagos juegan un papel fundamental en la lesidn renal®. En las fases
tempranas del FRA inducido por mioglobina se han observado macréfagos proinflamatorios tipo
M1 que se diferencian en etapas posteriores a fenotipo M2 antiinflamatorio, con funciones de
reparacion tisular®®%, El receptor scavenger de mioglobina-haptoglobina CD163, es expresado
principalmente por los tipo M2 en lugares de inflamacidn y presenta importantes propiedades
inmunoreguladoras por induccién de IL-10 y la sintesis de HO-1%°. Los leucocitos son capaces de
liberar fibras de cromatina llamadas trampas extracelulares (ET) que consisten en ADN, histonas
y contenido granular. Se han descrito en neutréfilos y macréfagos, y se considera tanto a un
mecanismo de defensa como asociado a desordenes como enfermedades autoinmunes,
condiciones inflamatorias y trombosis. La liberaciéon del hemo liberado parece que activa las
plaquetas, que a su vez son capaces de inducir la liberacion de estas ETs dafiando mas los tubulos
y promoviendo el FRA%,

El tubulo proximal es el principal generador de ROS debido a la gran produccién de ATP
necesaria para realizar el transporte activo y mantener el gradiente electroquimico intra y
extracelular que tiene lugar en las células epiteliales. Estas son muy sensibles al EO debido a la
gran actividad de la cadena de transporte de electrones mitocondrial®®. La mitocondria estd muy
implicada en el EO ya que, tras la rabdomidlisis, el control de la respiracién mitocondrial se ve
significativamente disminuida y los niveles de MDA se elevan. Por ello, tanto el EO como la

mitocondria tienen un papel clave®l. Las PTEC utilizan la apoptosis como uno de los reguladores
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mads importantes de ROS. La peroxidacion lipidica provoca una disfuncién mitocondrial que lleva
a la liberacidn de citocromo C, aumento de proteinas proapoptdticas y como consecuencia a la
activacion de la via intrinseca de la apoptosis (caspasa-9) y proteinas de estrés de reticulo
endoplasmatico (RE). La sefializaciéon especifica que determina si la célula va a entrar en
apoptosis o necrosis no esta clara. Parece que cuando hay pocas ROS/RNS se induce apoptosis,
pero si el EO continda y hay fallo en la produccién de ATP, las membranas mitocondrial y celular
se dafian y se promueve la necrosis'®®, La via extrinseca ocurre mediante activacién de caspasa-
8 a través de la interacciéon de TNFa y ligando de Fas (FasL) con sus receptores de membrana.
Ambas vias activan la caspasa-3 efectora que tiene como diana varios sustratos tanto citosélicos
como nucleares, ejecutando la apoptosis®. Otros tipos de muerte celular como la piroptosis,

mediada por caspasa-1 tras la activacion del inflamasoma, también han sido observados.

3.5.3 OBSTRUCCION TUBULAR

La mioglobina cuando se combina con la VCy la deshidratacién hace que aumente la
reabsorcion de agua y se liberen hidrogeniones, acidificando el medio. Esto favorece la
precipitacion y la interaccidn con las proteinas de Tamm-Horsfall (mucoproteina secretada por
las células tubulares distales)® causando la formacidn de cilindros hialinos intraluminales que
provocan esa obstruccion3* (Figura 13). La acidez de la orina es indispensable para el depdsito
y la toxicidad, sobre todo a nivel de tubulo distal®¥®®", El miocito dafiado libera ademas
adenosina que se transforma en acido urico en el higado y su exceso también puede precipitar

en el tubulo renal potenciando la obstruccion®.
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Figura 13. Formacion de cristales y obstruccion de los tubulos renales. El ambiente acido del interior tubular favorece la
precipitacion de la mioglobina con proteinas de Tamm-Horsfall. La mioglobina produce dafio oxidante tanto en la luz tubular como
a nivel endotelial, provocando isquemia e inflamacion. Modificada de Bosch X*°° con BioRender.com.

En esta situacidn, las células renales pueden desdiferenciarse y adquirir capacidad de

proliferacién, migracién, producir MECy liberar mediadores profibréticos. Los fibroblastos junto
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con las células tubulares potencian la liberacidn de fibronectina y colageno | en presencia de
mioglobina, por lo que éstas tienen un papel clave en la respuesta fibrogénica. Los macréfagos
amplifican esa respuesta profibrotica a partir de mediadores como CTGF y TGFB, los principales

inductores de fibrosis®-#%

, resultando en un incremento del riesgo de FRC que previamente se
ha observado en otras causas de FRA. La sefalizacion de TGFp induce la TEM, lo que lleva a las
células renales a cambiar su fenotipo funcional a fenotipo mesenquimal. Los miofibroblastos
pueden producir excesivas proteinas de MEC, como varios tipos de colageno, llevando a fibrosis

tubulointersticial y empeoramiento de la funcién renal®.

3.6 MECANISMOS DE PROTECCION

Ante el dafio renal provocado por la rabdomidlisis, el organismo es capaz de utilizar
mecanismos moleculares para protegerse. Se pueden clasificar en dos grupos: los directos, que
promueven el catabolismo de las hemoproteinas y sus derivados; y los indirectos, que se centran
en la disminucién del EO derivado de estas moléculas o en la reparacién el dafio'®. Dentro de
los directos, el agente quizds mas importante, es la enzima antioxidante hemoxigenasa-1 (HO-
1/HSP32). Esta enzima esta implicada en la degradacion del grupo hemo y se activa en presencia

de IL-6, IL-10, TNFa y ROS. De la degradacién del grupo hemo se genera mondxido de carbono

(CO), un potente scavenger de ROS ya que inhibe la expresién de citoquinas como TNFa o IL-1
y promueve las antiinflamatorias como la IL-10. El hierro libre (Fe*?) una vez liberado del grupo
hemo, se incorpora a la ferritina disminuyendo sus niveles y protegiendo a la célula del estrés
oxidativo. Ademas, la ferritina per se tiene efectos anti apoptdticos y su sintesis es promovida a
su vez por la HO-1. Las células tubulares, ademas expresan el receptor de la transferrina, que
juega un papel esencial en el metabolismo a nivel renal. La biliverdina, otro derivado de la
degradacion, activa la respuesta inflamatoria de macrdfagos y se transforma en bilirrubina,
también con efecto scavenger de ROS®. Por lo tanto, estos derivados son potentes
antiinflamatorios y antioxidantes que potencian el efecto de la HO-18101,102,

La haptoglobina es una glicoproteina presente en el plasma, secretada por diferentes
organos, incluido el rifién. Se une a la mioglobina que es captada por el receptor CD163 presente
en la superficie de monocitos circulantes y macréfagos para su internalizacion. Este receptor
puede ejercer un papel protector ya que tiene como funcién el aclaramiento de la mioglobina,
y se ha observado que los macréfagos CD163+ tienen una liberaciéon menor de H,0,°>'0%103,
Presentan por tanto funcién antiinflamatoria por la produccién de IL-10 y la estimulacidn de la

HO-1. La expresion renal de CD163 esta elevada en areas donde se acumula hierro y marcadores
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de EQ3810!, E|sistema CD163/HO-1/ferritina disminuye la exposicién de la célula a los productos
derivados del grupo hemo®,

Entre los indirectos se encuentran moléculas y enzimas antioxidantes. Destacan las
vitaminas C y E, la melatonina y el glutation. Una enzima muy importante en este grupo es la
superoéxido dismutasa (SOD), que se encarga de reducir los niveles de ROS intracelular y protege
del dafio oxidativo. Tiene la funcién de eliminar el O, y evitar el secuestro del NO. La enzima
catalasa con actividad peroxidasa, también tiene una funcién importante ya que elimina el H,03

formando agua y oxigeno8894101,

3.7 MANEJO Y TRATAMIENTO

Las manifestaciones clinicas varian ampliamente dependiendo de la extensién y
severidad del dafio muscular, desde un cuadro asintomatico o inespecifico hasta complicaciones
graves asociadas a disfuncién multiorganica con alteraciones electroliticas, FRA, sindrome
compartimental o CID®¥, Los sintomas iniciales que pueden aparecer son mialgias, hinchazén,
rigidez y calambres, acortamiento muscular o paralisis®. Sintomas sistémicos como malestar,
fiebre, dolor abdominal, nduseas y vomitos también son frecuentes. El dafio renal puede
aparecer a los 5-7 dias después de la lesién, y si ocurre es porque el dafio muscular es extenso y
generalmente estdn implicados otros érganos y sistemas.

El diagnéstico se confirma cuando la creatinina en suero se eleva 5 veces el valor
normal y hay un aumento del nivel de urea en un ratio de 5/1%*%, En estados iniciales la relacion
BUN/creatinina es baja por aumento de la creatinina en sangre, pero en una fase tardia, la
mioglobina se metaboliza a urea y el ratio aumenta de manera desproporcionada si lo
comparamos con otras lesiones renales?’. La creatinquinasa (CK) sérica es la base del diagndstico
(en concreto la muscular), que es el indicador mas sensible de dafio muscular esquelético. Se
eleva a las 12 horas de producirse dafio y su vida media es de unas 48 horas, alcanzando un pico
maximo entre las 24-72 horas®*®#’. Una elevacién de la CK se asocia bien con la extension del
dafio muscular o si existe sindrome compartimental, pero menos con el FRA®. La mioglobina
tiene una vida media de 1-3 horas® 2 por lo que su valoracidn en suero y orina es Util en fases
tempranas ya que aparece antes que la CK, pero disminuye en 1 a 24 horas®®’. Cuando existe
FRA debido a la obstruccion tubular, la fraccion excretada de sodio inicialmente es menor del
1% en la etapa de VC, pero después por el dafio tubular es mayor del 2%2%%”. Otros parametros
valorados son: la proteinuria, hipercalemia e hiperfosfatemia, hiperpotasemia, aumento del
anion GAP, hiperuricemia, lactato deshidrogenasa (LDH), aldolasa, AST (aspartato

aminotransferasa) o troponina T848687,
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El tratamiento y prevencion del FRA inducido por rabdomiélisis se basa en cuatro
puntos: 1.- ldentificacidon y tratamiento del origen que lo causa para evitar la liberacién de
mioglobina y la extensién del dafio renal. 2.- Hidratacion y manejo de las complicaciones
electroliticas y el desequilibrio acido-base. La reposicion de fluidos es fundamental, asi como
incrementar la volemia, alcalinizar la orina y aumentar la diuresis. 3.- Evitar farmacos
nefrotdxicos y ajustar las dosis segln la funcidn renal del paciente. 4.- Terapias de soporte renal
en casos graves. Hemodidlisis convencional y técnicas continuas de TRRE8486:87,

Hoy en dia, el conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos implicados en la
rabdomidlisis se debe a estudios experimentales y no hay aplicacidn clinica. Al igual que ocurre
en la sepsis, no existe de momento tratamiento farmacolégico frente a la rabdomidlisis, aunque
es un campo de investigacion clave y de maxima actualidad. Hoy en dia, se estan estudiando

nuevas estrategias terapéuticas basadas en quelantes de hierro y tratamiento con antioxidantes,

antinflamatorios o inhibidores de la \VC8%8488,
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4 INFLAMASOMA Y FIBROSIS EN EL FRA ENDOTOXICO

4.1 INFLAMASOMA

Los receptores TLRs son proteinas muy conservadas, fundamentales para la activacién
del sistema inmune innato y son expresados en células que forman la primera linea de defensa
inmunolégica como células dendriticas, neutréfilos, macréfagos, NK, etc. Son capaces de
responder a patdgenos mediante los PAMPs y a moléculas enddgenas liberadas por estrés,
células danadas o DAMPs. Por tanto, la activacién de rutas TLR es fundamental en patologias
infecciosas y en enfermedades no asociadas con sepsis como la inflamacién estéril (Figura 14).
Como se ha comentado anteriormente, TLR4 es importante para reconocer el LPS, pero también
se ha demostrado que es clave en la rabdomidlisis al reconocer DAMPs que provocan su
activacidn. Existe una asociacidn entre los niveles de ROS y la activacion del TLR4 ya que se ha
observado un incremento de este receptor desde su localizacidn en el citoplasma hacia las BDC
por exocitosis en presencia de H,0; y DAMPs. Se ha demostrado que TLR4 aparece no solo en

células inmunes, sino también en células no inmunes como las células endoteliales y

epiteliales”™.
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Figura 14. Esquema resumen de los procesos inflamatorios que existen. Hay dos tipos de inflamacidn, la ocasionada por patégenos
y sin infeccion o estéril. En ambas se producen DAMPs y PAMPs que tras su union a los RRP desencadenando la sintesis de NFkB y
la consiguiente liberacidn de citoquinas. Imagen extraida de internet y modificada con BioRender.com.

El dafio tubular y disfuncion son precedidos por la infiltracidn leucocitaria renal en la
fase temprana, siendo la inflamacidn clave en estas patologias. Tanto la inflamacién estéril como

la infecciosa activada por el tejido dafiado esta mediada por un complejo multiproteico de
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sefalizacion intracelular lamado inflamasoma, que tiene un papel central en la activacion de la
respuestainmune innata. El NOD-Like Receptor Protein 3 (NLRP3) es el mejor conocido y ademas
se ha visto que la expresidn de estas proteinas esta incrementada en el rifién en el FRA inducido
por sepsis y rabdomidlisis. La proteina sensor NLRP3 es un tipo de PRR citosdlico que responde
a un diverso rango de PAMPs y DAMPs, de hecho, particulas enddégenas como el grupo hemo y
el hierro libre se han identificado como potentes activadores del NLRP3.

La via candnica de activacidn se inicia con la deteccidn de los patrones moleculares por
los TLRs, en una primera fase llamada "priming" o de preparacién’ (Figura 15). El complejo
NFkB se transloca al ndcleo donde se promueve la sobrerregulacién del NLRP3 y las formas
inmaduras de IL-1B y IL-18. Después de esta fase, se necesita una segunda sefial que incluiria la
interrupcion de la fagocitosis, ATP extracelular, alteracién en el flujo de K* y Ca*?, estrés de RE,
ROS mitocondrial y/o alteraciones en el potencial de membrana. Una vez activado, las proteinas
sensoras NLRP3 oligomerizan formando el nucleo del complejo al que se suman una proteina
adaptadora (Apoptotic-Associated Speck-like Protein o ASC) y la procaspasa-1. La caspasa-1
efectora una vez activa convierte las citoquinas proinflamatorias pro-IL-1B y pro-IL-18 a sus
formas maduras, liberdndose y causando respuesta inflamatoria, dafo tisular y progresiéon de la

enfermedad renal.
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Aparte del inicio de la respuesta inflamatoria se activa también la apoptosis,
provocando dafio durante las fases tempranas. La liberacion local de IL-1B activada por el
inflamasoma NLRP3 puede inducir apoptosis via dependiente de la via NFkB/FAS y mediante

caspasa-1. La apoptosis es fundamental en ambos tipos de FRA, pero el inflamasoma es capaz

59



Introduccion: Inflamasoma y Fibrosis en el FRA Endotoxico

de activar otro tipo de muerte celular programada llamada piroptosis. Esta ocurre por la
activacion de gasdermina D que se transloca a la membrana celular formando poros y
provocando la muerte celular, ademas de facilitar la rapida liberacidn de citoquinas. Es
altamente inflamatoria ya que presenta fragmentacion de ADN, hinchazén y ruptura celular.
Esta activacidn inicial del inflamasoma estd implicada en el dafio de las células tubulares renales
y en la liberacidn de citoquinas y quimioquinas, que reclutan monocitos y macréfagos que
potencian la respuesta inflamatoria. La activacién del inflamasoma es clave en la patologia del

FRA, pero también del FRC?07981,93,105,106

4.2 TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA

La progresiéon del FRC se considera un proceso irreversible que termina con una
insuficiencia renal funcional caracterizada por una fibrosis renal generalizada. Se pensaba que
su origen se debia solo a la activacion de fibroblastos locales, pero estudios actuales establecen
que parte de las células productoras de fibras provienen del tibulo renal. Cuando existe un dafio
mantenido en el tiempo tiene lugar la TEM, proceso morfogenético por el cual las células con
fenotipo epitelial pasan a tener un fenotipo mesenquimal para transformarse en
miofibroblastos que producen MEC en situaciones patoldgicas!®’. La TEM es un mecanismo
importante en el desarrollo embriogénico, reparaciéon y enfermedad (Figura 16)*°.

Las células epiteliales y miofibroblastos intersticiales tienen un fenotipo distinto y se
localizan en zonas distintas del rifidn, por lo que el paso de un tipo a otro implica importantes
alteraciones y activacion de grupos de genes que lleven al cambio de fenotipo. Las células
epiteliales pierden su polaridad y su adherencia con otras células y con la membrana basal, tanto
las uniones estrechas como las adherentes adquiriendo capacidades migratorias e invasivas. En
cambio, las células mesenquimales no tienen polarizacién, presentan uniones temporales y
remodelan la MEC al producir fibronectina y vimentina. Hay factores que inducen esta TEM
como el TFGB, NFkB, la via Notch y la via Wnt/B-catenina. Uno de los primeros cambios que
ocurren es a nivel de adhesidn celular, la E-cadherina expresada por las células epiteliales cambia
a N-cadherina en estado mesenquimal. La sefalizacién candnica Wnt/B-catenina es una via
central de reparacidn y fibrosis que se activa de forma temprana. Wnt5 es un factor profibroético
que contribuye a la activacion de la sefalizacion de TFGp, induce proliferacién de células
epiteliales, la transicion de fibroblastos a miofibroblastos y a la sintesis de colageno. Su unién a
los receptores Frizzled y Low-density lipoprotein receptor-related Protein (LRP) da como
resultado la acumulacién citosdlica de B-catenina, que es translocada al nucleo desde la

superficie celular y participa en la transcripcidon de genes. Esta activacién estimula muchas de la
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citoquinas proinflamatorias que participan en la destruccidon mediada por inflamacién07.109110,

Aunque la TEM es esencial para el desarrollo, puede tener consecuencias perjudiciales en el
organismo adulto ya que promueve la progresion de fibrosis y ha sido considerada en el FRA

endotéxico'®®
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Figura 16. Desarrollo de TEM y fibrosis en el FRA. Transicion hacia FRC cuando falla la regeneracion celular. Modificada de Ruiz-
Ortega M“° con BioRender.com.

4.3 FIBROSIS

La fibrosis es la formacién excesiva de tejido conectivo como consecuencia de un
proceso de reparacion. Se produce a partir de un proceso inflamatorio crénico o que
desencadene un aumento en la produccion de proteinas de MEC, por lo que el mecanismo de
progresion a FRC se basa principalmente en un correcto proceso de reparacién!!l. Tras un dafo
en el parénquima renal se activan los miofibroblastos cuyo origen podria estar en varios tipos
celulares (pericitos, fibroblastos renales nativos y de la transdiferenciacion de monocitos
llegados de medula dsea) y la TEM3”112, Sj |a reparacidn es correcta las PTEC proliferan después
de una desdiferenciacion, el debris es eliminado, los macrdfagos y pericitos no se disocian desde
los capilares y se para la proliferacion de miofibroblastos. Es probable que una poblacién
especifica de PTEC como son las células residentes con un fenotipo especifico, con alto potencial
regenerativo y con gran resistencia a la apoptosis estén implicadas en el proceso de reparacion.
Una mala reparacion lleva a la restauraciéon incompleta del tejido renal con cambios
estructurales permanentes adversos, persistente inflamacién de bajo grado, activacion

intersticial de fibroblastos e isquemia del parénquima. Este proceso lleva a dafio crénico y
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pérdida de funcidon renal. El proceso de reparacion falla cuando el dafio inicial es mas severo,
particularmente cuando esta involucrado dafo en el ADN o existe FRC. Los patrones moleculares
alertan al sistema inmune del dafo celular y la produccion de respuestas proinflamatorias tiene
como objetivo la reparacién del tejido dafiado. Pero, aunque por un lado es beneficioso en el
caso de patégenos, la reaccion al dafio enddgeno no microbiano puede contribuir al dafio tisular
y progresion de la enfermedad. La inflamacidn estéril es un importante factor de muchas
enfermedades renales tanto agudas como crénicas®>113,

Por tanto, en respuesta a una lesion las PTEC sufren cambios y funcionan como células
inflamatorias y fibrogénicas, produciendo moléculas que impulsan la inflamacién intersticial y la
fibrosis. Los receptores inmunolégicos innatos del epitelio tubular también agravan las
respuestas inmunitarias, que junto a la muerte celular conduce a un mayor incremento de la
lesion renal. Ademas, las células tubulares también desempefian un papel activo en lesidn renal
progresiva no solo por mecanismos relacionados con la TEM ya comentadas (Figura 16), sino
también mediante la detencion del ciclo celular en los puntos de control G1/S y G2/M, vy el
desorden metabdlico**!4, La regulacidn de la proliferacién celular y de la organizaciéon de MEC
esta mediado por TGFB, TNFa, MMP y NFkB, y la alteracién de sus efectores en situaciones
patoldgicas llevaria a un aumento de la sintesis de coldgeno y la acumulaciéon de proteinas de la
matriz, que son las caracteristicas distintivas de los estados fibrdticos y enfermedades
crénicas®’!12,

Los macréfagos juegan un papel clave en la inflamacidn y en el desarrollo de fibrosis.
Su numero en el intersticio se correlaciona con la severidad de la fibrosis intersticial y progresivo
dafio renal. Se clasifican segun su respuesta frente a sefiales inmunes innatas o adaptativas. Los
tipo M1 son los que tienen una activacion clasica, denominados efectores o proinflamatorios.
Tienen propiedades antimicrobianas, incrementan la produccién de ROS/RNS, inducen una
respuesta Thl, y expresan iNOS, IL-12, IFNy, entre otros. Los de tipo M2 o de activacion
alternativa expresan IL-4, IL-13, arginasa-1 (Arg-1), CD206, IL-10 y estan implicados en el
remodelado del tejido, regulacién inmune y fagocitosis, e inducen la deposicion de colageno. Un
desequilibrio entre la produccién y eliminacién de coldgeno asociado con efectos prolongados
de IL-13 promueve una fibrosis excesiva® %>, A su vez, la IL-22 producida por macréfagos tras la
interaccion de DAMPs/TLR4 y vesiculas transportando miARNs derivados de células del estroma
mesenquimal, son capaces de inducir reprogramacién celular hacia fenotipo prorregenerativo®.

Los macrdfagos con fenotipo profibrogénico estan implicados en la estimulacién de
fibroblastos y miofibroblastos con deposicién de colageno y fibronectina. Las PTEC pueden

ademas tener un papel activo en la fibrosis renal y progresion a FRC tras un FRA, ya que las
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células que expresan KIM-1 secretan MCP-1 incrementando la quimiotaxis de macréfagos. La
produccién de TGFB es incrementada significativamente, por lo que la fibrosis podria
representar un evento temprano especialmente en el FRA asociado a sepsis. De hecho, una
rapida activacidon del proceso profibréotico se ha demostrado en modelos experimentales

apoyando el concepto de la precocidad del fendmeno de fibrosis parenquimal®?.
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5 CILASTATINA
5.1 IMIPENEM/CILASTATINA

5.1.1 PERSPECTIVA HISTORICA

El imipenem (MKO0787) fue el primer antibidtico de la familia de los carbapenemes
sintetizado en 1985. Es un derivado de la tienamicina cuya estructura quimica fue modificada
para aumentar su estabilidad ya que, a pesar de su gran potencia y espectro antibacteriano, era
muy inestable!*!%, Pertenece a la familia de los B-lactdmicos y tiene un amplio espectro de
accion, abarca a Gram-negativos, Gram-positivos, aerobios y anaerobios.

El imipenem era rapidamente degradado por lo que se producia una muy baja
recuperacion en orina'®'’, Estudios realizados in vitro e in vivo demostraron que dicho
metabolismo ocurria en el rindn mediante una enzima llamada dehidropeptidasa | (DHP-I),
localizada en el borde en cepillo de las PTEC!31°, Esta enzima que actia hidrolizando el anillo
B-lactdmico del imipenem inactivandolo, no afectaba a otros antibidticos B-lactdmicos como la
penicilina'®.

Tiene un espectro antibacteriano inusual, idoneo para tratar patdégenos que son
resistentes a otros antibidticos, y sobre todo Gram-negativos en sepsis de origen intestinal o
renal. Pero la degradacion renal del antibidtico provocaba concentraciones subdptimas del
farmaco activo en el tracto urinario'>!?! limitando su uso en el tratamiento de infecciones
sistémicas. Ademas, altas concentraciones de imipenem en el tibulo proximal resultaban
toxicas provocando necrosis tubular, lo que llevé a sintetizar un inhibidor de la DHP-I para poder

utilizarlo, la cilastatina (MK0791)?2,

5.1.2 ESTRUCTURA Y FUNCION DE CILASTATINA

Cilastatina es la sal monosédica del 4acido [R-[R*, S*-(2)]]-7-[(2-amino-2-
carboxietil)tio]-2-[[(2, 2-dimetilciclopropil)carbonil]amino]-2-hepteonico (Figura 17). Su formula
empirica es C16H2sN2NaOsS y tiene un peso molecular de 280.44 Da. Es un compuesto amorfo,

de color blanquecino a blanco amarillento, higroscdpico y muy soluble tanto en agua como en

|123

metano

Figura 17. Molécula de cilastatina. Disefio realizado por D. Ruben Garcia, Arscreativa
Studio. www.arscreativa.com.
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No tiene actividad antibacteriana ni farmacoldgica, pero es un potente inhibidor
competitivo y reversible de la enzima DHP-I, impidiendo que ésta hidrolice enlaces peptidicos y
rompa el anillo B-lactdmico del imipenem. Esto evita que se metabolice el fdrmaco a una forma
inactiva y que sea reabsorbido por la célula tubular, aumentando asi su recuperacién urinaria y
su eficacial'”?%1%, Con la combinacién imipenem/cilastatina (I/C) se obtiene una tasa de
excrecion urinaria del antibidtico muy elevada, se pasa de un rango del 7.7-43% a un 72% de la
dosis inicial*!.

Se ha establecido como dosis optima de I/C una relacion 1:1 para mantener inhibida la
DPH-I durante un intervalo de 8 a 10 horas!??> (Tabla 3). El pico en sangre se alcanza
inmediatamente después de la administracion y durante 4 a 6 horas. La concentracion en suero
y la biodisponibilidad parecen aumentar con la dosis de manera lineal. Estudios

farmacocinéticos con multiples dosis han demostrado que el farmaco no se acumula en

individuos sanos.

Valores farmacocinéticos de cilastatina coadministrada con imipenem 1:1*

Volumen de distribucién en el compartimento central 0.14+0.03 L/Kg
Concentracion plasmatica 1h post-infusion i.v. 19.1 + 46 pug/mL

Vida media de eliminacién 0.84+£0.1L horas
Aclaramiento plasmatico 12.4+1.1 L/hora por 1.73m?
Aclaramiento renal 8.0 £ 1.2 L/hora por 1.73m?

Tabla 3. Valores farmacocinéticos de cilastatina con imipenem. *Datos extraidos de Drusano GL?°.

La DPH-I también es capaz de convertir el leukotrieno D4 a leukotrieno E4, por lo que
se utilizd esta propiedad para demostrar si habia una interaccidn entre cilastatina y la enzima.
Se llevaron a cabo experimentos en los que en presencia de cilastatina esta conversion era
inhibida, demostrando asi su especificidad por la DHP-I127:128,

Cilastatina es capaz de inhibir también de forma selectiva y dosis dependiente a los

OATSs situados a nivel basolateral de las PTEC%>129:130

, encargados de la captacion activa de
farmacos y sustancias enddgenas de la sangre, su transporte al interior celular y secrecién a la
luz tubular¥131132_ Esto puede llevar a una acumulacién de ciertos componentes tdxicos que
eventualmente pueden causar nefrotoxicidad, como el imipenem, que utiliza estos canales para
entrar en la célula y provocar nefrotoxicidad'*!?®>. Pero este efecto es minimo a las

concentraciones plasmaticas que se alcanzan en la practica clinica.
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5.2 DEHIDROPEPTIDASA |

La DHP-I (dipeptidasa microsomal o EC 3.4.13.19) es una glicoproteina encargada de
hidrolizar el enlace peptidico en los dipéptidos presentes en el ultrafiltrado glomerular. Actla
después de otras proteasas del borde en cepillo y resulta esencial en la recuperacién proximal
de aminoacidos®®*134, Se localiza principalmente en el borde en cepillo de las PTEC!35136,

Estructuralmente es un homodimero compuesto por dos subunidades (a, B), cada una
formada por un péptido de 369 aminoacidos y de 42 KDa de peso molecular (Figura 18). Las
subunidades tienen cuatro posibles lugares de glicosilacion y puede presentar una forma
altamente glicosilada de 63 KDa. El sitio activo de cada una de ellas estd compuesto por iones
zinc orientados hacia las microvellosidades del tubulo renal*’. Se ancla a la membrana mediante
un enlace covalente con un residuo glicosil-fosfatidil-inositol (GP1)!3313813% Estos residuos se
localizan tipicamente en dominios transmembrana con caracteristicas especiales, conocidos

como BDC o lipid rafts*°.

FIGURA 18. Vista global de la DHP-I (tomada de Nitanai Y**).

a)  Estructura dimérica de la regidn de unién a la membrana.

b)  Dimeros vistos con una rotacién de 90° a lo largo del eje largo.
c)  Representaciéon de una subunidad del monémero.

d) sitio activo de la DHP-I con el ligando cilastatina.

5.3 BALSAS DE COLESTEROL

Las BDC son dominios de membrana ricos en colesterol y glicoesfingolipidos,
altamente resistentes a su extraccién por detergentes no idnicos, que compartimentalizan
procesos celulares. Los glicolipidos presentes en estas BDC se asocian por sus largas cadenas
aciladas formando agrupaciones compactas estabilizadas por puentes de hidrégeno. El
colesterol se intercala entre las cadenas hidrocarbonadas disminuyendo su flexibilidad,
compactando la estructura de la bicapa y modificando su fluidez!*’. No son estructuras
constantes, sino grupos heterogéneos de distintos dominios que difieren tanto en su

composicion lipidica y proteica como en su estabilidad temporal#,
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Estan implicadas en procesos de transporte a través de la membrana, endocitosis,
sefializacién y transduccién de sefiales’*. Debido a su localizacién y composicién contienen
numerosas enzimas y receptores de membrana, e interaccionan con numerosas vias de
transduccion de sefiales implicadas en distintos procesos como la apoptosis o sefializacién

celulart#4145,

5.4 EVIDENCIAS DE NEFROPROTECCION POR CILASTATINA

Actualmente no hay mecanismos de proteccidn directos que protejan al rifidn del dafio
agudo. El FRA inducido por fdrmacos téxicos ha aumentado en nuestro medio de modo
exponencial con una mortalidad global del 40,7%, siendo del del 54,4% en la UCl y del 24% fuera
de ella'#®. Por este motivo, en muchos casos tiene que limitarse la dosis del farmaco, sustituirlo
por otro menos eficaz o suspender el tratamiento debido a su toxicidad. Aunque el objetivo
inicial del disefio de la molécula cilastatina era crear un compuesto que inhibiera el efecto de la
enzima sobre el imipenem, diversos estudios en la literatura incluyendo los realizados por
nuestro grupo, posiblemente pioneros en el campo indican que cilastatina por si sola es capaz

de ejercer un efecto protector frente a distintos nefrotdxicos bien conocidos en clinica humana:

> CICLOSPORINA A (CsA). Es uno de los farmacos inmunosupresores mas potentes y
utilizados en trasplante pese a su gran nefrotoxicidad. Afecta tanto al rifién propio como al
trasplantado provocando VC renal, caida irreversible de la funcién renal a largo plazo, dafio
tubulointersticial, apoptosis, desequilibrio entre VC y vasodilatacién, y causa una reduccién
dosis dependiente de la fluidez de membrana de las PTEC!”1#, En los afios 80, se realizaron
estudios en modelos animales para probar la interaccién de 1/C con la CsA dando como resultado
una reduccion de la toxicidad renal**>*°. En los 90, los estudios se enfocaron a humanos
sometidos a varios tipos de trasplante que se trataban con CsA y encontraron que los grupos en
los que se co-trataba con I/C tenian mejores resultados de funcién renal®®>3, Pero estos
autores no se ponian de acuerdo en si habia relacidn entre la dosis y los niveles sanguineos de
CsA o derivados#15015% En 2004, nuestro grupo de investigacidn mediante experimentos in
vitro demostro que cilastatina era capaz de proteger a las células renales frente a la agresion por
CsA y tacrolimus, aportando nuevas evidencias respecto al mecanismo por el cual ocurre esa
proteccion. Se propuso que ésta se debia a que la unidn entre cilastatina y la enzima, daba lugar
a cambios estructurales de membrana, que a su vez impedia que el fdrmaco entrase en el
interior celular*®. En 2006, nuestro grupo también llevd a cabo un metaanalisis con todos los

estudios que habia hasta ese momento, en los cuales se observd la reduccidn del dafio renal en
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presencia de cilastatina o I/C, concluyendo que ésta reducia en un 43% los niveles de creatinina
sérica incrementados por CsA, y en un 76% el riesgo de desarrollar un FRA por CsA®®. En 2019,
nuestros estudios de proteccién de cilastatina frente a tacrolimus fueron corroborados por el

/ 156

grupo de Luo Ky co

» CISPLATINO. Es un potente quimioterapico cuyos efectos nefrotdxicos son la principal
complicacidn en su aplicacidon en terapias anticancerigenas. Es capaz de acumularse en las
células renales provocando dafio celular por aumento del EO, inflamaciény muerte celular®™,
En la literatura solo hay un estudio relativo a la interaccién I/C y cisplatino, que fue el realizado
por Nakamura en 1999 pero no consiguié demostrar proteccion renal®®®. Nuestro grupo desde
el 2010 ha trabajado en modelos tanto in vitro como in vivo para demostrar la nefroproteccién
por cilastatina en el dafio renal inducido por cisplatino. Hemos sido el primer grupo en
demostrar como cilastatina administrada sin imipenem es capaz de proteger del dafio renal
inducido en todos los casos. Demostramos como existe una mejora en la funcién renal y
disminucién de los procesos apoptéticos, inflamatorios y de EO, sin modificar la eficacia

terapéutica del quimioterapico®*163,

» VANCOMICINA (VAN). Es un glicopéptido y antibidtico bactericida que se ha utilizado

normalmente para tratar las infecciones por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

(SARM) y otras bacterias Gram-positivas'®*. La nefrotoxicidad inducida por VAN se produce a
través de mecanismos como el EO y la apoptosis, causando alteraciones en la reabsorcidn renal
dependiente de energia de las PTEC y en la funcién mitocondrial'*>®51%%, En los afios 90 se
realizaron estudios en modelos animales en los que I/C o cilastatina sola reducia o eliminaba la
nefrotoxicidad inducida por VAN, inhibiendo su acumulacién en el tejido renal y en plasma’%71,
Se propuso que la disminucidn de la toxicidad producida por cilastatina se debia a la interaccién
competitiva de ésta con VAN por la via de entrada de las PTEC. Estos estudios se confirmaron
por Nakamura, aunque no fue capaz de proponer un mecanismo definitivo’*®. Nuestro grupo
confirmé también en 2015 en cultivos primarios de PTEC, los resultados obtenidos por estos
autores. La unidn de cilastatina a la DHP-I de las BDC bloqueaba la internalizacién y transporte
de vesiculas en el borde en cepillo, reduciendo asi la entrada a través de la membrana y todos
los eventos nefrotdxicos!®®. Se producia un bloqueo de la apoptosis dosis dependiente,
recuperacion de la viabilidad celular y reduccion de la degradacion de ADN. En 2017, un estudio

demostré que el bloqueo de la via de entrada de VAN con cilastatina, reducia la nefrotoxicidad

provocada por éste y otros farmacos**2.
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» GENTAMICINA. Es un antibidtico aminoglucésido y produce dafio renal al acumularse a
nivel de la corteza, concretamente en las PTEC. Entra en el interior celular mediante vesiculas
de clatrina y tras unirse en el borde en cepillo, se produce la internalizacién y acumulacion
lisosomal, donde se activan fosfolipasas lisosomales!’?. Aparece una vacuolizacién
citoplasmatica y edema mitocondrial justo antes de la muerte celular'’®. Es util para tratar
infecciones causadas por gérmenes Gram-negativos, a pesar de que su uso se complica
frecuentemente por la nefrotoxicidad que producel’*'’>, Nuestro grupo demostré que el
tratamiento con cilastatina inhibia la aparicidon de manera total o parcial de muerte celular, tanto
in vitro como in vivo, asi como el dafio oxidativo, inflamacidn y fibrosis. Parece que la entrada a
la célula es bloqueada interfiriendo con su receptor, megalina, evitando su acumulacién

intracelular®’®.

Cilastatina parece ser eficaz contra la nefrotoxicidad inducida por todos estos farmacos,
gracias a la reducciéon del EO por disminucién de las ROS, bloqueo de la apoptosis y reduccién
de la inflamacion'?®. El mecanismo protector también implica la reduccidn del transporte renal

y la acumulacién intracelular del téxico™™.
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Hipdtesis

El bloqueo transitorio de las balsas de colesterol apicales de las células del tubulo
proximal mediante la inhibicion de la enzima renal dehidropeptidasa-I con el farmaco cilastatina,
es una posible diana terapéutica para el fracaso renal agudo de origen endotéxico, como el
inducido por sepsis y rabdomidlisis. La reduccion del dafio renal puede estar relacionada con la
interferencia en las vias de senalizacidn de receptores asociados a las balsas de colesterol, dando

lugar a la disminucidn de la muerte celular, el estrés oxidativo y la inflamacion.

Esta hipdtesis esta basada en observaciones previas de modelos de fracaso renal agudo
inducido por farmacos nefrotdxicos de uso comun en clinica. En estos modelos la presencia de
cilastatina bloqueaba las balsas de colesterol e interferia en la internalizacidon espontdnea de las
mismas, protegiendo especificamente a las células tubulares proximales de la muerte celular
por apoptosis. Esta proteccidén obtenida nos lleva a plantear, por tanto, si otro tipo de fracaso
renal agudo como el inducido por sepsis y rabdomidlisis, puede beneficiarse del mismo tipo de

inhibicion.
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Objetivos

OBJETIVO PRINCIPAL

Demostrar que la inhibicidon de la enzima renal dehidropeptidasa-I con el fadrmaco cilastatina,
es una alternativa terapéutica seguray eficaz para reducir el dafio renal provocado por un fracaso renal
agudo (FRA) de tipo endotéxico, como los inducidos en la sepsis y rabdomiélisis. La caracterizacién de

esta nueva estrategia nefroprotectora se subdivide en objetivos mas concretos.

OBIJETIVOS CONCRETOS

1.- Determinar los posibles mecanismos de accién a nivel celular y molecular por los que cilastatina
puede ejercer su accién nefroprotectora en modelos animales con FRA secundario a sepsis y
rabdomidlisis. Es conocido que estos sindromes provocan un aumento de la muerte celular, la
inflamacidn y el estrés oxidativo (EQ) a nivel renal. Por ello, nos centraremos especificamente en el
analisis de:

1.1.- Morfologia tisular. Analizar el efecto de cilastatina en tejido renal de modelos animales.

1.2.- Capacidad antiapoptética. Evaluar si cilastatina es capaz de reducir los niveles de
mediadores apoptdticos, asi como su efecto en las principales rutas moleculares de muerte celular
programada.

1.3.- Capacidad antioxidante. Estudiar el efecto protector de cilastatina y la prevencién del EO.

1.4.- Mecanismos inflamatorios y fibréticos. Analizar la activacion del factor de transcripcién
NF-kB y el efecto de cilastatina sobre la inflamacidn generada por ambos tipos de lesién renal. Evaluar

el papel de cilastatina sobre la aparicién de la transicidn epitelio-mesenquimal y la fibrosis.

2.- Estudiar el papel de las balsas de colesterol (BDC) en la nefroproteccién ejercida por cilastatina:
2.1.- Analizar su efecto sobre las vias de sefializacion de los receptores de muerte celular que
se localizan en las BDC como consecuencia del dafio renal: complejo Fas/ligando de Fas (Fas/FasL).
2.2.- Analizar el efecto de cilastatina en la unién de receptores Toll Like con sus ligandos, y su
interferencia con las cascadas de sefializacion como posible mecanismo protector.
2.3.- Analizar la interferencia de cilastatina en la activacidén del inflamasoma y sus vias de

sefializacion.
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Materiales y Métodos

1 MODELOS EXPERIMENTALES

Los estudios fueron llevados a cabo en las instalaciones del animalario del Instituto de
Investigacion Sanitaria de Getafe (liS-Getafe, modelo de FRA inducido por sepsis) y del Instituto
de Investigacién Sanitaria del Gregorio Marafién (liS-GM, modelo de FRA inducido por
rabdomidlisis), tras su aprobacién por los Comités Eticos de Experimentacién Animal de ambos
Institutos, y las autoridades competentes de la Comunidad de Madrid, bajo la supervisidon
directa del veterinario responsable y personal técnico cualificado. Toda la manipulacién de los
animales se llevé a cabo segun la normativa legal vigente sobre proteccion de los animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos: RD 118/2021, de 23 de febrero; Ley
32/2007, de 7 de noviembre y orden ECC/566/2015, del 20 de marzo.

Cilastatina, inhibidor de la enzima renal DHP-I de férmula CisH2sN20sS y peso
molecular 358.454 g/mol, fue suministrada por ACS DOBFAR (s.p.a. Tribiano, Milan). Para los
estudios in vivo, la concentracién utilizada fue de 150 mg/Kg disuelta en solucién salina 0.9%
(Braun Medical S.A., Barcelona, Espaina). La dosis y el régimen de administracion de cilastatina,
al igual que el tamafio muestral, fueron establecidos por revisién bibliografica y por la
experiencia del grupo en la realizacién de modelos de FRA inducidos por téxicos y el uso de
cilastatina como protector renal, a pesar de no ser la concentracién mas alta ensayada con la

que hemos tenido maxima proteccidnt®177:178,

1.1 MODELO DE FRA INDUCIDO POR SEPSIS

Para realizar el modelo experimental de FRA inducido por sepsis, se utilizaron ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley con un peso medio de 350 g criadas y estabuladas en el
animalario de liS-Getafe. Para la induccidn de la sepsis se utilizd la técnica de ligadura y puncidn
cecal (cecal and ligation puncture o CLP), la cual esta bien descrita en la literatura®”. Antes de la
cirugia los animales fueron anestesiados mediante ketamina (90 mg/kg) y diazepam (5 mg/kg).
Tras rasurar la zona de intervencidn, el animal se coloco en el campo quirdrgico sobre una manta
térmica a 37°Cy en condiciones de esterilidad se realizd una incisién de unos 2 cm y se procedié
a abrir la cavidad abdominal. Una vez localizado el ciego se extrajo y se expuso para la localizar
las zonas de ligadura. Se realizé una primera ligadura por debajo de la valvula ileocecal con seda
trenzada 4-0, evitando la obstruccidén intestinal y de forma que no frene del todo el transito
intestinal. La segunda ligadura se realizé a 1.5 cm de la primera, dejando 0.75 cm a la punta del
ciego. Tras hacer las ligaduras, se perford el ciego tres veces entre las dos con la punta de un

catéter del calibre 16G y otra fuera de la ligadura con un catéter de calibre 14G. Después se
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presionaron suavemente todas las punciones para exteriorizar el contenido fecal al espacio
intraluminal y se volvié a reintroducir el ciego en la cavidad abdominal. Antes de suturar,
afiadimos a ésta la dosis establecida de cilastatina o su vehiculo y se procedié a cerrar por capas.
A los animales se les administro solucidn salina 0.9% (50 mL/kg) por via subcutanea (s.c.) como
medida de soporte hemodindmico y de recuperacién de liquidos. También se le suministré
buprenorfina (0.05 mg/kg) s.c. cada 12 horas para reducir el dolor. Los animales permanecieron
en recuperacién postquirdrgica en ambiente tranquilo y temperatura controlada con lampara
médica que emite rayos infrarrojos bajo una luz roja. A partir de la primera dosis de cilastatina
administrada a nivel abdominal, ésta se administré intraperitoneal (i.p.) cada 24 horas hasta el
dia del sacrificio. Un dia antes de la eutanasia los animales se reubicaron en jaulas metabdlicas
para la recogida de la orina de 24 horas.

Para determinar la duracién éptima del modelo en cuanto al dafio renal se refiere, se
realizé un estudio piloto de 24 y 48 horas de duracion, basados en datos bibliograficos. De esta
forma se establecié que el mdximo dano logrado fue a las 48 horas. En total se utilizaron 40

animales, que fueron distribuidos de forma aleatoria en 4 grupos:

» Grupo Control (n=10): Los animales fueron sometidos a laparotomia sin induccion de
sepsis. Se extrajo el ciego y se volvid a reintroducir en la cavidad abdominal. El vehiculo de
cilastatina (suero salino 0.9%) fue administrado a las ratas de la misma forma y volumen que los
grupos tratados con cilastatina.

» Grupo Control + Cilastatina (n=10): Los animales fueron sometidos a laparotomia sin
induccion de sepsis. Tras la reintroduccién del ciego en la cavidad abdominal, se administré
cilastatina 150 mg/kg entes de proceder a cerrar y cada 24 horas de manera i.p. hasta el
momento del sacrificio.

» Grupo CLP (n=10): Los animales fueron sometidos a induccion de sepsis mediante cirugia
CLP. Se administré el vehiculo de cilastatina (suero salino 0.9%) de la misma forma y volumen
que los grupos tratados con cilastatina.

» Grupo CLP + Cilastatina (n=10): Los animales fueron sometidos a induccién de sepsis
mediante cirugia CLP con administracion de cilastatina 150 mg/kg en el momento de la induccidn
del dafio y cada 24 horas de manera i.p. hasta el momento del sacrificio.

Los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacién de 24 horas en jaulas
metabdlicas antes de comenzar el modelo, que se estableci6 como se ha comentado en 48
horas. Un esquema del protocolo llevado a cabo y del procedimiento quirurgico puede verse en

la Figura 19. Durante el modelo los animales tuvieron libre acceso tanto al agua como a la
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comida (dieta estandar), en un ambiente controlado de luz, temperatura y humedad. Un dia
antes del sacrificio, los animales fueron introducidos en jaulas metabdlicas para recoger la orina
de 24 horas con la finalidad de cuantificar la diuresis, la concentracion de proteinas y establecer
otros parametros bioquimicos. El dia del sacrifico los animales se anestesiaron con ketamina (90

mg/kg) y diazepam (5 mg/kg) y se pesaron.

A
Cirugia CLP B
JAULAS METABOLICAS S F
N -
?.(‘ e 4
y | RECOGIDA DE MUESTRAS | <
o o
0N w N |
Ratas Sprague-Dawley ' fr(z j
Macho Administracion de LY, AR X
Cilastatina I.P. (150 mg/kg)
B

Figura 19. Modelo experimental de nefroproteccion por cilastatina frente al fracaso renal agudo endotdxico inducido por sepsis.
A) Disefio experimental del modelo a 48 horas en ratas Sprague-Dawley. B) Imdgenes del procedimiento quirurgico de la técnica de
ligadura y puncidén cecal: 1. Laparotomia, extraccidon del ciego. 2. Primera ligadura. 3. Segunda ligadura. 4. Puncién del ciego. 5.
Sutura del musculo. 6. Sutura de la piel. I.P: intraperitoneal; CLP: ligadura y puncidn cecal.

1.1.1 ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA

Para llevar a cabo el estudio de supervivencia se realizé un modelo similar al

anteriormente descrito, pero mas agresivo. Las punciones se realizaron con los calibres de los
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catéteres intercambiados provocando una mayor salida del contenido fecal. Se utilizd unan=5

en los grupos CLP y CLP + Cilastatina.

1.2 MODELO DE FRA INDUCIDO POR RABDOMIOLISIS

Para realizar el modelo experimental de FRA inducido por rabdomidlisis, se utilizaron
ratas macho de la cepa Wistar con un peso medio de 250 g criadas y estabuladas en el animalario
del 1iS-GM. La rabdomidlisis fue desarrollada en los animales mediante inyecciones
intramusculares (i.m.) de glicerol, modelo que se encuentra ampliamente descrito en la
literatura. El tamaio muestral de los diferentes grupos, la dosis y regimenes de administracion
de glicerol (Sigma-Aldrich) para la induccion de rabdomidlisis y de cilastatina como
nefroprotector, fueron establecidos por revisién bibliografica y por la experiencia previa del
grupo en la realizacion de modelos animales en el laboratorio con cilastatina como protector
rena|165,176,177-

Para determinar la duracién del modelo en cuanto al dafo renal se refiere, se realizd
un estudio piloto de 24, 48 y 72 horas de duracién tras la induccidn de la rabdomiélisis, basados
en datos bibliograficos. De esta forma se establecié que el maximo dafio logrado fue a las 48
horas principalmente y a las 72 horas en menor medida. En base a estos resultados, se realizaron

los dos submodelos con 32 animales en cada uno, que fueron distribuidos de forma aleatoria en

8 grupos:

» Grupos Control 48h (n=6) y Control 72h (n=6): Administracion i.m. de H,04 (vehiculo del
glicerol) en las patas traseras de los animales en los mismos volimenes que los animales
inyectados con glicerol. Administracién i.p. de suero salino (vehiculo de cilastatina) en los
mismos volumenes y regimenes que los animales tratados con cilastatina.

» Grupos Control + Cilastatina 48h (n=6) y Control + Cilastatina 72h (n=6): Administracion
i.m. de H,Oq4 en las patas traseras de los animales en los mismos volumenes que los animales
inyectados con glicerol. Administracidn i.p. de cilastatina (150 mg/kg) desde el inicio de la
administracién del vehiculo del glicerol y cada 24 horas hasta el sacrificio.

» Grupos Glicerol 48h (n=10) y Glicerol 72h (n=10): Administracién i.m. de glicerol (10
ml/kg) 50% en H,Oq en las patas traseras de los animales. Administracion i.p. del vehiculo de
cilastatina (suero salino) en los mismos volumenes y regimenes que los grupos con cilastatina,
desde el inicio de la administracidn del glicerol y cada 24 horas hasta el sacrificio.

» Grupos Glicerol + Cilastatina 48h (n=10) y Glicerol + Cilastatina 72h (n=10):

Administracién i.m. de glicerol (10 ml/kg) 50% en H,04 en las patas traseras de los animales.
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Administracion i.p. de cilastatina (150 mg/kg) desde la administracién del glicerol y cada 24
horas hasta el sacrificio.

Como se muestra en el protocolo representado en la Figura 20A, entre 14-16 horas
antes de la induccion de rabdomidlisis las ratas fueron privadas del agua de bebida. Los animales
fueron anestesiados con sevorane 2% (Abbvie, Espaiia) antes de la administracidn i.m. en las
patas traseras de glicerol o su vehiculo. Las ratas se mantuvieron con vida durante 48 y 72 horas
desde la inyeccién de glicerol o su vehiculo y el tratamiento con o sin cilastatina, teniendo libre
acceso tanto al agua como a la comida (dieta estdndar), en un ambiente controlado de luz,
temperatura y humedad. Un dia antes del sacrificio, los animales fueron introducidos en jaulas
metabdlicas para recoger la orina de 24 horas con la finalidad de cuantificar la diuresis, la
concentracion de proteinas, y establecer otros parametros bioquimicos. El dia del sacrificio las

ratas fueron anestesiadas con sevorane y pesadas.
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Retireda deagua  (jjastatina (150 mg/Kg /24 h; i.p.)
& bg s m
s’/“‘ o\ g/ z; g
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| | | | | '
] o
Ratas Wistar macho 14 40 24 48 72
¢
Administracion de glicerol i.m. \ / sacrificio
10 mL, 50%/H,0,
(10 mL/Kg) 50%/H,0, Jaulas metabdlicas
HORAS
B C

Figura 20. Modelo experimental de nefroproteccion por cilastatina en el FRA endotéxico inducido por glicerol. A) Disefio
experimental en ratas Wistar a 48 y 72 horas. B) Aspecto macroscépico de los rifiones con rabdomidlisis antes de la extraccion.
Obsérvese el aspecto blanquecino exterior con el punteado oscuro. C) Diferentes cortes del rifion una vez extraido tras la cirugia.
Nétese el color oscuro de la médula principalmente debido a los depdsitos de mioglobina. i.p: intraperitoneal; i.m.: intramuscular.
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2 EXTRACCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

En todos los modelos tras la sedacion de los animales, se procedié a abrir la cavidad
abdominal y se llevd a cabo la extraccion de sangre mediante canulacion de la aorta abdominal
a la altura de la bifurcacidn. La sangre obtenida se centrifugé a 2.500 rpm durante 15 minutos a
4°C para conseguir suero sanguineo, que se congeld a —80°C hasta el momento de su uso. Fue
recogido también un tubo de sangre para realizar el estudio del hemograma en el modelo de
FRA inducido por sepsis. Tras la exanguinacion se clampé la aorta cortando su flujo por encima
de los riflones y se perfundieron los drganos con suero salino frio a través de la misma canula
previa perforacién la vena cava inferior. Posteriormente los riflones fueron extraidos,
decapsulados y mantenidos en suero salino frio durante su manipulacién, para minimizar la
degradacion del tejido. Se pesaron para la posterior determinacion de la hipertrofia renal.

Los rifiones derechos fueron seccionados e introducidos en paraformaldehido (PFA) al
4% en tampodn salino fosfato (PBS) durante 24 horas a 4°C para su fijacion. Posteriormente
fueron deshidratados con concentraciones crecientes de etanol e incluidos finalmente en
parafina (PanReac, Barcelona, Espafia) mediante el procesador de tejidos STP120 (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, USA). Las muestras parafinadas fueron cortadas en un microtomo HM325
(Microm, Thermo Fisher Scientific) en secciones de 4 um de grosor y recogidas sobre
portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Fisher Scientific). Tras la fijacidon en estufa a 60°C durante
al menos una hora, se almacenaron a temperatura ambiente (RT) hasta su utilizacidon en estudios
histopatoldgicos.

Los rifiones izquierdos fueron separados en corteza y médula, congelando ambas
muestras en N; liquido y almacenandolas a —80°C hasta el momento de su utilizacién en estudios
de biologia molecular. Por ultimo, se extrajo el resto de los érganos (corazén, pulmén, bazo,
higado, aorta) para futuros estudios, procediendo de igual manera una parte para PFA y otra

parte para congelar.

3 DETERMINACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS Y
HEMATOLOGICOS

Los parametros bioquimicos fueron medidos en suero y orina mediante un
autoanalizador CObAS 711 (Roche Farma, Madrid, Espana) disponible en el Servicio de
Bioquimica del Hospital G.U. Gregorio Marafion (HGUGM). A partir de estos datos, se calcularon

los principales parametros de funcién renal mediante la aplicacion de las siguientes formulas:
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7
0.0

Carga Urinaria:

Carga Urinaria = (INa"Jorma + [K Jomna) — [cr]om]

7
0.0

Aclaramiento de agua libre (CIH,0):

[ CleO = VOrinaX (1 - [Na+Orina]) + ([K+Orina] / [Na+F’Iasma]) ]

+» Excrecion fraccional de agua (EFH;0):

VOrina

EFH,0= ——— x 100
TFG

+»+ Excrecion fraccional de sodio (EFNa*):

[Na+] rinaxlcr] asma
EFNa*= ° T X100

[Na+ ]Plasma X [Cr]Orina

7
0.0

Tasa de filtracién glomerular (TFG):

[Cr]Orina X VOrina 1

TFG =
[Cr]PIasma J

+» Gradiente transtubular de potasio (GTTK):

GTTK = ([K+Orina]/ [K+Plasma]) X (OsmPIasma/ OsmOrina) ]

Na*: lon sodio; CI: lon cloro; V: Volumen; K*: lon potasio; Cr: Creatinina; Osm: Osmolalidad

Para el estudio del hemograma, se tomaron muestras de sangre y fueron analizadas

mediante un analizador hematolégico Beckman Coulter LH 780 (Madrid, Espaiia).

4 ESTUDIOS MORFOLOGICOS E HISTOPATOLOGICOS
4.1 ESTUDIOS MORFOLOGICOS

La morfologia renal se estudié por medio de microscopia éptica convencional
(Olympus IX70). Se utilizaron cortes de 4 um de grosor previamente procesados y que, tras la
fijacién por calor, fueron desparafinados y rehidratados en concentraciones de alcohol

decrecientes. Las secciones de tejido se tifleron con hematoxilina de Carazzi (PanReac) y eosina
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(KRAPE S.A. Madrid, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante y se fotografiaron
mediante el sistema Control software ACT-1 (Ver 2.7) (Nikon Corporation, Tokyo, Japdn).

La valoracién del dafio fue realizada por un patdlogo experto del Servicio de Anatomia
Patolégica del HGUGM, en ciego y por observacion de toda la muestra. Los parametros
estudiados fueron: A) Medida del dafio glomerular (proliferacién de células mesangiales,
esclerosis y expansion de la matriz). B) Dafo tubulointersticial (dilatacién y/o atrofia tubular,
necrosis tubular, blebbing, presencia de cilindros proteicos intratubulares, mitosis y
vacuolizacion). C) Fibrosis intersticial e infiltrado de células inflamatorias. D) Dafio vascular. Para
establecer el dafio renal se utilizd el siguiente indice semicuantitativo: (0) = sin cambios; (1) =
cambios focales que afectan a menos del 25% de la muestra; (2) = cambios que afectan del 25%
al 50% de la muestra; (3) = cambios que afectan al 50-75% de la muestra y (4) = lesiones que
afectan a mas del 75% de la muestra. La puntuacién (score) del dafo renal para cada corte

evaluado fue el sumatorio de todos los valores obtenidos para los parametros estudiados.

4.2 DETERMINACION DE FIBROSIS

Para la determinacion de fibrosis en cortes de tejido renal se realizé una tincion de rojo
sirio en secciones de tejido de 4 um de grosor. Tras desparafinar y rehidratar los cortes en
concentraciones decrecientes de etanol, se lavaron las muestras en agua destilada durante 10
minutos. Después, se realizé la tincion con rojo sirio (Sirius Red F3B, Sigma-Aldrich), 0.5 g en 500
mL de solucién acuosa saturada con 4cido picrico (Sigma-Aldrich) durante 60 minutos, lo que da
una tincidn cercana al equilibrio ya que no aumenta a tiempos mas largos. Tras lavar los cortes
dos veces con agua acidificada (acido acético, Sigma-Aldrich) para eliminar el exceso de tincién,
se agitaron vigorosamente las muestras para quitar los restos que pudieran quedar.
Inmediatamente después, los cortes se deshidrataron mediante concentraciones crecientes de
etanol y se montaron con un medio de montaje para sustitutos de xileno (PanReac Quimica).

La fibrosis renal fue analizada siguiendo la misma escala semicuantitativa descrita
anteriormente. En este caso, se observaron seis campos seleccionados al azar en aumento de

20X y el score de dafio para cada muestra fue obtenido del sumatorio de todos los valores.

4.3 DETERMINACION DE HIERRO

Para la visualizacién del hierro férrico sobre secciones de tejido renal, se utilizé el kit
de reaccion de Perls (Bio-Optica, Milan, Italia) y se examiné el resultado por microscopia ptica.
Aungque sea especifico para el hierro, la tincién no muestra todo el hierro presente en el tejido.

No reacciona al hierro asociado a hemoglobina, al pigmento malérico, a la ferritina y al Fe*2. Se
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basa en la reaccion del ferrocianuro de potasio con los iones férricos de la hemosiderina en un
ambiente acido, resultando en una sal coloreada como es el Azul de Prusia: 4Fe** + 3K4Fe(CN)s
= Fes(Fe(CN)e)s + 12K*. El hierro férrico reactivo se observd en color azul y los nucleos celulares
en rojo.

Los tejidos renales se cortaron a 4 um vy tras fijar y rehidratar en concentraciones
decrecientes de alcoholes, se pasaron por agua destilada. Después de proceder con el protocolo
de la tincidn segun las recomendaciones del fabricante, se lavaron las secciones de nuevo y se
deshidrataron a través de la serie ascendente de alcoholes, isoparafina y montaron las secciones
con medio de montaje para sustitutos de xileno (PanReac Quimica). La cuantificacidn se realizo
mediante el analisis de imagen cuantitativo llevado a cabo con el software Scion Image (Scion
Corporation, Maryland, USA) e imagenes digitalizadas. Para cada muestra, la media del area de
tincion fue obtenida por analisis de seis campos seleccionados aleatoriamente a una

magnificacién de 20X.

5 ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

5.1 INMUNOHISTOQUIMICA

Las tinciones inmunohistoquimicas fueron realizadas en secciones renales de 4 um de
grosor incluidas en parafina, que fueron previamente desparafinadas y rehidratadas en
concentraciones decrecientes de etanol. En los casos en los que fue necesario desenmascarar
antigeno para facilitar su unién al anticuerpo, los cortes se calentaron en tampdn citrato sédico
10 mM (pH 6.0) (Sigma-Aldrich) hasta ebullicidn. La actividad peroxidasa enddgena se inactivo
mediante tratamiento con H,0; al 3% en metanol (1:1) (Thermo Fisher Scientific) durante 30
minutos a RT. Después de lavar con agua destilada, se permeabilizé con PBS 1X / buffer Tris
fosfato o TBS (Thermo Fisher Scientific) 1X con Triton-X100 al 0.1% (Sigma-Aldrich) (PBS-T / TBS-
T) para facilitar la entrada del anticuerpo. Después se utilizdé una solucion de bloqueo durante
una hora a RT para evitar las uniones inespecificas. Esta solucién se preparé con albumina sérica
bovina (BSA, Sigma-Aldrich) al 4% y el suero del huésped en el que se obtuvo el anticuerpo
secundario, al 6-10%, en PBS-T / TBS-T en funcidn del anticuerpo.

A continuacion, se incubaron los cortes durante toda la noche a 4°C en cdmara hiumeda
con los siguientes anticuerpos primarios (Tabla 4) diluidos en PBS-T / TBS-T, BSA al 4% y suero

del huésped en el que se obtuvo el anticuerpo secundario al 1%:
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ANTICUERPOS ESPECIE DILUCION CITRATO REVELADO CASA COMERCIAL
4-HNE Raton 1/50 S| LSAB System-HRP  JalCA (Shizuoka, Japon)
Caspasa-3 Activa Conejo 1/50 S| LSAB System-HRP S‘;’u\)s ignaling Technology (MA,
Caspasa-8p18 (D-8)  Ratén 1/50 I LSAB System-HRP Zasrl\t;’ Cruz Biotechnology (T,
CD68 Raton 1/25 S| LSAB System-HRP  AbD Serotec (Oxford, UK)
CTGF (L-20) Cabra 1/100 NO Kit Vectastain Santa Cruz Biotechnology
Cu/Zn SOD Conejo 1/1000 NO LSAB System-HRP  Stressgen (CA, USA)

ICAM-1 (G-5) Ratén 1/50 Sl LSAB System-HRP  Santa Cruz Biotechnology
KIM-1 Cabra 1/20 Sl Kit Vectastain R&D Systems (MN, U.S.A.)
MCP-1 (R-17) Cabra 1/50 NO Kit Vectastain Santa Cruz Biotechnology
MyD88 Conejo 1/250 S| LSAB System-HRP  Novus Biologicals (MN, U.S.A.)
TGFB1 (V) Conejo 1/250 NO LSAB System-HRP  Santa Cruz Biotechnology
VCAM-1 (C-19) Cabra 1/100 Sl Kit Vectastain Santa Cruz Biotechnology

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados en la técnica de inmunohistoquimica.

Tras lavar bien los cortes con PBS-T / TBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo
primario, se incubaron durante 20 minutos a RT con ambas soluciones (streptavidina/biotina)
del sistema LSAB2 System-HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca) para anticuerpos hechos en ratén o
conejo. Cuando esto no fue posible se utilizd el Kit Vectastain Solution (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, U.S.A.) incubando una hora a RT con el anticuerpo secundario correspondiente
y posteriormente 30 minutos con el sistema ABC Complex incluido en el kit.

Para revelar las inmunolocalizaciones se utilizé el cromégeno 3-3’-diamino-bencidina
(DAB, Sigma-Aldrich). Por ultimo, se contrastaron los tejidos con hematoxilina de Carazzi, se
deshidrataron las muestras y se montaron con un medio sustituto del xileno. La especificidad de
los anticuerpos primarios se comprobd mediante la realizacién de controles negativos en los que
no se utilizaron dichos anticuerpos, obteniéndose como resultado en cada caso, la ausencia de
sefial.

Las tinciones de inmunohistoquimica fueron valoradas mediante andlisis de imagen
cuantitativo realizado por el software Scion Image (Scion Corporation) e imagenes digitalizadas.
Para cada muestra la media del area de tincién fue obtenida por el analisis de seis campos

seleccionados al azar a una magnificacién 20X.

5.2 INMUNOFLUORESCENCIA

Para la realizacién de las inmunolocalizaciones mediante inmunofluorescencia (IFl), se
utilizaron secciones de tejido renal incluidos en parafina de 4 um de grosor. Tras desparafinary

rehidratar los cortes en concentraciones decrecientes de alcohol, fue necesario desenmascarar
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el antigeno en todos los casos. Las muestras se calentaron en tampdn citrato sédico 10 mM a
pH6 hasta ebullicién. Después se permeabilizaron en PBS-T para favorecer la entrada del
anticuerpo. A continuacidn, se utilizé una solucién de bloqueo durante una hora a RT para evitar
las uniones inespecificas, compuesta por BSA al 4% y el suero del huésped en el que se obtuvo
el anticuerpo secundario al 6-10% en PBS-T.

Después, se incubaron los cortes durante toda la noche a 4°C en cdmara humeda con
los siguientes anticuerpos primarios (Tabla 5) diluidos en PBS-T, BSA al 4% y suero del huésped

en el que se obtuvo el anticuerpo secundario al 1%:

ANTICUERPOS ESPECIE DILUCION CASA COMERCIAL

RelA/NFkB p65 Ratén 1/100 Novus Biologicals
Fas/Apol Conejo 1/50 BioVision (CA, USA)

Fas Ligando (NOK-1) Ratén 1/50 Santa Cruz Biotechnology
TLR4 (25) Ratén 1/50 Santa Cruz Biotechnology
MDA Conejo 1/500 Alpha Diagnostic (TX, USA)
MyD88 Conejo 1/50 Novus Biologicals

Tabla 5. Anticuerpos primarios empleados en la técnica de IFl.

Tras lavar bien los cortes con PBS-T, se incubaron con los anticuerpos secundarios
marcados (Tabla 6) una hora a RT y en oscuridad. Posteriormente se lavaron las muestras con
PBS 1X y se incubaron con una solucidn de sudan black al 0.3% (Sigma-Aldrich) disuelto en
isopropanol (Thermo Fisher Scientific) durante 20 minutos a RT. Después del lavado, se preparé
una solucién de DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, Sigma-Aldrich) a una
concentracién de 5 ug/mL en PBS 1X y se incubé durante 5 minutos a RT. Finalmente los cortes

se montaron con la solucidn acuosa Fluorescence Mounting Medium (Dako).

ANTICUERPOS ESPECIE DILUCION CASA COMERCIAL
Conejo IgG DyLight® 594 Burro 1/40 Bethyl Laboratories (TX, USA)
Conejo IgG-FITC Cabra 1/50 Bethyl Laboratories
Raton IgG (H+L)-DyL 488 Burro 1/4000 Novus Biologicals
Conejo IgG(H+L) Cy3 Burro 1/300 Jackson InmunoResearch (Cambridge, UK)

Tabla 6. Anticuerpos secundarios marcados empleados en la técnica de IFI.

El andlisis de las imagenes se llevd a cabo en la Unidad de Microscopia Confocal del
Servicio de Apoyo a la Investigacidon (SAI) del 1iS-GM. Se utilizé un microscopio de fluorescencia

confocal modelo LEICA-SPE (Leica Microsystems).
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6 ANALISIS PROTEICOS

6.1 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Las muestras de corteza renal se sometieron a un protocolo de extraccidn basado en
el sistema Tissuelyser LT (Qiagen, Hilden, Alemania). La disrupcion y homogeneizacion
simultaneas de tejido, se logra mediante la agitacion a alta velocidad de las muestras en tubos
de microcentrifuga de 2 mL con bolitas de acero inoxidable. Siguiendo las indicaciones del
proveedor, se colocaron el rack y los tubos con una bola de acero de 7 mm a -80°C al menos
media hora antes de la extraccién. El tejido renal se pasé a su tubo con la bolita previamente
enfriado y a cada muestra se le afiadié 1 mL de buffer de lisis BR20X frio [Tris 50 mM, NaCl 150
mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, Tritdn X-100 0.2%, NP40 0.3%, NaF 25 mM (10 uL/mL), CIP (10
puL/mL) y PMSF 0.1 mM (1 uL/mL)]. El TissueLyser se programé a 50 Hz 10 minutos y se comprobd
que las muestras estuvieran bien digeridas. Posteriormente el contenido se paso a tubos limpios,
se mantuvieron en hielo durante 20 minutos y se colocaron a 4°C en agitacion durante 30
minutos mas. Después, se centrifugaron a 4°C durante 15 minutos a 12.000 rpm, recogiendo los
sobrenadantes que contienen los extractos proteicos. La concentracidén de proteinas totales se
determiné por el método colorimétrico del cido bicinconinico, Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific). El complejo formado es soluble en agua y tiene fuerte absorbancia a
562 nm, casi lineal con el aumento de proteinas. Tras la medicidén se almacenaron a —80°C hasta

el momento de su uso.

6.2 WESTERN BLOT

Los extractos proteicos se analizaron mediante electroforesis utilizando 50 pg de
proteina por muestra, cargadas junto con loading buffer 4X (Bio-Rad, California, USA) y
separadas en geles comerciales Precast TGX (Bio-Rad) de entre 10% - 15% bajo condiciones
reductoras, con running buffer comercial (Lonza). Posteriormente, fueron transferidas mediante
Transfer Pack, Midi Format, 0.2 um nitrocelulose (Bio-Rad) en buffer de transferencia [Tris 48
mM pH 8.8, glicina 39 mM, SDS 0.037% y metanol 20% (vol/vol)] utilizando el Trans-Blot®
Turbo™, Transfer System (Bio-Rad). Estas membranas fueron blogueadas con leche desnatada
en polvo/BSA al 4% en PBS-T/TBS-T 0.1% 1 hora e incubadas toda la noche a 4°C con el

anticuerpo correspondiente (Tabla 7):
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ARG-2 Conejo 39 1/1000 Abcam®

Bax (6A7) Ratén 23 1/200 Santa Cruz Biotechnology
Bcl-2 (C-2) Ratén 26 1/200 Santa Cruz Biotechnology
Caspasa-1 Conejo 45 (31) 1/3000 Abcam®

Caspasa-3 Activa Conejo 17-19 1/1000 Cell Signaling Technology
Caspasa-8 Activa Conejo 18-43 1/1000 Cell Signaling Technology
Caspasa-9 Conejo 17-38-40-51 1/1000 Cell Signaling Technology
Catalasa (H-9) Ratén 64 1/3000 Santa Cruz Biotechnology
CD14 Conejo 40 1/400 Abcam®

CcD163 Conejo 121-150 1/1000 Abcam®

CTGF (L-20) Cabra 38 1/200 Santa Cruz Biotechnology
SOD-1 (24) Ratén 23 1/30000 Santa Cruz Biotechnology
Whnt5a Conejo 42 1/200 Abcam®

Fas/Apo1l Conejo 55-35-29 1/300 BioVision

FasL(C-20) Conejo 26-40 1/200 Santa Cruz Biotechnology
Ferritina Conejo 19-21 1/1000 Abcam®

Vimentina (V9) Ratén 54 1/125 Anticuerpos On Line
HO-1 / HSP32 Ratén 32 1/500 Abcam®

HSP27 (F-4) Ratén 27 1/200 Santa Cruz Biotechnology
HSP70 (K-20) Cabra 70 1/200 Santa Cruz Biotechnology
IL-18 Conejo 17-35 1/300 Abcam®

KIM-1 Cabra 50/80 1/1000 R&D Systems

MyD88 Conejo 35 1/500 Novus Biologicals

NLRP3 Conejo 114 1/300 Abcam®

RelA/NFkB p65 Raton 65 1/2000 Novus Biologicals
TIP1/Z0-1 Conejo 195/220 1/1250 Anticuerpos On Line
TLR2 Conejo 89 1/500 Abcam®

TLR4 (25) Ratén 95/120 1/200 Santa Cruz Biotechnology
B-Actina Ratén 42 1/60000 Sigma-Aldrich

Tabla 7. Anticuerpos primarios empleados en la técnica de Western Blot.

Después de lavar para eliminar el exceso de anticuerpo primario, las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa
(Tabla 8). Como marcador de pesos moleculares se utilizd el WesternC Kit (Bio-Rad) que
incorpora un reactivo, el Streptactin HRP para permitir revelar las bandas del patrén junto con

la banda de interés:
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Anti cabra-HRP Ratdn 1/5000 Santa Cruz Biotechnology
Anti raton IgG-HRP Oveja 1/3000 Amersham (Buckinghamshiere, UK)
Anti conejo IgG-HRP Burro 1/5000 Amersham

Tabla 8. Anticuerpos secundarios empleados en la técnica de Western Blot.

Después de lavar para eliminar el exceso de anticuerpo secundario, se identificaron las
proteinas mediante quimioluminiscencia con el Amersham™ ECL™ Prime Kit (GE Healthcare,
Buckinghamshiere, UK), con la ayuda del revelador Alliance 4.7 (Uvitec, Cambridge, Reino
Unido).

Las cuantificaciones de las sefiales se llevaron a cabo con el programa de analisis de
imagenes Imagel (Image Processing and Analysis in Java). Los resultados se expresaron en

unidades arbitrarias de densitometrado (u.a.d).

6.3 TECNICAS DE ELISA

En los sueros obtenidos de los animales se determind la concentracion de una serie de

proteinas utilizando kits especificos para cada una de ellas:

= Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa): Rat TNFa ELISA Kit (CUSABIO, Houston, TX, USA)
= Proteina de unidn al LPS (LBP): Rat LBP ELISA Kit (CUSABIO)

= Factor Nuclear kB (NFkB): Rat NFkB ELISA Kit (CUSABIO)

= Calcio: Rat Ca ELISA Kit (Abcam®)

Siguiendo las instrucciones del fabricante, la concentracién de cada muestra fue
cuantificada por interpolacion de la lectura de absorbancia en una curva patrén generada con

los estandares proporcionados por el kit expresada en pg/mL.

7 MEDIDA DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La medida de la capacidad antioxidante se realizd en orina de 24 horas mediante el
empleo del Antioxidant Assay Kit (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Tras diluir las muestras 1/15, se mezclaron 10 pL de la misma con 10 pL de
metamioglobina y 150 pL de cromdgeno. A continuacién, se afiadieron a todos los pocillos 40 pL

de solucion de trabajo de H,0,, y se incubd la placa en agitacion durante 5 minutos a RT. Por
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ultimo, se determind la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 750 nm con la
ayuda de un lector de placas (Synergy HT).

Para hallar el resultado final del experimento, las medidas de absorbancia de las
muestras se interpolaron en una recta patrén generada con concentraciones crecientes del
reactivo Trolox, tratadas de la misma forma que las muestras con metamioglobina y el

cromdgeno. Los resultados se expresaron como capacidad antioxidante (mM).

8 QUANTIBODY RAT CYTOKINE ARRAY 67

Los sueros obtenidos de los animales sometidos a FRA inducido por rabdomidlisis, se
mandaron a la central de Raybiotech donde se realizd6 una medida cuantitativa de la
concentracién de citoquinas mediante el Quantibody® Rat Cytokine Array 67. Este panel consta
de dos plataformas independientes como se muestra en la Tabla 9.

Al igual que un ELISA tradicional basado en el modelo sandwich, este método utiliza
un par de anticuerpos especificos de citoquinas para la deteccién. Un anticuerpo de captura se
une primero a la superficie de vidrio y tras la incubacidn con la muestra, la citoquina objetivo
gueda atrapada en la superficie sdélida. A continuacion, se afiade un segundo anticuerpo de
deteccién marcado con biotina, que puede reconocer un epitopo diferente de la citoquina
objetivo. El complejo formado citoquina-anticuerpo-biotina puede entonces ser visualizado
utilizando un escéner laser, mediante la adicién del colorante equivalente a Cy3 conjugado con
streptavidina. A diferencia del ELISA tradicional, los productos Quantibody® utilizan un formato
de matriz. Mediante esta plataforma es posible la deteccidén cuantitativa y de mdultiples
citoquinas en un solo experimento. Cada anticuerpo junto con los controles positivos se realiza
por cuadruplicado. Tiene la alta sensibilidad y especificidad del ELISA tradicional y el alto

rendimiento de los arrays.

1l2]s3]ala]als]a]1]2]3]a 1] 2]3[a]1[2]3]a[1]2]3]a
A POS1 POS2 NEG A POS1 POS2 4-1BB (CD137)
B CD86 (B7-2) B-NGF CINC-1(CXCL1) B Activin A Adiponectin CD80 (B7-1)
C CINC-2 CINC-3 CNTF C CD48 (SLAMF2) CTACK (CCL27) Decorin
D| Fractalkine GM-CSF ICAM-1(cD53) | -2 Eotaxin-1 EphAS Erythropoietin
E FGF-BP Flt-3 Ligand Galectin-1
E IFN-y Il-1a ED F Galectin-3 Gas1 GFRa-1
F IL-2 IL-4 IL-6 G gp130 HGF IL-1R6
G IL-10 IL-13 ux H| I-lra(IL-1F3) IL-2Ra I3
H L-Selectin MCP-1 PDGF-AA I IL-7 IL-17F L-22
| Prolactin R RAGE TCK-1 (CXCL7) ] JAM-A MIP-1a Neuropilin-1
J TIMP-1 TNF-a VEGF-A K Neruropilin-2 Nope Notch-1
Tabla 9. Determinacion de 67 citoquinas mediante Arrays en L Notch-2 P-Cadherin Prolactin
muestras de suero. Se lleva a cabo en dos plataformas M RANTES (CCL5) SCF TIM-1 (KIM-1)
independientes y se realiza por cuadriplicado, en horizontal. N TIMP-2 TREM-1 TWEAKR

POS: positivo; NEG: negativo.
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Una vez realizado el estudio, los resultados analizados se entregaron en varios
formatos para su interpretacion. La concentracion de cada citoquina vino expresada en pg/mL.
La normalizacion se realizé utilizando la sefial de los controles internos de cada matriz de
proteinas. Todas las muestras se realizaron por triplicado y la prueba de significacién que llevo
a cabo la casa comercial, se realizd mediante la prueba t. El limite inferior de deteccién para
cada marcador se determind a partir de la media de los datos brutos de dos conjuntos de curvas
estandar y a partir de la media de cuatro controles negativos y desviacién estandar (DS)

(calculando la media + 2x DS).

9 ANALISIS GENETICOS

9.1 EXTRACCION DE ARN TOTAL

Para la extraccion de ARN total se utilizdé un método de disgregacién mecanica
mediante el Tissuelyser (Qiagen). Un trozo de corteza renal se colocé en un tubo con una bola
de acero de 7 mm, previamente enfriado a -80°C junto con el rotor del TissuelLyser. A cada
muestra se le afiadié 1 mL del reactivo comercial Trizol™ Reagment (Life Technologies,
Invitrogen, Paisley, Reino Unido). El programa utilizado fue 40 Hz durante 2 minutos, descanso
de 15 segundos y 2 minutos mas. En el caso de que la disgregacion no fuera completa, se repitié
el proceso. Una vez terminado el mismo, los sobrenadantes fueron traspasados a tubos limpios
donde se incubaron 5 minutos a RT. Tras esto se anadid a cada tubo 400 plL de cloroformo
(Thermo Fisher Scientific) y se vorted 15 segundos, para incubar después 15 minutos a RT.
Después de la incubacion, se centrifugaron las muestras 15 minutos a 12.000 rpm y 4°C. De las
tres fases que se forman, se recogié a tubos definitivos la fase superior, que es la que contiene
el ARN. A esta fase se le afiadieron 800 pL de isopropanol y se agitd por inversidn varias veces.
Se realizé una incubacién de 15 minutos a RT dejando que precipite el ARN y se centrifugd otros
15 minutos a 12.000 rpm y 4°C. Se retird el sobrenadante y el pellet se lavé con etanoles frios
seriados al 70% y 100% con centrifugaciones de 15 minutos a 12.000 rpm y 4°C. El pellet se secé
durante una horay se resuspendié en 20 pL de H,O libre de RNAsas (Bio-Rad).

La cuantificacidn de la concentraciéon de ARN de las muestras se realizé por medida de
la absorbancia a 260 nm con la ayuda del NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific), teniendo
en cuenta que 1 unidad de absorbancia corresponde a 40 ug/mL de ARN. El grado de pureza de
los extractos nos lo dio la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm, observando que en

todos los casos fue cercana a 2, lo que indicd ausencia de contaminacion por proteinas en las
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muestras. Una vez realizada la extraccion se procedid a hacer una solucidn stock 1 pug/uL en un

volumen final de 25 pL.

9.2 PCRENTIEMPO REAL

Para realizar la PCR en tiempo real primero fue necesario convertir el ARN obtenido a
ADNCc (transcripcion inversa). Para ello se utilizé un kit comercial iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-
Rad) y 2 ug de ARN. Siguiendo las indicaciones del fabricante, primero se hizo una dilucién de 2
pL de ARN (stock 1 pg/pL) en 98 pL de agua libre de RNAsas (Bio-Rad) dando una concentracion
de 20 ng/uL. De aqui cargamos 5 pL para una concentracion final de 100 ng de ARN junto con
15 pl de master mix del kit, para un volumen final de reaccién de 20 uL. Una vez hecha la mezcla,
se dio un spin a los tubos y se colocaron en el termociclador iCycler (Bio-Rad). Tras la
retrotranscipcion, se hizo una dilucién del ADNc afadiendo 80 pl de agua libre de RNAsas.

Para la PCR en tiempo real se utilizé el sistema de deteccion KAPA SYBR® FAST qPCR
Kits (Roche), siguiendo las indicaciones del proveedor y se realizd mediante el sistema de
deteccidon secuencial iQ5 Multicolor Real Time PCR Detection System (Bio-Rad). Se llevd a cabo
la amplificacién del ADNc por duplicado de los genes de interés y en paralelo con la de las
enzimas gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) o 18S ribosomal RNA, que se
utilizaron como house-keeping o control interno. Todos los cebadores empleados fueron
obtenidos por revision bibliografica y mediante el programa PRIME3R, y suministrados por

Invitrogen. Los genes ensayados y los cebadores empleados en su analisis se recogen en la tabla

10:

GEN SECUENCIA (SENTIDO) SECUENCIA (ANTISENTIDO)
IL-6 GTCAACTCCATCTGCCCTTC ACTGGTCTGTTGTGGGTGGT

IFN-y ACAACCCACAGATCCAGCAC GAATCAGCACCGACTCCTTT

TNFa CAAACCACCAAGCAGAGGAG TGTGGGTGAGGAGCACATAG

ICAM-1 TCAAACGGGAGATGAATGGT TCCTCTGGCGGTAATAGGTG

IL-10 CCTGGGAGAGAAGCTGAAGA TGGCCTTGTAGACACCTTTG

GAPDH CGGCCGAGGGCCCACTAAAG TGCTCAGTGTTGGGGGCTGAGT
18S GACTCAACACGGGAAACCTC AGACAAATCGCTCCACCAAC

Cu/Zn SOD GCAGAAGGCAAGCGGTGAAC TAGCAGGACAGCAGATGAGT
Caspasa-1 CCGTGGAGAGAAACAAGGAG GGTGTTGAAGAGCAGAAAGCA
NFkB TCCCTGAAGTGGAGCTAGGA GCTAGAAGCTGGAGGATGGA
MyD88 GCCTTGTTAGACCGTGAGGA CCCAGTTCCTTTGTCTGTGG

TNFR1 GAACCAATTCCAGCGCTACCT GGTGCACTCATTTCCGCTTAG

IL-1B CACCTCTCAAGCAGAGCACAG GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC

Tabla 10. Genes analizados y la secuencia de los cebadores empleados en la técnica de PCR en tiempo real.
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10 ENSAYO DE TUNEL

El ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated DUTP nick
end labelling) se realizé en tejido incluido en parafina mediante el empleo del kit Fluorescein
FrageL™ DNA fragmentation (Calbiochem, Darmstadt, Alemania), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Tras desparafinar y rehidratar, secciones renales de 4 um de grosor fueron tratadas
con proteinasa K 20 pg/mL durante 20 minutos, y lavadas posteriormente con TBS 1X. Los cortes
fueron sumergidos en tampdn de equilibrado y después incubados con la mezcla de reaccién
conteniendo la enzima durante 1 hora y media a 37°C. Tras los correspondientes lavados para
eliminar el exceso de sefial, los cortes fueron tefiidos con DAPI y montados en portaobjetos con
ayuda del medio de montaje proporcionado por el kit. Para generar los controles negativos se
sustituyd la enzima por agua destilada en la mezcla de reaccion.

Para la visualizacién y andlisis de las imagenes, se empled un microscopio de
fluorescencia confocal modelo LEICA-SPE (Leica Microsystems), con un microscopio invertido
motorizado DMi8 del SAI de Microscopia Confocal del liS-GM. Se utilizé software LAS-X con
herramientas de cuantificacién. Esta, se realizé en ciego contando células TUNEL-positivas en
seis campos tomados al azar de cada preparacién. El resultado final se expresé como células

TUNEL-positivas/mm?2,

11 ANALISIS ESTADISTICO

Para calcular la igualdad de varianza entre los grupos se utilizé el Test de Levene.
Aquellas variables continuas que presentaban igualdad de varianza y una distribuciéon que se
ajustaba a la normal se analizaron mediante la prueba de analisis de la varianza (ANOVA). Como
prueba post-hoc para determinar las diferencias especificas entre grupos se utilizé la LSD de
Fisher (Low Significant Difference). En caso contrario, para el andlisis de los datos no
paramétricos se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis. Los resultados son expresados como media
+ error estandar de la media (EEM) y valores de p < 0.05 se consideraron significativos. Todos

los test estadisticos utilizados se realizaron con el programa informatico GraphPad Prism 9.1.0.
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Resultados: Modelo de Sepsis

1 EFECTO DE CILASTATINA EN EL FRA INDUCIDO POR
SEPSIS

Para llevar a cabo este modelo como ya se comenté en el apartado de Materiales y
Meétodos, se realizd previamente un estudio piloto de 24 y 48 horas para establecer la duracidn
Optima del mismo, ya que mas tiempo aumentd enormemente la mortalidad de los animales.
Con respecto al daino renal, como se muestra en la Figura 21, los valores de creatininay BUN en
los animales sépticos tras 48 horas presentaron valores mayores de daiio renal. Por este motivo

se determind que la duracién del modelo fuera de 48 horas.
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Figura 21. Valores de funcidn renal del estudio piloto a 24 y 48 horas. Determinacién de A) Creatinina sérica y B) BUN del estudio
preliminar para valorar la duracién éptima del modelo. Los animales sépticos presentan mas dafio sobre todo a las 48 horas. BUN:
nitrégeno ureico en sangre. Los resultados estan expresados como media = EEM, n = 3 animales por grupo. *p < 0.05 vs. Control
para cada tiempo. Cil: cilastatina; CLP: ligadura y puncidn cecal.

1.1 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE EL PESO CORPORAL

Durante todo el modelo se obtuvieron los pesos de los animales y se calculd la
diferencia de peso al inicio y final del estudio. Todos los grupos presentaron pérdida de peso,

siendo estadisticamente significativa la del grupo CLP respecto al control (Tabla 11):

GRUPO PESO INICIAL (g) PESO FINAL (g) A PESO (g)

CONTROL 347 +6.60 326 +6.70 -16.5 +2.67
CONTROL + CIL 351 +4.24 326 +4.82 -19.4 +2.06
cLP 363 £6.10 343+7.03 -23.2£2.13*
CLP +CIL 346 +4.86 322+5.66 -21.2+2.15

Tabla 11. Pérdida de peso corporal. Se calculd la diferencia de pesos entre el inicial y el final, y se establecié el delta de peso para
cada grupo. Se puede observar cémo durante el modelo todos los grupos perdieron peso, siendo el grupo CLP el que tiene la mayor
pérdida de peso corporal. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p <0.04 vs. Control. Cil:
cilastatina.

1.2 CILASTATINA RESTAURA LA FUNCION RENAL

1.2.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO

La sepsis induce FRA y para valorar la pérdida de funcién renal y como afecta el

tratamiento con cilastatina, se estudiaron los indicadores principales de funcion renal como son

101



Resultados: Modelo de Sepsis

la creatinina, el BUN y la TFG, parametro calculado a partir de los datos de creatinina. Como se
observa en la Figura 22, el grupo CLP tuvo un aumento estadisticamente significativo de
creatinina y BUN con respecto al control. El grupo CLP mas cilastatina mantuvo los pardmetros
en los mismos niveles observados en el grupo control. El grupo CLP, ademds presenta una
drastica disminucién en la TFG que es restaurado significativamente por el tratamiento con

cilastatina (Figura 22C).
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Figura 22. Parametros bioquimicos y de funcién renal. A) Creatinina sérica, B) BUN, C) TFG. El grupo CLP presenta una pérdida
significativa de funcidn renal, que se recupera al nivel del grupo control con cilastatina. Los resultados estan expresados como media
+ EEM. n = 10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. todos los grupos; #p < 0.04 vs. Control + Cil. BUN: nitrégeno ureico en sangre; TFG:
tasa de filtrado glomerular; Cil: cilastatina.

Otros parametros que se han valorado a nivel bioquimico se presentan en la Tabla 12,
destacando la alteracidn significativa de la mayoria de ellos en el grupo CLP. Cilastatina mejora

parcialmente los valores.

PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL cLP CLP +CIL
UREA (mg/dL) 38.88+1.72 36.89 + 1.97 51.88 + 5.99* 35.00 * 3.10
ALBUMINA (g/dL) 1.03 0.02 1.00 + 0.02 0.88 +0.02* 0.96 +0.02
COLESTEROL (mg/dL) 102.80+2.41  101.20 +4.07 89.75 + 4.65** 93.13+4.18
MAGNESIO (mg/dL) 2.25+0.12 2.31+0.16 1.81 + 0.08** 2.17+0.14
SODIO (mEq/L) 14850+137  149.60 + 1.45 148.50 + 1.44 149.60 + 1.55
POTASIO (mEq/L) 3.91+0.09 3.89+0.13 4.31+0.13** 4.27 £0.13%
CALCIO (mg/dL) 7.73£0.49 7.07 £0.85 9.54 +0.15** 8.57 +0.38%
ALT (U/L) 41.10 +3.06 43.50 +4.30 41.82 +3.47 41.73 +3.88
AST (U/L) 92.22 +5.22 93.27 + 4.94 123.00 + 7.41* 102.70 + 6.19
FOSFORO (mg/dL) 8.01+0.20 8.29 £0.15 6.90 + 0.29* 8.26 +0.12
GLUCOSA (mg/dL) 191.10+7.48  196.20+17.16  191.30+13.80  173.10 £ 10.50
Ac. URICO (mg/dL) 0.72 £0.05 0.77 £0.04 0.78 +0.08 0.95 +0.11%
BILIRRUBINA (mg/dL) 0.16 +0.01 0.14 £ 0.01 0.17 £0.01 0.18 + 0.02%

Tabla 12. Parametros bioquimicos en suero. Los animales CLP sufrieron una alteracién en la mayoria de los pardmetros medidos.
El tratamiento con cilastatina mejord esos valores parcialmente con respecto al grupo control. Los resultados estan expresados
como media + EEM. n = 10 animales por grupo. *p < 0.03 vs. todos los grupos; **p < 0.04 vs. Control + Cil; &p < 0.05 vs. Control +
Cil; %p < 0.04 vs. Control. ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; Cil: cilastatina.
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1.2.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS EN ORINA

En la Figura 23 se muestra como en los animales sépticos existe un incremento en la
excrecion de proteinas, caracteristica del dafio renal y una reduccion de la diuresis. Otro indice
que valora el grado de dafio renal es el ratio de proteina respecto a la creatinina, que como se
muestra en la Figura 23B, disminuye significativamente con respecto al control. Todos los
pardmetros mejoran con el tratamiento con cilastatina volviendo a niveles casi del grupo

control.
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Figura 23. Parametros bioquimicos de funcién renal en orina. A) Proteinuria, B) Ratio proteina/creatinina, C) Diuresis. El grupo CLP
presenta una disminucién de los valores relacionados con el dafio renal. El grupo tratado con cilastatina mejora significativamente
los pardmetros hasta el nivel del grupo control. Los resultados estan expresados como media * EEM, n = 10 animales por grupo. *p
<0.02 vs. todos los grupos; ¢p < 0.04 vs. Control y CLP + Cil. Cil: cilastatina.

Otros parametros determinados en orina se recogen en la Tabla 13. Destaca el
aumento del acido Urico y un menor ratio de albdmina/creatinina de manera significativa con
respecto al grupo control. Aunque el tratamiento con cilastatina mejoro estos valores, solo el
acido Urico, la creatinina y el potasio se restablecieron significativamente. El resto de los valores

no presentaron relevancia clinica.

PARAMETRO

CONTROL

CONTROL + CIL

CLP

CLP + CIL

CREATININA (mg/dL)

UREA (mg/dL)

ALBUMINA (g/dL)
AC. URICO (mg/dL)

Ind. ALB/CREA (mg/dL)

SODIO (mEq/L)

POTASIO (mEq/L)
GLUCOSA (mg/dL)
Ind. URICO/CREA

166.70 + 30.04
3114 +518.20
34.06 +11.20
22.83 £6.00
60.93 +5.52
105.50 + 20.36
80.97 +10.87
31.00+12.61
0.28 £0.03

136.10 £ 19.16
2864 + 180.40
43.70 £13.15
24,63 +£6.12
43.83 £11.60
113.30 £ 14.58
87.41 +14.58
34.33+18.94
0.29+0.01

74.39 +8.74*
2423 +212.90
24.26 +6.09
58.09 +12.77*
22.12 +4.09**
113.80 £+ 24.38
33.76 + 5.94*
26.40 +£10.58
0.30 £0.02

143.80 £ 22.28
2681 +224.90
43.84 +10.45
23.87 £4.05
65.48 + 15.02
103.60 +£19.63
71.60 +9.66
10.20+1.74
0.29 £0.01

Tabla 13. Parametros bioquimicos en orina. El grupo CLP presenta una alteracién de los valores respecto al control. El grupo tratado
con cilastatina mejora parcialmente estos niveles, siendo significativamente la recuperacion de la creatinina, acido Urico y el potasio.
Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p <0.05 vs. todos los grupos; **p <0.01 vs. Control
y CLP + Cil. Ind.: [ndice; ALB: albimina; CREA: creatinina; Cil: cilastatina.
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1.2.3 PARAMETROS ESTIMADOS DE FUNCION RENAL

A partir de los datos bioquimicos anteriores en sangre y orina, se estimaron otros
pardmetros de funcidn renal mediante ecuaciones descritas en el apartado Material y Métodos
(Tabla 14). El grupo CLP presentd una disminucién en la EFNa* y un aumento en el CIH;0. Estos
resultados podrian indicar lesién tanto en el tubulo proximal como en el distal, ya que el GTTK
(indice de actividad secretora de potasio en el tubulo distal) se ve reducido, aunque no

significativamente. Los animales tratados con cilastatina mejoraron estos pardmetros alterados.

PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL cLp CLP +CIL
EFN.* (%) 0.57+0.13 0.57 +0.06 0.28 +0.05* 0.51+0.05
EFH20 (%) 0.76 £ 0.22 1.06 + 0.27 0.94 % 0.25 0.98 +0.21
CIH20 (mL/min H20) -28.22£2.10 30.02+1.27  -20.48£2.06*  -27.78+3.10
CARGA URINARIA (mEq/L)  39.85 + 10.35 48.70 + 8.00 59.73+13.21  84.08+17.33
cl-Cl (mEq/L) 30.15 +3.45 20.50 £ 0.10 6.82+1.10%  17.23 +4.20**
GTTK 5.78 £ 0.54 6.61+1.44 4.01% 0.23 5.96 + 1.42

Tabla 14. Parametros estimados de funcion renal. Los animales del grupo CLP presentaron una alteracion en algunos parametros
estimados, siendo revertidos con el tratamiento con cilastatina. Los resultados estan expresados como media + EEM, n =10 animales
por grupo. ¥p < 0.03 vs. todos los grupos; **p < 0.03 vs. Control. Cil: cilastatina.

1.3 CILASTATINA MEJORA LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

El estudio hematoldgico realizado muestra que el grupo CLP presenta una reduccion
significativa de leucocitos junto con el nivel de plaquetas (Tabla 15). El porcentaje de neutréfilos
aumento tres veces el valor normal de los valores control junto con el de monocitos, que supuso
el doble del valor control. Asimismo, el porcentaje de linfocitos se redujo significativamente al
igual que el de los eosindfilos. En la sepsis grave tiene lugar una muerte acelerada por apoptosis
de los linfocitos, lo que lleva a una deplecién de éstos con pérdida de su funcién reguladora.

Hay que destacar el incremento de las células LUC, de las siglas en inglés “Large
Unstained Cells” (células grandes no tefiidas). Cuando se hace la tincién para el recuento hay un
pequefio porcentaje de células que no se tifien (< 6%), que corresponden a leucocitos grandes
hiperactivos, blastos, linfocitos grandes atipicos, plasmocitos y células patoldgicas. Este
aumento puede indicar que el organismo necesita mas leucocitos en sangre periférica debido a
la existencia de una infeccién o por una inflamacion. Si es superior al 6% en el recuento
diferencial de leucocitos, junto con concentraciones elevadas de transaminasas son indicativos
de unainfeccion. Todos los parametros mejoraron en el grupo tratado con cilastatina de manera

significativa. Parece que es capaz de reducir la infiltraciéon de neutréfilos y macréfagos, a la vez
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gue mejora los niveles de linfocitos. Los valores de la serie roja no se vieron alterados en ninguno
de los grupos.

Cilastatina por si sola no tuvo ningun efecto sobre todos los pardmetros estudiados.

PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL CLP CLP + CIL
LEUCOCITOS (103 /pl) 4.08+0.71 4.60 £ 0.454 2.51+0.27* 3.45+0.44
PLAQUETAS (10° /pl) 773 £ 69.96 799.30 £55.53 577.60 £ 37.74* 697.00 £ 54.52
NEUTROFILOS (%) 4.78 £1.00 4.00 £0.750 12.10 + 1.59** 7.56 + 1.31*
LINFOCITOS (%) 68.02 +2.16 72.55+1.354 46.54 + 4.96** 57.33 +1.69%
MONOCITOS (%) 15.86 +1.32 14.65 +0.83 30.00 + 3.62** 23.16 + 1.74%
EOSINOFILOS (103 /pl) 0.06 £0.01 0.06 £0.01 0.02 £ 0.01** 0.05+0.01
CELULAS LUC (%) 6.84 + 0.66 7.28 £0.49 13.08 + 0.75** 10.68 + 0.83%
HEMATIES (10° /pl) 7.02 £0.15 7.09 £0.15 7.01+0.14 6.86 £ 0.15
HEMOGLOBINA (g/dL) 13.84 £0.32 13.87£0.34 14.00 £0.33 13.36 £0.23
HEMATOCRITO (fL) 41.18 +1.00 41.40+0.92 41.08 £0.98 39.66+0.94

Tabla 15. Determinacion de parametros hematolégicos. Se valord el hemograma mediante Coulter, y los animales CLP presentaron
una alteracién en los niveles de la serie blanca, que fueron mejorados significativamente con el tratamiento con cilastatina. La serie
roja no se vio alterada en ninglin grupo. Los resultados estédn expresados como media * EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.04
vs. Control * Cilastatina; **p < 0.04 vs. todos los grupos; #p < 0.04 vs. Control + Cil; %p < 0.03 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina.

1.4 ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA RENAL

Se realizé el estudio de la morfologia en secciones de tejido renal incluidas en parafina
y tefiidas con hematoxilina/eosina. El FRA inducido por sepsis dafia las células del tubulo
proximal provocando dilatacién tubular, vacuolizacién, blebbing, formacién de cilindros
proteicos que obstruyen los tubulos, etc. En la Figura 24A, se puede observar como los animales
del grupo CLP presentan estas caracteristicas mencionadas, junto con infiltracién leucocitaria,
descamacion epitelial y pérdida del borde en cepillo. A un mayor aumento se puede observar
con mas detalle el glomérulo, que presenta congestién capilar, hemorragia glomerular y
dilatacion del espacio urinario. El grupo tratado con cilastatina presenta una estructura tubular
conservada, con disminucidon en la formacién de cilindros proteicos, infiltrado celular y
conservacién del borde en cepillo, asi como reduccién del daifo glomerular. En la Figura 24B,
puede observarse el score de puntuacién del dafio renal realizada por un patélogo experto.
Como puede observarse, en sepsis aumenta el dafio que principalmente es debido al dafo
tubular y glomerular, mientras que el grupo tratado con cilastatina presenta una mejoria

significativa en el dafio renal con una reduccidn de todos los signos valorados.
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10- Figura 24. Estudio histopatolégico y score de dafio renal. A)
* Morfologia de tejido renal. Imagenes que representan los grupos
T g de estudio. Tincién de hematoxilina/eosina, magnificacién 20X en
§ imdgenes superiores y ampliacion del glomérulo en imagenes
2 6 inferiores. Las flechas indican los cilindros proteicos en la luz del
< tubulo proximal en el grupo CLP y los asteriscos indican infiltracion
SC:) ad leucocitaria. El grupo CLP + Cil, muestra una morfologia restaurada
o a nivel tubular y glomerular. B) Score de dafio renal. Se cuantificd
5 mediante signos histoldgicos establecidos. El grupo CLP presenta
a 27 un incremento significativo de los signos valorados, que se
0 reducen con el tratamiento con cilastatina. Los resultados estan

+ Cil + Cil expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p <
0.03 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.

Control CLP

1.5 CILASTATINA REDUCE LA EXPRESION DE KIM-1

Como ya se ha demostrado, la sepsis produce una alteraciéon a nivel bioquimico
disminuyendo la funcién renal y produciendo dafio histolégico a varios niveles. Para confirmarlo,
se estudio el biomarcador especifico de dafio renal KIM-1. Aparece de forma precoz cuando
existe una agresion y el tibulo proximal se ve afectado. Los niveles se determinaron mediante
inmunohistoquimica y Western blot en tejido renal (Figura 25).

En la Figura 25E y G se puede observar que el grupo CLP presenta un score de tincion
de biomarcador incrementado significativamente. Los grupos tratados con cilastatina presentan
un menor score de dafio y una reduccidn de proteina que se aproxima a valores de los grupos
control.

Se ha podido comprobar como cilastatina per se no afecta a ninguno de los estudios

realizados.
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Figura 25. Determinacion del biomarcador KIM-1. Inmunohistoquimica de KIM-1: A) Control, B) CLP, C) Control + Cil, D) CLP + Cil.
Magnificacion 20x. E) Score de la tincion KIM-1. F) Western blot de KIM-1 de corteza renal y B-Actina como control de carga. G)
Cuantificacion de proteina KIM-1. El grupo CLP presenta un incremento del biomarcador con respecto al grupo control. Se puede
observar como la tincién es especifica de tubulo proximal. El tratamiento con cilastatina mantiene los valores a nivel del control. Los

resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.01 vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria
de densitometrado; Cil: cilastatina.

1.6 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE LA APOPTOSIS

1.6.1 CILASTATINA BLOQUEA LA ViA INTRINSECA

1.6.1.1 Efecto de cilastatina sobre proteinas de la familia Bcl-2

Esta familia de proteinas juega un papel central en la regulacién de la apoptosis.
Existen elementos proapoptéticos como Bax y antiapoptdticos como Bcl-2. La caspasa-9 que
ademas es activada por el dafio mitocondrial actia también sobre Bax y Bcl-2. Como se puede
observar en la Figura 26B, los animales del grupo CLP presentan un aumento de Bax que es
bloqueado significativamente con el tratamiento de cilastatina, permaneciendo sus niveles
como los observados en el grupo control. En el caso de Bcl-2 muestra, asimismo, una reduccion
de los niveles en los animales sépticos y una recuperacion con el tratamiento con cilastatina,

pero los resultados no son estadisticamente significativos.

107



Resultados: Modelo de Sepsis

Para valorar el dafio aparte de la determinacién individual de ambas proteinas, se
establece el ratio Bax/Bcl-2 (Figura 26D). Este valor nos indica la tendencia hacia la apoptosis de
las células o hacia un estado antiapoptético. Un ratio elevado indica una baja resistencia celular
a estimulos apoptdticos. En este caso la sepsis aumenta la susceptibilidad de las células de forma

significativa a la apoptosis, mientras que el tratamiento con cilastatina lo disminuye de manera

significativa.
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Figura 26. Efecto de cilastatina sobre proteinas de la familia Bcl-2 en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de
Bax, Bcl-2 y B-Actina como control de carga, en corteza renal. B) y C) Cuantificacion del densitometrado del Western blot corregido
por el control de carga. D) Ratio Bax/Bcl-2. Se observa un aumento en la expresion de proteina Bax en el grupo CLP respecto al
control, mientras que Bcl-2 presenta un descenso no estadisticamente significativo. Los animales tratados con cilastatina mostraron
una sintesis semejante al grupo control. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.03
vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

1.6.1.2 Efecto de cilastatina sobre caspasa-9

Continuando el andlisis de la via intrinseca de la apoptosis, se estudio la activacién de
la caspasa-9 implicada en el proceso. Las caspasas son proteinas fundamentales para el
desarrollo y progresion de la apoptosis. El analisis se realiz6 sobre muestras de corteza renal
mediante técnicas de Western blot. La caspasa-9 activa es la proteasa iniciadora de esa ruta tras
el dafio mitocondrial. En la Figura 27 se observa como los animales CLP presentan una mayor
sintesis de esta proteina con respecto a los grupos control. Los animales tratados con cilastatina

redujeron su activacidon de manera significativa, como se pudo confirmar mediante
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densitometria. Parece que cilastatina es capaz de bloquear la activacidén de la ruta intrinseca de

la apoptosis.
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Figura 27. Efecto de cilastatina sobre caspasa-9 activa en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de caspasa-9
activa y B-Actina como control de carga. B) Cuantificacion del densitometrado del Western blot corregido por el control de carga.
Se observa un aumento significativo de la sintesis de proteina en los rifiones de los animales CLP respecto al grupo control. Los
animales tratados con cilastatina mostraron una menor sintesis de proteina semejante al control. Los resultados estdn expresados
como media = EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil:
cilastatina.

1.6.2 CILASTATINA BLOQUEA LA ViA EXTRINSECA

1.6.2.1 Efecto de cilastatina sobre el complejo Fas/FasL

El receptor de muerte Fas y su ligando son elementos esenciales de la ruta extrinseca
de la apoptosis. Fas se encuentra en las BDC y se expresa en la mayoria de los tejidos
(abundantemente en el rifidn), pudiéndose encontrar unido a la membrana plasmatica o en
forma soluble. Su ligando tiene dos formas también, de membrana mFasL y una forma soluble
sFasL. Tras la union Fas/FasL se reclutan niveles suficientes de caspasa-8 para llevar a la
activacidon enzimdtica, se forman complejos mayores asociados a las BDC que inducen su
internalizacién y la iniciacidn de la ruta de muerte.

En extractos de tejido de corteza renal cuantificamos Fas mediante Western blot y
como se puede observar en la Figura 28A, el receptor presenta tres formas de expresion que se
comportan de distinta forma. En los animales sépticos la forma glicosilada aparece reducida,
mientras que la activa presentan un aumento significativo con respecto al grupo control. La
forma nativa permanece sin cambios en todos los grupos. El tratamiento con cilastatina restauré
los niveles previamente alterados.

Para observar el patréon de expresién del receptor Fas, se realizé ademdas una
inmunolocalizacion mediante IFl que confirma los resultados anteriores, apareciendo a nivel

citoplasmatico (Figura 28E).
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Figura 28. Efecto de cilastatina sobre receptor Fas en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de Fas, con sus formas
glicosilada, nativa, activa y B-Actina como control de carga. B) C) y D) Cuantificacion del densitometrado del Western blot corregido
por el control de carga de las tres formas. Se observa un aumento en la expresion de la fraccidn activa, mientras que disminuye la
glicosilada en el grupo CLP respecto al grupo control. La forma nativa no se ve influida por la induccién de sepsis y el tratamiento
con cilastatina. Las otras dos formas con el tratamiento volvieron parcialmente a valores del grupo control. E) Inmunolocalizacién
mediante IFI de Fas. Tincidn se ve reducida con cilastatina (asteriscos). Los resultados estan expresados como media * EEM, n = 10
animales por grupo. *p < 0,05 vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

En el caso de FasL se puede observar en la Figura 29B como existe un aumento
significativo de la expresién en animales CLP. El tratamiento con cilastatina redujo
significativamente la sintesis de proteina. Se quiso mostrar el patron de expresion de FasL por
lo que se realizé una IFl para inmunolocalizarla apareciendo a nivel citoplasmatico y de reticulo
en animales sépticos, mientras en los tratados con cilastatina se observo principalmente a nivel

de reticulo. (Figura 29C).
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Figura 29. Efecto de cilastatina sobre FasL en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de FasL y B-Actina como
control de carga en corteza renal. B) Cuantificacion del densitometrado del Western blot corregido por el control de carga. Se puede
observar un aumento significativo en la expresidn de los rifiones de los animales con CLP respecto al control. Con la administracién
de cilastatina esos niveles se redujeron casi a valores del grupo control. C) Inmunolocalizacién de FasL mediante IFl. En animales CLP
+ Cil la tincién es mucho menor (asteriscos) que en el grupo CLP. Los resultados estan expresados como media £ EEM, n =10 animales
por grupo. ¥p < 0,04 vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

1.6.2.2 Efecto de cilastatina sobre caspasa-8

La caspasa-8 actia como iniciadora en la ruta extrinseca activando la via de receptores
de muerte como Fas al unirse su ligando. Mediante Western blot se determinaron los niveles de
proteina activa en los extractos de corteza renal. Como se observa en la Figura 30, la caspasa-8
activa presenta dos fragmentos activos, uno a 43 KDa y otro a 18 KDa. Ambos fragmentos se
incrementan significativamente con respecto al grupo control en los animales CLP, mientras que
el grupo tratado con cilastatina presenta una menor sintesis de proteinas. Los resultados se
confirmaron mediante la cuantificacion de los densitometrados, expresados con relacién al
control de carga.

Cilastatina parece bloquear la ruta extrinseca de la apoptosis impidiendo la aparicién

de la caspasa iniciadora.
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Figura 30. Efecto de cilastatina sobre caspasa-8 activa en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de caspasa-8
activa (fragmentos 43 KDa y 18 KDa) y B-Actina como control de carga. B) Cuantificacion del densitometrado del Western blot
corregido por el control de carga. Se observa un aumento significativo de la sintesis de ambos fragmentos de proteina en animales
del grupo CLP respecto al control. Los animales tratados con cilastatina mostraron una menor sintesis de proteinas, semejante al
grupo control. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p <0.002, Tp < 0.04 vs. todos los
grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

1.6.3 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE CASPASA-3

La caspasa-3 es la caspasa efectora final de la apoptosis, comun de las dos vias tanto
la intrinseca como la extrinseca. Como se ha visto hasta ahora, cilastatina es capaz de actuar
impidiendo la activaciéon de la ruta intrinseca reduciendo el ratio Bax/Bcl-2 y bloqueando
caspasa-9, y la ruta extrinseca tanto a nivel del complejo Fas/FasL como de caspasa-8. Por lo
tanto, quedaba determinar el nivel de sintesis y expresién de la caspasa efectora final de ambas
vias. Mediante tincién en secciones de tejido renal se inmunolocalizé la proteina para ver su
patron de expresion. Como refleja la Figura 31A-E, caspasa-3 activa aparece de forma
generalizada en los nucleos de las células del tubulo proximal de los animales sépticos. Los
grupos control tienen ausencia de expresion, mientras que los animales sépticos tratados con
cilastatina presentan una reduccién significativa de su expresidn localizada de forma discreta en
nucleos aislados. En ninguno de los grupos se observa tincién glomerular.

Estudiamos también la presencia de procaspasa-3 y caspasa-3 activa mediante
Western blot. En la Figura 31F se observa como ambas exhiben un gran incremento en los
animales sépticos mientras que, tras la administracion de cilastatina, esta expresidon se ve

reducida significativamente.
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Figura 31. Efecto de cilastatina sobre la caspasa-3 en tejido renal. Imagenes representativas de inmunolocalizacién de caspasa-3
activa: A) Control, B) CLP, C) Control + Cil, D) CLP + Cil. Magnificacion 20x. E) Cuantificacion de la tinciéon inmunohistoquimica. F)
Imagen representativa de Western blot de procaspasa-3, caspasa-3 activa y B-Actina como control de carga en corteza renal. G) y
H) Cuantificacion del densitometrado del Western blot corregido por el control de carga de ambas proteinas. Se observa que en
animales tratados se reduce la tincién a nucleos aislados (flechas). Los niveles de expresion de ambas caspasas presentan un
aumento significativo en animales CLP respecto al control. Con la administracion de cilastatina se redujeron los valores al nivel del
grupo control. Los resultados estdn expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p <0.02 vs. todos los grupos. u.a.d:
unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

Los resultados confirman lo mostrado hasta ahora, con el bloqueo de ambas rutas
apoptoéticas se impide la activacion de la caspasa efectora final. Por otra parte, la administracion

de cilastatina sola no tuvo ningun efecto sobre todos los estudios realizados.

1.7 CILASTATINA IMPIDE LA FRAGMENTACION DEL ADN

Cuando se activa la caspasa-3, ésta se traslada al nicleo donde activa nucleasas que
fragmentan el ADN siguiendo el proceso apoptoético. Se determiné el nimero de células que
presentaban un ADN fragmentado mediante la técnica de TUNEL en secciones de tejido renal.
En la Figura 32 se puede observar como la induccién de sepsis provoca una gran fragmentacion
de ADN en las células renales. El tratamiento con cilastatina redujo significativamente esa

fragmentacion hasta niveles similares a los encontrados en el grupo control.

Cilastatina per se no afecté en modo alguno en la aparicidn de células TUNEL -

positivas.
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1.8 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO

Durante el proceso séptico aumenta la produccion de radicales libres, tanto ROS como
RNS debido a las alteraciones mitocondriales que tienen lugar. Aunque la apoptosis es un
regulador de ROS, es fundamental el balance entre estos y los sistemas antioxidantes, al igual
que el equilibrio entre la biosintesis de mitocondrias y su destruccidn. El rifidn es el segundo
organo con mas mitocondrias concentradas fundamentalmente en las células de tubulo

proximal, por lo que cualquier alteracidon en ellas va a tener consecuencias importantes.

1.8.1 CILASTATINA MEJORA LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Cuando se produce una gran cantidad de radicales libres y de agentes oxidantes, el
tejido renal sufre una disminucién importante de la capacidad antioxidante, lo que lleva a un

desajuste redox celular. Se determind la capacidad antioxidante total en muestras de orina de
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todos los animales. En la Figura 33 se puede observar cdmo los animales sépticos presentan una
disminucién de esa capacidad antioxidante, mientras que el grupo tratado con cilastatina

recupera los niveles de manera significativa.
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1.8.2 CILASTATINA IMPIDE LA DISMINUCION DE LA ENZIMA Cu/Zn SOD

La enzima Cu/Zn SOD es quizas la enzima mas importante del sistema antioxidante del
organismo. Se encarga de transformar el O, en oxigeno y H,0,. Valoramos su expresion a varios
niveles mediante tincidn inmunohistoquimica y en extractos de corteza renal mediante Western
blot. Como se puede ver en la Figura 34, en los animales sépticos hay una reduccion drastica de
la enzima con respecto al grupo control, tal y como habiamos observado anteriormente en la
capacidad antioxidante. La expresién parece ser predominante del tubulo proximal y apenas
aparece en el glomérulo (A-E). El grupo CLP mads cilastatina presenta una recuperacion
significativa de los niveles de la enzima. Esto fue corroborado mediante Western blot donde
también existe una reduccion en la sintesis con respecto al control, que se recupera totalmente

con el tratamiento con cilastatina (F-G).
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Figura 34. Determinacion de la enzima Cu/Zn SOD en tejido renal. Imagenes representativas de inmunolocalizacién de la enzima
Cu/Zn SOD: A) Control, B) CLP, C) Control + Cil y D) CLP +Cil. Magnificacién 20X. E) Cuantificacién de la inmunolocalizacion. F) Imagen
representativa del Western blot de Cu/Zn SOD y B-Actina como control de carga. G) Cuantificacion del densitometrado del Western
blot corregido por su control de carga. Se observa como los animales del grupo CLP presentan una reduccidn significativa en la
sintesis de proteina, que se recupera hasta niveles encontrados en el grupo control cuando se administra el tratamiento con
cilastatina. Los resultados estan expresados como media = EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.04 vs. todos los grupos. u.a.d:

unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

Para determinar si habia modificaciones a nivel de ARN mensajero, se realizd una RT-

PCR y se comprobd que habia una disminucién con respecto al control y una recuperacién en

los animales tratados con cilastatina (Figura 35).
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Figura 35. Determinacion del ARNm de la
enzima Cu/Zn SOD en tejido renal.
Determinacion del ARNm mediante RT-PCR. Se
observa como los animales del grupo CLP
presentan una reduccién significativa en la
sintesis de ARNm, que se recupera cuando se
administra el tratamiento con cilastatina. Los
resultados estan expresados como media *
EEM, n = 10 animales por grupo. wp < 0.04 vs.
todos los grupos (ANOVA). Cil: cilastatina
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1.8.3 CILASTATINA MEJORA LA SINTESIS DE CATALASA

La catalasa junto con la Cu/Zn SOD es una de las proteinas antioxidantes mas
importantes. Tiene como funcidén catalizar la conversion del H,0; (producto obtenido a través
de la SOD) en agua y oxigeno. Para determinar su comportamiento se cuantificaron los niveles
de proteina en extractos de corteza renal mediante Western blot. En |la Figura 36 se muestra
como en el grupo CLP los animales presentan una reduccién significativa de la sintesis de
proteina. Los animales tratados con cilastatina recuperan totalmente los niveles de catalasa de
forma similar a los encontrados en el grupo control. Estos resultados confirman que cilastatina

es capaz de proteger las células renales frente a la oxidacidn.
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Figura 36. Determinacion de catalasa en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de catalasa y -Actina como control
de carga. B) Cuantificacién del densitometrado del Western blot de catalasa corregido por su control de carga. Se observa como los
animales del grupo CLP presentan una reduccién en la sintesis de proteina, que se recupera significativamente cuando se administra
el tratamiento con cilastatina. Los resultados estdn expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. Control
y CLP + Cil. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

1.8.4 EFECTO DE CILASTATINA EN LA SINTESIS DE PROTEINAS DE CHOQUE
TERMICO

La sintesis de las proteinas de choque térmico o HSPs se induce en situaciones de
estrés y protegen las estructuras celulares de cambios irreversibles que afectan a su
funcionamiento. Se sabe que un aumento en la expresion de estas proteinas como la HSP27 o
HSP32/HO-1, estan relacionadas con el dafio endotdxico y tienden a prevenir el EO. Ademas, la
HSP32/HO-1 es una enzima antioxidante clave en la degradacién del grupo hemo que es un
fuerte inductor de ROS. Mediante Western blot observamos que los animales del grupo CLP
sufren un aumento del nivel de ambas proteinas con respecto al grupo control (Figura 37). El
tratamiento con cilastatina disminuyé significativamente la expresiéon de ambas hasta valores

similares a los encontrados en el grupo control.
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Figura 37. Efecto de cilastatina sobre las proteinas de choque térmico en tejido renal. A) y C) Imagenes representativas de Western
blot de HSP27 y HSP32 respectivamente, con B-Actina como control de carga. B) y D) Cuantificaciones del densitometrado del
Western blot de HSP27 y HSP32 corregido por su control de carga. Se observa como los animales del grupo CLP presentan un gran
incremento en la sintesis de ambas proteinas que se recuperan significativamente cuando se administra el tratamiento con
cilastatina. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.03 vs. todos los grupos. u.a.d:
unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

Otra HSP importante implicada es la HSP70. Durante la sepsis esta proteina es
transportada hacia la membrana plasmatica y actia como ligando o alarmina de TLR4, activando
otras vias de sefalizacidn implicadas en la eliminacién de patégenos y la activacion de la
inflamacidn. Se valoré su expresidn a nivel de proteina mediante Western blot en corteza renal.
En la Figura 38 se observa un incremento significativo en los animales sépticos con respecto al

grupo control. El tratamiento con cilastatina fue capaz de revertir esta situacion de manera

significativa.
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Figura 38. Efecto de cilastatina sobre HSP70 en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de HSP70 y B-Actina como
control de carga. B) Cuantificacion del densitometrado del Western blot de HSP70 corregido por su control de carga. Se observa
como los animales del grupo CLP presentan un incremento significativo en la sintesis de proteina que se recupera a nivel del grupo
control cuando se administra cilastatina. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.03
vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.
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1.8.5 CILASTATINA REDUCE LA PEROXIDACION LIPIDICA

La degradacion oxidativa de los lipidos es el proceso por el cual un radical libre captura
electrones de los lipidos de la membrana plasmatica, dando lugar a un acido graso radical que
reacciona a su vez con otro lipido de la membrana desencadenando una reaccién en cadena.
Este proceso ocurre como consecuencia del EO que tiene lugar, y sus productos finales generan

un dafo en la membrana celular pudiendo ser potencialmente mutagénico y carcinogénico.

1.8.5.1 Cilastatina reduce la aparicion de 4-HNE y MDA

El 4-HNE es un producto que resulta de la descomposicion de perdxidos derivados de
acidos grasos poliinsaturados y ésteres, siendo un buen indicador de la existencia de
peroxidacién lipidica. Al igual que el 4-HNE, el MDA es un metabolito secundario del proceso de
peroxidacién por lo que se utiliza también para establecer la existencia de EO en el tejido.

Para determinar la presencia de 4-HNE y MDA en secciones de tejido renal, utilizamos
las técnicas de inmunohistoquimica e IFl respectivamente. Como se puede observar en la Figura
39A-E, el grupo CLP presenta un aumento significativo en la expresion de 4-HNE con respecto al
control. Parece tener un patrén citoplasmatico y no se observa tincién glomerular. El
tratamiento con cilastatina reduce la aparicién de este metabolito de manera significativa.
Igualmente, la expresion de MDA también se incrementa en los animales sépticos (Figura 39F)
y parece concentrarse a nivel de citoplasmatico. Su aparicién también se ve reducida con el
tratamiento con cilastatina.

Cilastatina sola no influyé en ninguno de los parametros estudiados hasta ahora, tanto

a nivel de EO como de peroxidacién lipidica
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Figura 39. Efecto de cilastatina en la peroxidacion lipidica. Imagen representativa de la inmunolocalizacién de 4-HNE: A) Control,
B) CLP, C) Control + Cil y D) CLP + Cil, magnificacién 20X. E) Cuantificacién de la expresion de 4-HNE. F) Inmunofluorescencia de MDA.
Se observa como los animales del grupo CLP presentan un incremento significativo en la sintesis de 4-HNE, que se reduce totalmente
con el tratamiento con cilastatina. La expresion de MDA también aumenta en el grupo CLP que disminuye en el grupo CLP + Cil
(asteriscos). Los resultados estdn expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo). *p < 0.0002 vs. todos los grupos. Cil:
cilastatina.

1.9 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE LA INFLAMACION

1.9.1 CILASTATINA DISMINUYE LA INFILTRACION DE MACROFAGOS

La inflamacién es un proceso clave en la sepsis. El tejido renal se ve afectado por una
infiltracidn leucocitaria, concretamente por monocitos que se diferencian a macréfagos cuando
llegan al tejido. Se encargan de destruir microorganismos y células muertas que se forman en el
proceso inflamatorio, ademas de estimular la accion de otras células inmunes. Es el principal
productor de citoquinas y al activarse ya sea por patégenos u otras citoquinas, libera otras como
laIL-1y TNFa. Se caracterizan por presentar un marcador de superficie, el CD68. Para comprobar
como afecta el proceso séptico a la inflamacién renal y el efecto que tiene cilastatina sobre ella,
se realizé una inmunolocalizacién de CD68 sobre secciones de tejido renal. Como se observa en
la Figura 40A y B, existe un incremento de la infiltracidn celular en el grupo CLP silo comparamos
con el grupo control. El grupo tratado con cilastatina sufre una reduccidn significativa de esa
infiltracidn.

También se determinaron los niveles de expresién de la proteina MCP-1, que esta

implicada en la migracién y reclutamiento de leucocitos (sobre todo de monocitos) al foco de la
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respuesta inflamatoria. En la Figura 40A y C observamos como existe un aumento en la
expresion de esta citoquina en el grupo CLP y una disminucidn importante en el grupo tratado

con cilastatina.
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Figura 40. Efecto de cilastatina en el infiltrado leucocitario. A) Imagenes representativas de las inmunolocalizaciones de CD68 y
MCP-1. B) Score de cuantificacion de CD68 y C) Score de cuantificacion de MCP-1, magnificacién 20X. Se observa que el grupo CLP
presenta un incremento de la infiltracion celular, que se reduce cuando se administra el tratamiento con cilastatina (flechas). Los
resultados estén expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.

1.9.2 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE CITOQUINAS INFLAMATORIAS

Como se ha comentado anteriormente, durante el proceso inflamatorio las células
inmunes liberan a la circulacién una serie de citoquinas como TNFa, IL-6 o IL-1, entre otras
muchas. Determinamos los niveles de dos de las mds importantes como son la IL-6 y el receptor
TNFaR1, mediante técnicas de RT-PCR y kit comercial de medida en suero de animales. Como se
muestra en la Figura 41, la IL-6 a nivel de ARN mensajero presenta una reduccién en los niveles

de expresidn que contrasta con el aumento de proteina en suero en el grupo de animales CLP,
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mientras que en el grupo tratado con cilastatina se revierten de manera significativa. El receptor

a nivel de ARNm experimenta una reduccién en su expresion, que se recupera con el tratamiento

(Figura 41C).
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Figura 41. Efecto de cilastatina sobre citoquinas inflamatorias. A) ARNm de IL-6 determinado mediante RT-PCR. B) Medida en suero
de IL-6. C) ARNm de TNFaR1 determinado mediante RT-PCR. El grupo CLP reduce la sintesis de mensajero de IL-6 y experimenta un
aumento significativo de la proteina en suero. Asimismo, el mensajero del receptor también reduce su sintesis. El tratamiento con
cilastatina revierte totalmente los valores alterados de ambas moléculas. Los resultados estan expresados como media + EEM, n =
10 animales por grupo. &p < 0.004 vs. CLP + Cil; *p < 0.03 vs. Control; rtp < 0.02 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.

1.9.3 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE EL EJE TLR/MyD88

1.9.3.1 Cilastatina bloquea la unién LBP-LPS/CD14

Durante la sepsis se producen PAMPs como el LPS y DAMPs como el HSP70, que al
unirse a sus PRR activan la cascada de sefializaciéon que va a dar lugar a la sintesis de una serie
de factores que van a amplificar el dafio inflamatorio. Para que tenga lugar la unién del LPS a su
receptor son fundamentales dos proteinas: el LBP o proteina de unién al LPS y el CD14
(correceptor del TLR4), que se encarga de presentarlo al TLR4 y aumenta la afinidad de la unidn.
Para determinar cdmo se comportan dichas proteinas durante la sepsis, se estudiaron los niveles
en suero del LBP y se cuantificé el nivel de proteina en extractos de corteza renal. En la Figura
42, se puede observar cdmo el nivel de CD14 disminuye en el grupo CLP. El tratamiento con
cilastatina aumento sus niveles a valores similares a los observados en el grupo control. El LBP
también sufrid un gran incremento que se redujo significativamente con el tratamiento con

cilastatina (Figura 42C).
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Figura 42. Determinacion de CD14 y LBP. A) Imagen representativa de Western blot de CD14 y B-Actina como control de carga. B)
Cuantificacion del densitometrado del Western blot de CD14 corregido por su control de carga. C) Medida en suero de LBP. Se
observa como los animales del grupo CLP presentan un incremento significativo de LBP y una disminucidn del CD14, que son
totalmente revertidos a nivel del grupo control cuando se administra cilastatina. Los resultados estan expresados como media +
EEM, n =10 animales por grupo. *p <0.03 vs. todos los grupos; €p < 0.04 vs. Control + Cil. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado;
Cil: cilastatina.

1.9.3.2 Cilastatina bloquea la activacion de TLR4 Y TLR2

Ambos receptores tipo Toll-like receptor, son PRR de membrana que son activados
cuando se unen a sus respectivos ligandos. Se expresan en PTEC y tienen un papel clave en la
sepsis polimicrobiana. Por este motivo, se determind su expresion cuantificando los niveles de
ambas proteinas en corteza renal mediante Western blot. Los dos receptores mostraron un
aumento significativo en los grupos sépticos en comparacién con el grupo control (Figura 43).
Todos los cambios inducidos por la sepsis fueron restaurados de manera significativa con el
tratamiento con cilastatina.

En la Figura 43E observamos la localizacion mediante IFl del receptor TLR4. Los
animales sépticos presentan un incremento de la tincion con respecto al grupo control,
presentando un patrén de expresion citoplasmatico, corroborando los resultados obtenidos por

Western blot. Cilastatina es capaz de disminuir esa expresion de forma evidente.

123



Resultados: Modelo de Sepsis

A B
Control  Control + Cil cLp CLP +Cil 37 *
TLR4
T 2-
) <
B-Actina =
-
i
'_ ]
O- . .
+ Cil + Cil
c D Control CLP
2.0
Control Control + Cil CLP CLP + Cil *
TLR2 _ 1.5
°
©
B-Actina 2 104
N
o
-
'_
E +Cil + Cil
Control CLP

Control Control + Cil CLP + Cil

Figura 43. Determinacion de la expresion de TLR4 y TLR2. A) Imagen representativa de Western blot de TLR4 y C) TLR2. B)
Cuantificacion del densitometrado del Western blot de TLR4 y D) TLR2, corregidos por su control de carga B-Actina. E)
Inmunolocalizacién de TLR4 mediante IFl. Se observa como el grupo CLP presenta un incremento significativo de ambos TLRs, que
se recuperan cuando se administra el tratamiento con cilastatina. La tincion es reducida con la administracion de cilastatina
(asteriscos). Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.04 vs. todos los grupos. u.a.d:
unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

1.9.3.3 Efecto de cilastatina sobre MyD88

La proteina acopladora MyD88 es la pieza central de la activacion de la ruta
dependiente de los TLRs. Aparece junto a todos los receptores (salvo TLR3) por lo que si hay
alguna alteraciéon en un receptor la activacion podria darse por otras vias. Ademas, a través de
TLR4 hay dos rutas de activacion una dependiente de MyD88 y otra independiente. Si es
mediante TLR2, es dependiente de MyD88. Se determind la expresion de esta proteina
acopladora mediante inmunolocalizacidn en secciones de tejido renal y la cuantificacién tanto a
nivel de proteina como de ARNm (Figura 44). Ademas, se realizé una IFl para observar su patron
de expresion y parece que en el grupo control es mayoritariamente nuclear, mientras que en

sepsis pasa a ser citoplasmatico. (Figura 44F). En el grupo CLP se observé un aumento de
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proteina con respecto a los demds grupos, pero a nivel de ARNm parece que se mantiene sin

cambios, por lo que su incremento parece ser postranscripcional tras la induccién de la sepsis.
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Figura 44. Efecto de cilastatina en la activacion de MyD88. A) Imagen representativa de Western blot de MyD88. B) Cuantificacion
del densitometrado del Western blot de MyD88 corregido por su control de carga, B-Actina. C) Imagenes representativas de la
inmunohistoquimica de MyD88, magnificacion 20X y D) Score de cuantificacidén de su tincion inmunohistoquimica. E) Determinacién
del ARNm de MyD88 mediante RT-PCR. E) Inmunolocalizacién mediante IFl de MyD88. Se observa como el grupo CLP presenta un
incremento significativo del nivel de proteina mientras que a nivel de mensajero no existe cambio en ningun grupo. El tratamiento
con cilastatina revierte los parametros hasta niveles del grupo control. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10
animales por grupo. *p < 0.03 vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.
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1.9.4 CILASTATINA REDUCE LA EXPRESION DE NFkB

El factor de transcripcién NFkB participa activamente en el desarrollo de numerosas
patologias, fundamentalmente las que cursan con un componente inflamatorio*®%#, Una vez
activadas las vias de sefializacion a través de los TLRs, este factor de transcripcién es sintetizado
y liberado siendo clave para la activacién de otros procesos que potencian el dafio inflamatorio.
Para determinar sus niveles de activacidon cuantificamos el nivel de proteina en corteza renal
mediante Western blot y en suero mediante kit comercial. Como se muestra en la Figura 45,
tanto a nivel proteico como sérico, en el grupo CLP se incrementan ambos valores. La
administracién de cilastatina reduce sus niveles de manera significativa.

Para ver su patrén de expresion durante la sepsis, se realizd una IFI (Figura 45D). Los
animales sépticos presentan un claro aumento de tincién y cilastatina lo reduce corroborando

los resultados anteriores.
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Figura 45. Efecto de cilastatina en la activacion de NFkB. A) Imagen representativa de Western blot de NFkB. B) Cuantificacion del
densitometrado del Western blot de NFkB corregido por su control de carga, B-Actina. C) Medida en suero de NFkB. Se observa
como el grupo CLP presenta un incremento significativo de NFkB. Los valores se recuperan casi a valores del grupo control cuando
se administra el tratamiento con cilastatina. D) Inmunolocalizacién mediante IFI de NFkB. Los animales sépticos presentan un
incremento de tincidn, mientras que los tratados con cilastatina muestran una disminucidn significativa (asteriscos). Los resultados
estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *¥p < 0.03 vs. todos los grupos; #p < 0.01 vs. Control + Cil. u.a.d:
unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.
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1.9.5 CILASTATINA BLOQUEA LA ACTIVACION DEL INFLAMASOMA NLRP3

EI NLRP3 es un PRR citosdlico. Necesita una primera sefial de activacion que tiene lugar
cuando se unen los PAMPs/DAMPs a sus receptores, junto con otras sefiales como influjo de K*
y formacién de ROS. Esto activa la sintesis de NFkB y provoca que se ensamble el complejo
multiproteico del inflamasoma. Para valorar el grado de activacién se estudiaron dos proteinas
importantes, el sensor NLRP3 y la caspasa-1 efectora, tanto a nivel de cuantificacién de proteinas
a partir del extracto de corteza renal como a nivel de ARNm (Figura 46). Los animales sépticos
mostraron un aumento de estas proteinas con respecto al grupo control, mientras que en los

tratados con cilastatina se vieron reducidas de manera significativa.
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Figura 46. Efecto de cilastatina sobre el inflamasoma NLRP3. A) Imagen representativa de Western blot de NLRP3 y C) Caspasa-1.
B) Cuantificacion del densitometrado del Western blot de NLRP3 y D) Caspasa-1, corregidos por su control de carga B-Actina. E)
Medida de ARNm de Caspasa-1 mediante RT-PCR. Se observa como el grupo CLP presenta un incremento del nivel de proteina tanto
de NLRP3 como de casapasa-1, aumentandose ésta también a nivel de ARNm. Se recuperan todos los parametros valorados
significativamente cuando se administra cilastatina. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo.
*p <0.03 vs. todos los grupos; Yp < 0.0005 vs. Control. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

Una de las consecuencias de la activacion de caspasa-1 es la transformacién de la pro-

IL-1B a su forma madura provocando su liberacion. Estudiamos su expresién mediante Western
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blot y RT-PCR observando que existe un incremento en su expresion en los animales sépticos
con respecto a los animales del grupo control, disminuyendo sus niveles de forma significativa
al administrarles cilastatina (Figura 47).

En todos los pardmetros determinados hasta ahora, cilastatina per se no ha

demostrado tener ningun efecto.
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1.10 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE MOLECULAS DE ADHESION

Durante el proceso séptico, la activacion del endotelio y de las PTEC provocan la
liberacion de citoquinas y quimioquinas, que actian aumentando la expresion de moléculas de
adhesién para facilitar la extravasacion y la llegada de leucocitos al foco inflamatorio. Se
estudiaron dos moléculas importantes como son VCAM-1 e ICAM-1 mediante
inmunolocalizacidén en secciones de tejido renal. En la Figura 48 se muestra cémo en el grupo
CLP se produce un incremento en la expresion de ambas moléculas en comparacion con el grupo
control, mientras que, administrando cilastatina, esos valores disminuyeron de forma
significativa.

La administracidn de cilastatina por si sola no tuvo ningln efecto sobre el nivel de

expresion de las moléculas de adhesidn.
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Figura 48. Determinacidon de moléculas de adhesion. A) Imagenes representativas de inmunolocalizaciéon de VCAM-1 (imagenes
superiores) e ICAM-1 (imagenes inferiores), magnificacion 20X. B) Cuantificacion de VCAM-1y C) ICAM-1. El grupo CLP presenta un
incremento significativo en la expresion de ambas moléculas de adhesion que se recupera cuando se administra el tratamiento con
cilastatina. Los resultados estdn expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.01; vs. todos los grupos; #p <
0.001 vs. Control + Cil. Cil: cilastatina.

1.11 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE LA APARICION DE FIBROSIS

1.11.1 CILASTATINA DISMINUYE LA EXPRESION DE TGFB Y CTFG

Una de las fases del FRA es la reparacion de los tejidos dafiados. Una mala reparacion
de tejidos da lugar a la aparicion de fibrosis. Dos de las moléculas mas importantes implicadas
en la aparicién y progresion de fibrosis son el TGFB y CTGF. Como se observa en la Figura 49, el

grupo CLP ya presenta de forma precoz un incremento de estas moléculas en comparacion con
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el grupo control, aun siendo un modelo de corta duracién. La administracidon de cilastatina

redujo los niveles de manera significativa.

También se estudid la aparicion de fibras de coldgeno mediante la tincién de Rojo Sirio.

Aunque la duracién del modelo es solo de 48 horas y la cuantificacidn no es significativa, si que

se observa que ya el grupo CLP presenta un aumento de fibrosis y sus vias moleculares estan

por tanto activadas. El tratamiento con cilastatina tiende a rebajar estos niveles (Figura 49).
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Figura 49. Efecto de cilastatina en la aparicion de fibrosis. A) Imagenes representativas de inmunolocalizacién de TGF (superior),
CTGF (medio) y Rojo Sirio (inferior), magnificacion 20X. B) Cuantificacion del TGFB, C) CTGF y D) Rojo Sirio. El grupo CLP presenta un
aumento precoz de moléculas implicadas en la aparicion de fibrosis (flechas) y de coldgeno. La administracion de cilastatina redujo
estos niveles de manera significativa. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p < 0.01 vs.
todos los grupos. Cil: cilastatina.
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1.11.2 CILASTATINA BLOQUEA LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA

Cuando existe un dafio mantenido en el tiempo, tiene lugar un cambio de fenotipo
desde el perfil epitelial al mesenquimal. Se realizé un estudio de moléculas que se ven implicadas
en este proceso como el marcador mesenquimal vimentina y la proteina ZO-1, ocludina
perteneciente a las uniones estrechas. El grupo CLP tuvo un aumento de vimentina y una pérdida
de ZO-1 (Figura 50), que junto con el incremento del TGFB y CTGF confirman la expresion precoz
de moléculas asociadas a la aparicién de fibrosis y TEM. El tratamiento con cilastatina mejord
esos niveles de forma significativa.

Cilastatina administrada sola no influyé en los estudios realizados sobre moléculas

fibrdticas y de TEM.
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Figura 50. Efecto de cilastatina en la aparicion de TEM. A) Imagenes representativas de Western blot de vimentina y C) ZO-1. B) y
D) Cuantificacion del densitometrado de vimentina y ZO-1, respectivamente, corregido por su control de carga B-Actina. El grupo
CLP presenta un aumento temprano de vimentina y pérdida de uniones estrechas. El tratamiento con cilastatina revirtio total o
parcialmente los niveles de forma significativa. Los resultados estan expresados como media + EEM, n = 10 animales por grupo. *p
<0.04 vs. todos los grupos. u.a.d: unidad arbitraria de densitometrado; Cil: cilastatina.

1.12 CILASTATINA AUMENTA LA SUPERVIVENCIA

Todos los resultados obtenidos hasta ahora indican un papel protector de cilastatina
frente al FRA inducido por sepsis. Para demostrar si la reduccion del FRA podria estar relacionada

con la disminucién de la muerte de los animales, se realizd un estudio de supervivencia. Como

131



Resultados: Modelo de Sepsis

se puede observar en la Figura 51, la mayoria de los animales sépticos murieron (en un tiempo
de 48 horas) mientras que los que los tratados con cilastatina sobrevivieron mas, reduciéndose
la mortalidad en un 33%.
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Figura 51. Efecto de cilastatina sobre supervivencia. Mortalidad de ratas sometidas a un modelo agresivo de CLP en
presencia/ausencia de cilastatina (150 mg/kg). El tratamiento con cilastatina mejord el ratio de supervivencia de ratas con sepsis,
reduciendo en un 33% la mortalidad. n = 5 animales por grupo. Cil: cilastatina.
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2 EFECTO DE CILASTATINA EN EL FRA INDUCIDO POR
RABDOMIOLISIS

El FRA producido por rabdomiélisis presenta una compleja fisiopatologia que implica
una serie de fendmenos vasculares, inflamatorios y oxidativos. Por este motivo es necesaria la
realizacion de modelos animales mas alla de los estudios in vitro para conocer en profundidad
como actua cilastatina en la proteccidn renal. Se eligi6 un modelo de FRA inducido por glicerol,
gue es el mds utilizado y el mejor conocido para inducir rabdomidlisis.

Al igual que en el modelo de sepsis, realizamos un estudio piloto a 24, 48 y 72 horas
para determinar la duracién éptima del modelo. El mayor dafo se produjo a 48 horas seguido
por el de 72 horas, por lo que en la presentacién de los resultados nos centramos sobre todo en
el modelo de 48 horas, aunque en algunos aspectos se presentan también datos del modelo de
72 horas por su especial relevancia para mostrar la evoluciéon temporal del dafio y el efecto

nefroprotector de cilastatina.

2.1 EFECTO DE CILASTATINA EN LA PERDIDA DE PESO
CORPORAL E HIPERTROFIA RENAL

Durante el transcurso del modelo se pesd a los animales para poder establecer el
cambio de peso que experimentaban desde el comienzo y hasta el dia del sacrificio, donde
también se pesaron los rifiones para poder establecer el posible grado de hipertrofia renal
producido. En la Figura 52A se muestra el aspecto macroscépico de los rifiones sometidos a
rabdomidlisis el dia de la extraccidn. Se puede observar una coloracién blanquecina exterior y
un punteado oscuro en la corteza renal. En el corte transversal del rifién (Figura 52B), se puede
ver la coloracion mas clara de la corteza debida a la falta de riego sanguineo vy

marronacea/negruzca del interior, debida a la acumulacién de mioglobina.
A B

Figura 52. Aspecto
macroscopico de los rifiones
sometidos a rabdomidlisis
inducida por glicerol. A) Aspecto
de los rifiones antes de su
extraccion el dia del sacrificio.
Destaca el color blanquecino de
la corteza y marrén del interior
debida a la acumulacion de
mioglobina. B) Corte transversal
de un rifién.
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En la Figura 53 se muestra el delta de peso que presentan los animales tras el estudio
y la hipertrofia renal. Como se puede ver, los grupos control en ambos modelos ganan peso
mientras que el grupo glicerol sufre una pérdida significativa. El grupo tratado con cilastatina
sufre una menor pérdida de peso y parece que la recuperacidon es mayor en el modelo de 48
horas (Figura 53A-C). Ambos modelos sufren una mayor hipertrofia renal en el grupo glicerol
gue se mantiene casi en los mismos valores. La administracién de cilastatina reduce esa

hipertrofia de manera significativa (Figura 53B-D).
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2.2 CILASTATINA RESTAURA LA FUNCION RENAL

La rabdomidlisis produce FRA y para determinar la pérdida de funcién renal se
estudiaron los valores bioquimicos en suero y orina. Ademas, se calcularon los parametros

estimados de funcién renal a partir de los datos bioquimicos.

2.2.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO

Se realizd un amplio estudio en muestras de suero donde se determinaron una gran
cantidad de parametros para conocer en profundidad el estado de los animales. En la Figura 54
se muestran los indicadores mas importantes de funcién renal para ambos tiempos. Destaca el
gran incremento de creatinina que experimentan los grupos glicerol de ambos modelos, al igual

que el BUN, siendo mayor el dafio a 48 horas. Ambos pardmetros se recuperan con la
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administracién de cilastatina volviendo a niveles similares a los encontrados en los grupos

control.

La TFG cae drasticamente en los grupos glicerol de ambos modelos a casi el mismo valor,

y se recuperan significativamente con el tratamiento con cilastatina.
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Figura 54. Parametros de funcion renal a 48h y 72h. A) Creatinina sérica a 48h, B) BUN a 48h, C) TFG a 48h, D) Creatinina sérica a
72h, E) BUN a 72 y F) TFG a 72h. En ambos modelos se observa como tiene lugar una pérdida de funcién renal en los grupos glicerol.
El tratamiento con cilastatina recupera los valores de manera significativa total o parcialmente con respecto a los grupos control.
Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.01 vs. todos los grupos; #p < 0.04 vs. Control £

Cil. Cil: cilastatina; BUN: nitrégeno ureico en sangre; TFG: tasa de filtrado glomerular.

Un pardmetro importante a conocer durante la rabdomidlisis es la medida de calcio

sérico ya que se produce una acumulacidn intracelular en una fase inicial del sindrome y por

tanto una disminucidn en suero. Como se muestra en la Figura 55, los grupos glicerol de ambos

modelos presentan una disminucidn significativa de sus niveles séricos, siendo mayor a 72 horas.

Con la administracion de cilastatina los niveles vuelven a la normalidad.
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Figura 55. Determinacion del calcio sérico
a 48h y 72h. A) Calcio en suero a 48h. B)
Calcio en suero a 72h. En ambos modelos
se observa cémo tiene lugar una reduccion
del calcio en los grupos glicerol. El
tratamiento con cilastatina aumenta
significativamente los valores a niveles
parecidos a los encontrados en los grupos
control. Los datos estan expresados como
media * EEM, n = 6-10 animales por grupo.
*p <0.004 vs. todos los grupos; #p < 0.005
vs. Control y Glicerol + Cil. Cil: cilastatina.
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El resto de los pardmetros bioquimicos medidos en suero se muestran en las Tablas 16
y 17. El grupo glicerol a las 48 horas tiene la mayoria de los valores alterados con respecto a los
grupos control. En la Tabla 16, se observa cémo los niveles de transaminasas sufren un gran
aumento por el dafio hepatico inicial, al igual que la LDH y el potasio por su liberacion al medio
tras la rotura del miocito. El sodio al igual que el calcio, disminuye a nivel sérico por su
acumulacidn intracelular. El tratamiento con cilastatina restaura total o parcialmente los valores

bioquimicos de manera significativa.

PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
UREA (mg/dL) 31.50+2.17 28.57+1.97 208.10 * 49.05* 47.57 £7.42
ALBUMINA (g/dL) 3.48 £ 0.05 3.63+0.03 3.53+0.04 3.38 £ 0.11*
AST (U/L) 112.50 £11.33 105.30 £5.97 320.90 * 78.49* 175.10 £ 23.09
ALT (U/L) 28.00+1.75 28.43+1.15 109.00 + 36.07* 51.75+5.88
SODIO (mmol/L) 143.30 £ 0.42 144.10 £ 0.34 140.20 + 1.09* 143.30 £ 0.56
POTASIO (mmol/L) 3.97+0.13 4.35+0.12 4.90 + 0.29* 4.08 £0.09
PROTEINAS (g/dL) 5.23+£0.04 5.13 £0.08 5.12 £0.08 5.01+0.1
GLUCOSA (mg/dL) 222.0+11.86 215.40+2.92 176.40 + 8.44* 212.90 £11.45
LDH (U/L) 821.40+227.60 841.20+68.05 1459.00 + 241.70* 845.60 + 197.90

Tabla 16. Parametros bioquimicos en suero a 48h. La mayoria de los valores se encuentran significativamente alterados en el grupo
glicerol con respecto a los grupos control. El tratamiento con cilastatina recupera los valores a los observados en el grupo control.
Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.05 vs. todos los grupos; #p < 0.01 vs. Control +
Cil. Cil: cilastatina; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa.

A 72 horas (Tabla 17) destaca que la mayoria de los valores parecen normalizarse y
salvo la urea, que se ve incrementada ligeramente con respecto a las 48 horas en el grupo
glicerol, el resto de los pardmetros se reducen hasta valores casi normales. La LDH también
reduce sus niveles siendo significativa respecto al control. Cilastatina tiende a revertir total o

parcialmente los cambios inducidos por la rabdomidlisis.

PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
UREA (mg/dL) 19.67 £1.36 23.67 £1.61 216.80 + 76.77* 67.71 £9.39
ALBUMINA (g/dL) 3.78+0.11 3.75+0.09 3.57+0.09 3.63+0.07
AST (U/L) 78.00 +£5.22 80.60 + 2.80 108.80 + 10.90* 84.57 +4.37
ALT (U/L) 27.67 £1.67 28.33+2.20 34.50+5.44 28.63 £1.89
SODIO (mmol/L) 143.80 + 1.66 145.00 +1.88 142.10 £ 0.78 143.80 £ 0.79
POTASIO (mmol/L) 4.18+0.12 4.48 +0.12 4.60+0.53 4.07 £0.17
PROTEINAS (g/dL) 5.37 £0.07 5.27 £0.12 5.24 +0.08 5.38+0.10
GLUCOSA (mg/dL) 216.00 £7.53 221.20+5.4 191.30 + 3.61* 207.70£4.73
LDH (U/L) 836.00 + 50.54 954.50 £95.12 600.10 * 68.26" 478.90 + 49.82*

Tabla 17. Parametros bioquimicos en suero a 72h. Los valores tienden a normalizarse y se acercan a niveles del grupo control. El
tratamiento con cilastatina mejora significativamente los valores que permanecen alterados en el grupo glicerol. Los datos estdn
expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.03 vs. todos los grupos; #p < 0.02 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina;
AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa.
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2.2.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS EN ORINA

La medida de proteinas en orina es también un indicador fundamental del dafio renal.

Como se observa en la Figura 56A, a 48 horas la pérdida de proteinas se incrementa

radicalmente y no se recupera con cilastatina. Esto es debido a la gran cantidad de mioglobina

liberada durante la rabdomidlisis. Si observamos a 72 horas (Figura 56C), la pérdida de proteinas

ya es menor y ademds se nota el efecto protector de cilastatina ya que se produce un descenso

significativo. Como también se muestra en la Figura 56, la diuresis se incrementa en los animales

con rabdomidlisis con respecto a los grupos control, pero en este caso cilastatina no es capaz de

reducir estos valores.
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Figura 56. Determinacion de proteinas y diuresis
en orina a 48h y 72h. Medida de proteinuria: A)
48hy C) 72h. Medida de diuresis: B) 48h y D) 72h.
Destaca el aumento de proteinuria a 48h por la
excesiva pérdida de mioglobina inicial, que se
reduce a 72h. Cilastatina parece que empieza a
recuperar los valores a partir de las 72h.
Asimismo, se produce un incremento de la
diuresis en los animales enfermos que cilastatina
no reduce. Los datos estan expresados como
media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p <
0.04 vs. Control + Cil; %p < 0.04 vs. todos los
grupos. Cil: cilastatina.

Otros parametros que se determinaron se presentan en las siguientes tablas. A 48

horas todos los valores en el grupo glicerol se ven drasticamente alterados, confirmando los

resultados de dafio renal vistos hasta ahora (Tabla 18). El tratamiento con cilastatina no es capaz

de restaurar las alteraciones observadas en los niveles, a excepcion de potasio, aunque si que

parece haber una tendencia a la mejora. La glucosa y el indice de proteina/creatinina

permanecen elevados debido a la alta concentracidn de la mioglobina liberada.
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PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
UREA (mg/dL) 4183+323.30 3530+362.10  1355+11.00* 1851 + 105.20*
CREATININA (mg/dL) 91.22 + 7.80 82.20 +9.02 28.93+3.01*  33.78+1.67*
SODIO (mmol/L) 210.30+21.19 199.90+27.01  45.00 £3.90*  58.63 * 5.80*
POTASIO (mmol/L) 100 £ 0.0 100 £ 0.0 60.32 + 5.05" 78.77 £ 7.37*
CALCIO (mg/dL) 25.05 + 9.50 24.29 +5.70 5.34 + 1.56* 17.52 +3.17
GLUCOSA (mg/dL) 51.20+9.94  7440+19.34 1067 £321.90* 1232 + 180.40*
ind. PROT/CREA (mg/mg)  1.91+0.14 1.71+0.12 8.59 + 0.88" 10.47 + 0.59*

Tabla 18. Parametros bioquimicos en orina a 48h. Los niveles del grupo glicerol se ven significativamente alterados. El tratamiento
con cilastatina solo mejora el nivel de potasio significativamente. Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales
por grupo. *p <0.004 vs. Control * Cil; #p < 0.03 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina; ind.: indice.

En la Tabla 19 se muestran los valores analizados en orina a las 72 horas. La mayoria
de los parametros siguen alterados en el grupo glicerol. Destaca el menor aumento en la glucosa
y el indice de proteinas con respecto a las 48 horas, que si se ven reducidos parcialmente de

manera significa con cilastatina al igual que el potasio.

PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
UREA (mg/dL) 2985+501.40 2843+363.90  1315%52.73* 1517 + 207.90*
CREATININA (mg/dL) 83.83+11.99  74.23+11.42 29.90 + 2.14* 35.19 + 6.26*
SODIO (mmol/L) 206+35.90  179.80+26.19  61.20+6.74*  83.88 + 13.08*
POTASIO (mmol/L) 100 £ 0.0 100 £ 0.0 75.61 + 3.86" 86.17 + 2.74*
CALCIO (mg/dL) 19.75 +3.20 18.35 + 3.07 11.16 +2.30 16.11 + 4.01
GLUCOSA (mg/dL) 38.33+22.43 38+23.35 751.1+112.40* 636 * 164.20*
ind. PROT/CREA (mg/mg) 1.54 +0.12 1.78+0.18 7.46 + 0.66" 5.65 + 0.73*

Tabla 19. Parametros bioquimicos en orina a 72h. Los valores del grupo glicerol se ven significativamente alterados. El tratamiento
con cilastatina solo mejora significativamente los niveles de potasio y el indice de proteinas. Los datos estan expresados como media
+ EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p <0.002 vs. Control * Cil; #p < 0.02 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina; ind.: indice.

2.2.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS ESTIMADOS DE FUNCION RENAL

A partir de los datos bioquimicos en suero y orina se determinaron otros parametros
qgue nos dan una idea también de como funciona el rifidn. En la Tabla 20 se muestran estos
pardmetros donde puede observarse como el grupo glicerol aumentd significativamente el
CIH20e, la EFNa* y la EFH20 respecto al control. El GTTK se ve reducido parcialmente, aunque no
significativamente en comparacién con el grupo control. Los parametros alterados se ven

recuperados significativamente con la administracion de cilastatina.
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PARAMETRO CONTROL CONTROL + CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
EFN.* (%) 0.47 £0.04 0.47 £0.05 2.84 £0.93* 0.86+0.12
EFH20 (%) 0.33+0.02 0.39+£0.08 9.85 *3.16* 2.37+0.56
CIH20e (mL H20/ dia) -9.38£1.04 -8.75+0.93 8.14 +1.74* 1.85 + 1.94*
GTTK 5.78 £0.54 6.61+1.44 4.01+ 0.23 5.96 +1.42

Tabla 20. Parametros bioquimicos estimados a 48h. Los valores del grupo glicerol se ven alterados salvo el GTTK. El tratamiento
con cilastatina mejora los niveles significativamente. Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo.
*p <0.02 vs. todos los grupos; #p < 0.0001 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina.

En el modelo de 72 horas, los parametros siguen alterados significativamente con
respecto al grupo control, aunque su aumento es menor en comparacion a las 48 horas. El
tratamiento con cilastatina mejora los datos parcialmente disminuyendo los valores de manera
significativa (Tabla 21).

Cilastatina per se no tuvo influencia significativa en ninguno de los pardmetros en

estudio.
CONTROL CONTROL + CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
EFN.* (%) 0.49 £ 0.06 0.38£0.01 2.58 + 0.67* 1.53 +0.22*
EFH20 (%) 0.40+0.11 0.35+£0.06 4.83 +£1.02* 2.99 +0.51%
CIH:0e (mL H20/ dia) -6.21 £ 0.63 -9.96+£1.10 1.63 +2.14%* -2.96 + 1.74%
GTTK 5.78 £0.54 6.61+1.44 4,01+ 0.23 5.96+1.42

Tabla 21. Parametros bioquimicos estimados a 72h. Los valores del grupo glicerol se ven significativamente alterados vy el
tratamiento con cilastatina mejora parcialmente esos niveles. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por
grupo. *p < 0.05 vs. todos los grupos; #p < 0.04 vs. Control + Cil; &p < 0.007 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina.

2.3 ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA RENAL

El FRA mioglobinurico se caracteriza por la formacidon de cilindros proteicos que
obstruyen la luz del tdbulo. También se produce infiltracion leucocitaria y muerte celular. Para
estudiar el dafio renal inducido por rabdomidlisis se realizé una tincién de hematoxilina/eosina.
En la Figura 57 se presentan secciones de los modelos en estudio. Se puede observar cémo los
grupos glicerol presentan una gran alteracién estructural, con gran cantidad de cilindros
proteicos taponando los tibulos que aumentan con el tiempo. Aparece infiltrado celular y zonas
hemorragicas. El tratamiento con cilastatina revierte parcialmente los dafios, aunque sigue
permaneciendo la obstruccién tubular sobre todo a nivel distal (Figura 57A).

La cuantificacién del dafio por un patdlogo especializado mostré que el grupo glicerol
presenta mayoritariamente formacion de cast o cilindros proteicos, necrosis tubular y en menor
medida vacuolizacidn, blebbing y mitosis. La observacién de mitosis es mayor a 48 horas que a

72 horas, lo que podria implicar la activaciéon temprana de los procesos de reparacién y por ello
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el tratamiento con cilastatina mejora significativamente todos los signos de dafio (Figura 57B-

o).
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Figura 57. Estudio histopatoldgico y score de dafio renal. A) Morfologia de tejido renal. Imagenes que representan los grupos de
estudio. Tincion hematoxilina/eosina, magnificacion 20X. Score de dafio renal B) 48 horas y C) 72 horas. Los grupos glicerol ven
aumentado de manera significativa el dafio renal respecto a los grupos control, mientras que el tratamiento con cilastatina reduce

parcialmente ese dafio. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.001 vs. todos los grupos;
#p <0.0003 vs. Control + Cil. Cil: cilastatina

2.4 CILASTATINA REDUCE LA EXPRESION DE KIM-1

De igual manera que en el modelo de sepsis, estudiamos la sintesis y expresiéon de este
biomarcador de dafio renal mediante inmunolocalizaciéon en secciones de tejido renal y su
cuantificacion. Como se puede ver en la Figura 58, tanto a 48 como a 72 horas se produce un
gran aumento de expresion en los grupos glicerol, que son revertidos de manera significativa

por cilastatina, confirmando los resultados obtenidos a nivel de funcién renal.
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Estos datos fueron corroborados también a nivel sistémico mediante array, para
ambos tiempos obteniendo resultados similares de reduccidn significativa tras el tratamiento

con cilastatina (Figura 58D-E).
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Figura 58. Determinacion de la expresion del biomarcador KIM-1 en secciones de tejido renal. A) Imagenes representativas de
inmunolocalizacién de KIM-1. Magnificacion 20X. Score de cuantificacion de dafio: B) 48 horas y C) 72 horas. Medida en suero de
KIM-1: D) 48 horas y E) 72 horas. Los grupos glicerol ven aumentado de manera significativa la expresion de KIM-1 respecto a los
grupos control, mientras que el tratamiento con cilastatina reduce el dafio. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-
10 animales por grupo. *p < 0.04 vs. todos los grupos; #p < 0.006 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina

Por ultimo, se realiz6 también un Western blot en los rifiones sometidos a
rabdomidlisis durante 48h, con idéntico resultado a lo obtenido anteriormente (Figura 59).
Cilastatina por si sola no tuvo ningln efecto sobre todos los parametros analizados

hasta ahora.
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Figura 59. Determinacion de la expresion del biomarcador KIM-1. A) Imagenes representativas de Western blot de corteza renal a
48h de KIM-1 y B-Actina como control de carga. B) Cuantificacién del densitometrado corregido por el control de carga. *p < 0.0002
vs. todos los grupos. Cil: cilastatina; u.a.d.: unidad arbitraria de densitometrado.

2.5 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE LA APOPTOSIS

2.5.1 CILASTATINA BLOQUEA LA VIA INTRINSECA

2.5.1.1 Efecto de cilastatina sobre proteinas de la familia Bcl-2

Se estudiaron tanto la proteina antiapoptoética Bcl-2 como la apoptdtica Bax en corteza
renal tras 48 horas de dafio mediante Western blot, y asi determinar el balance apoptdtico y la
susceptibilidad hacia la apoptosis. Como se muestra en la Figura 60A, el grupo glicerol mostré
un aumento significativo de Bax, mientras que Bcl-2 se redujo visiblemente. Al realizar el ratio,
el balance se incliné drasticamente a favor de la apoptosis indicando una baja resistencia celular
a estimulos apoptéticos (Figura 60D). El tratamiento con cilastatina bloqued totalmente la
sintesis de Bax y recuperd parcialmente los valores de Bcl-2 previamente disminuidos por el

tratamiento con glicerol.
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Figura 60. Determinacidn de proteinas de la familia Bcl-2 en tejido renal. A) Imagenes representativas de Western blot de Bax y
Bcl-2 con B-Actina como control de carga. Cuantificacion del densitometrado corregido por el control de carga de B) Bax y C) Bcl-2.
D) Ratio Bax/Bcl-2. El grupo glicerol presenta un aumento significativo respecto a los controles en la sintesis de Bax y una disminucién
de Bcl-2. El ratio se inclina a favor de la apoptosis. El tratamiento con cilastatina recupera significativamente todos los valores. Los
datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *¥p < 0.02 vs. todos los grupos; #p < 0.04 vs. control; &p <
0.002 vs. Control + Cil. Cil: cilastatina; u.a.d.: unidad arbitraria de densitometrado.

2.5.1.2 Efecto de cilastatina sobre caspasa-9

La apoptosis es un proceso clave en el FRA inducido por rabdomiélisis, por lo que se
estudio qué grado de implicacidon presentaban las caspasas en el desarrollo del dafio renal.
Mediante Western blot se analizé a las 48 horas la expresién de caspasa-9 en corteza renal,
tanto la procaspasa-9 como sus fragmentos activos de 40 KDa y 38 KDa. En la Figura 61 se
observa como en el grupo glicerol la procaspasa se reduce, aumentando los fragmentos activos
significativamente respecto a los grupos control. La administraciéon de cilastatina restaura

totalmente los valores previamente aumentados tras la inyeccién de glicerol.
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Figura 61. Determinacidon de caspasa-9 en tejido renal. A) Imagenes representativas del Western blot de procaspasa-9, fragmentos
activos de caspasa-9 y B-Actina como control de carga. B) Cuantificacién del densitometrado corregido por el control de carga. El
grupo glicerol presenta un aumento de sus formas activas mientras reduce la proteina completa de manera significativa respecto al
control. El tratamiento con cilastatina reduce la activacién de caspasa-9. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10
animales por grupo. &p < 0.04 vs. Control * Cil; Tp < 0.06 vs. todos los grupos dentro de su forma activa. Cil: cilastatina; u.a.d.:
unidad arbitraria de densitometrado.

2.5.2 CILASTATINA BLOQUEA LA ViA EXTRINSECA

2.5.2.1 Efecto de cilastatina sobre el complejo Fas/FasL

Se ha demostrado como la rabdomidlisis produce la activacién de la ruta extrinseca de
la apoptosis que esta mediada por receptores de muerte. Para comprobar la expresion de Fasy
en qué grado se sintetiza y libera su ligando, realizamos un estudio mediante Western blot para
cuantificar la sintesis en corteza renal. FasL presenta dos formas de expresion, una de membrana
y otra soluble (Figura 62). Ambas muestran un incremento significativo en el grupo glicerol
comparandolo con el grupo control, y la administracién de cilastatina reduce completamente

los niveles hasta valores cercanos a los encontrados en el grupo control.
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Figura 62. Determinacién del complejo
FasL en tejido renal. A) Imagenes
representativas de Western blot de las
dos fracciones de FasL con B-Actina
como control de carga. Cuantificacion
del densitometrado corregido por el
control de carga de FasL: B) Fraccion
soluble y C) Fraccién de membrana. El
grupo glicerol presenta un aumento
significativo respecto al grupo control de
ambas formas analizadas. El tratamiento
con cilastatina recupera completamente
los valores. Los datos estan expresados
como media = EEM, n = 6-10 animales
por grupo. *¥p < 0.0004 vs. todos los
grupos. Cil: cilastatina; u.a.d.: unidad
arbitraria de densitometrado.

Fas muestra una forma glicosilada y otra activa (Figura 63). Ambas fracciones se

incrementan en los animales con rabdomidlisis respecto al grupo control mientras que, con el

tratamiento con cilastatina, estos valores disminuyen de forma significativa.
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Figura 63. Determinacion del complejo
Fas en tejido renal. A) Imagenes
representativas de Western blot de las
dos fracciones de Fas con B-Actina como
control de carga. Cuantificacion del
densitometrado corregido por el
control de carga de Fas: B) Fraccion
glicosilada y C) Fraccidn activa. El grupo
glicerol presenta un  aumento
significativo respecto al grupo control
de ambas formas analizadas. El
tratamiento con cilastatina recupera
completamente los valores. Los datos
estan expresados como media + EEM, n
=6-10 animales por grupo. *p < 0.04 vs.
todos los grupos. Cil: cilastatina; u.a.d.:
unidad arbitraria de densitometrado.

Esto confirma que la activacién de la ruta extrinseca estd mediada por el complejo

Fas/FasL, que trimerizara y se internalizard activando posteriormente la caspasa-8 llevando a la

muerte celular.
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2.5.2.2 Efecto de cilastatina sobre caspasa-8

Para analizar por tanto si esto es lo que estaba ocurriendo, determinamos la expresion
de caspasa-8 y analizamos en qué medida se encuentra implicada esta ruta de sefializacién en
el dafio renal por rabdomidlisis tras 48 horas. Se realizd mediante Western blot e
inmunolocalizacién en muestras de corteza renal. La Figura 64A-B muestra como el grupo
glicerol experimenta un aumento significativo tanto en su forma inmadura (procaspasa-8), como
sus fragmentos activos (18 KDa y 10 KDa) en comparacion con el grupo control. Cilastatina al ser
administrada, reduce drasticamente esos niveles normalizando su expresidon. La

inmunolocalizacidén corrobord asimismo estos resultados (Figura 64C-D).
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Figura 64. Determinacion de caspasa-8 en tejido renal.: A) Imdgenes representativas de Western blot de fragmentos de caspasa-8
y B-Actina como control de carga, B) Cuantificacién del densitometrado corregido por el control de carga, C) Imagenes
representativas de la inmunolocalizacién de procaspasa-8, D) Cuantificacion de la tincidn. Magnificacién 20X. El grupo glicerol
presenta un aumento de todas sus formas de manera significativa respecto a los controles. El tratamiento con cilastatina reduce la

activacién de caspasa-8. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.01 vs. todos los grupos.
Cil: cilastatina; u.a.d.: unidad arbitraria de densitometrado.

2.5.3 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE CASPASA-3

Como se ha comentado anteriormente, la caspasa-3 es la caspasa ejecutora en las dos
vias apoptoticas activandose en ultimo lugar. Por ello, tras la activacion de la caspasa-9 y la

caspasa-8 decidimos analizar el precursor de la caspasa-3 y su forma activa a las 48 horas del
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dano. Mediante Western blot se cuantificé el nivel de proteina y como se muestra en la Figura

65, la procaspasa-3 en el grupo glicerol sufre una reduccidn significativa con respecto al control,

mientras que la forma activa se incrementa. El tratamiento con cilastatina muestra como ésta

es capaz de revertir los niveles aumentando el precursor y disminuyendo la forma activa de

manera significativa.
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Figura 65. Determinacion de caspasa-3 en tejido
renal. A) Imagenes representativas de Western blot
de procaspasa-3 y caspasa-3 activa con B-Actina
como control de carga. Cuantificacion del
densitometrado corregido por el control de carga: B)
Procaspasa-3 y C) Caspasa-3 activa. El grupo glicerol
presenta un aumento significativo en la forma activa
mientras se reduce su precursor, en comparacién a
los controles. El tratamiento con cilastatina recupera
los valores acercandolos a la normalidad. Los datos
estan expresados como media + EEM, n = 6-10
animales por grupo. *p < 0.02. vs todos los grupos;
#p < 0.02 vs. Control. Cil: cilastatina; u.a.d.: unidad
arbitraria de densitometrado.

Para conocer su patrén de expresion y confirmar los resultados anteriores, se realizd

una inmunolocalizacidon de caspasa-3. El grupo glicerol presenta una elevada expresidon de

proteina a nivel citoplasmatico mayoritariamente y en menor medida nuclear (Figura 66).

Cilastatina reduce completa y significativamente su expresion.
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Figura 66. Inmunolocalizacion de caspasa-3 en tejido renal. Imagenes representativas de la inmunohistoquimica de caspasa-3, A)
Control, B) Glicerol, C) Control + Cil y D) Glicerol + Cil. Magnificacién 20X E) Cuantificacion de la tincién de caspasa-3. El grupo glicerol
presenta un aumento significativo en la expresion de proteina respecto al control. El tratamiento con cilastatina recupera los valores
completamente hasta el nivel de los grupos control. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo.
#p < 0.0002 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina; u.a.d.: unidad arbitraria de densitometrado.
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A

En todos los estudios realizados, la administracion de cilastatina por si sola no tuvo

ningun efecto significativo.

2.6 CILASTATINA BLOQUEA LA FRAGMENTACION DEL ADN

Durante la apoptosis la caspasa-3 activa se transloca al ndcleo donde activa una serie
de nucleasas que fragmentan el ADN. Mediante la tincion de TUNEL sobre secciones de tejido
renal, se estudid el nimero de células que presentan ADN fragmentado. En la Figura 67A se
muestra como el grupo glicerol tanto a 48 horas como a 72 horas, presenta una elevada
fragmentacién nuclear en las células renales, que es mas evidente a 72 horas. El tratamiento con
cilastatina reduce esa fragmentacién completamente alcanzando niveles similares a los

encontrados en los grupos control.
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Figura 67. Efecto de cilastatina sobre la fragmentacion del ADN en tejido renal. A) Imagenes representativas de la tincién de TUNEL,
magnificacion 20X. La fluorescencia verde pertenece a los nicleos TUNEL-positivos y la tincidn azul (DAPI) indica nucleos celulares.
Cuantificacion de células TUNEL positivas por mm2: B) 48 horas y C) 72 horas. La rabdomidlisis induce una fuerte fragmentacion de
ADN como se observa en los grupos glicerol. El tratamiento con cilastatina reduce los valores significativamente. Los datos estdn
expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.001 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.
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2.7 EFECTO DE CILASTATINA EN LA APARICION DE ESTRES
OXIDATIVO

Como se ha comentado anteriormente, una caracteristica del daifio por mioglobina es
la induccién importante de EO y la formacion de ROS/RNS. Aunque es fundamental el equilibrio
entre la formacion de radicales libres y los antioxidantes que se encargan de reducirlos, en este

sindrome se ven sobrepasados por la gran cantidad de mioglobina y derivados que se producen.

2.7.1 CILASTATINA RECUPERA LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La presencia de especies reactivas provoca un aumento de radicales libres provocando
en el organismo un descenso de la capacidad antioxidante. Para estudiar cdmo afecta la
rabdomidlisis a este nivel, se realizé una determinacién en orina de la capacidad antioxidante
cuyos resultados se muestran en la Figura 68. En ambos tiempos se produce una disminucion

significativa en los grupos glicerol, recuperandose parcialmente con el tratamiento de

cilastatina.
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Figura 68. Medida de la capacidad antioxidante a 48h y 72h. Determinacién en muestras de orina: A) 48 horas y B) 72 horas. La
rabdomidlisis induce una fuerte reduccidn de la capacidad antioxidante total como se observa en los grupos glicerol. El tratamiento
con cilastatina recupera significativamente los valores casi hasta el nivel de los grupos control. Los datos estan expresados como
media * EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.04 vs. todos los grupos; #p < 0.003 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina.

2.7.2 CILASTATINA IMPIDE LA DISMINUCION DE LA Cu/Zn SOD

Como se ha demostrado, la capacidad antioxidante total estd disminuida en la
rabdomidlisis a la par que aumenta el EO. Para estudiar de manera mas especifica estos sistemas
se analizé en profundidad uno de los mas importantes que se encargan de procesar especies
reactivas, la Cu/Zn SOD. Algunos estudios han mostrado que cantidades insuficientes de esta
enzima da lugar a la produccién de ROS, por lo que su actividad antioxidante es fundamental

para prevenir el EQ. Primero se realizé una inmunolocalizacidn a 48 horas y 72 horas para ver el
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patrén de expresién. Como se observa en la Figura 69A, los grupos glicerol presentan una
reduccion muy importante de expresién, que es mas drastica a 72 horas y que se recupera de
manera significativa cuando se administra cilastatina.

Para ver su comportamiento a nivel transcripcional, se realizé una RT-PCR a 48 horas
y se observé como el ARNm del grupo glicerol sufrié un descenso significativo en comparacién
con el grupo control (Figura 69D). La administracidon de cilastatina recupera parcialmente la
sintesis de manera significativa. Es posible que cuando exista un gran dafio la célula reduzca su

sintesis para provocar la muerte celular y acotar la lesion.
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Figura 69. Efecto de cilastatina sobre la Cu/Zn SOD en tejido renal. A) Inmunolocalizacién de la enzima a 48 horas y 72 horas.
Maghnificacion 20X. Cuantificacion de las tinciones: B) 48 horas y C) 72 horas. D) ARNm de la enzima a 48 horas. La rabdomidlisis
induce una reduccion de la Cu/Zn SOD en los grupos glicerol respecto a los grupos control, tanto a nivel de proteina como de
mensajero. El tratamiento con cilastatina recupera de forma significativa los valores. Los datos estan expresados como media + EEM,
n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.04. vs todos los grupos; &p < 0.04 vs. Control; @p < 0.01 vs. Control + Cil; Wp < 0.02 vs. Control
+ Cil. Cil: cilastatina.
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Para comprobar estos resultados se realizd ademds una cuantificacién mediante
Western blot. Como se puede ver en la Figura 70, también tiene lugar una disminucién de la
expresion de la Cu/Zn SOD en el grupo glicerol a 48 horas. Cuando se administra cilastatina, la

sintesis tiende a recuperarse.
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Figura 70. Western blot de la Cu/Zn SOD en tejido renal. A) Imagen representativa del Western blot a 48h de la Cu/Zn SOD y B-
Actina como control de carga. B) Cuantificacion del densitometrado de la enzima corregida por su control de carga. La rabdomidlisis
induce una reduccion de la Cu/Zn SOD en el grupo glicerol respecto al control. El tratamiento con cilastatina recupera la sintesis de
proteina significativamente. Los datos estdn expresados como media = EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.01 vs. todos los
grupos; #p < 0.01 vs. Control. Cil: cilastatina.

2.7.3 CILASTATINA MEJORA LA SINTESIS DE CATALASA

La Figura 71 muestra cdmo la sintesis de proteina cuantificada mediante Western blot,
se reduce significativamente en el grupo glicerol tras 48 horas del dafio mientras que, al tratar
con cilastatina la expresion de la enzima se recupera.

Por lo tanto, cilastatina es capaz de aumentar especificamente las enzimas y los

sistemas antioxidantes celulares.
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Figura 71. Determinacion de catalasa en tejido renal. A) Imagen representativa del Western blot a 48h de la catalasa y B-Actina
como control de carga. B) Cuantificacion del densitometrado de la enzima corregida por su control de carga. La rabdomidlisis induce
una reduccion de la catalasa del grupo glicerol respecto al control. El tratamiento con cilastatina recupera de forma significativa la
sintesis de proteina. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.03 vs. todos los grupos.
Cil: cilastatina.
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2.7.4 EFECTO DE CILASTATINA EN LA SINTESIS DE PROTEINAS DE CHOQUE
TERMICO

Como hemos visto en sepsis, cuando existe dafio endotdxico se produce un
incremento de estas proteinas que estan presentes en pequefias cantidades para reducir el dafo
oxidativo. Se estudiaron la HSP27 y HSP70 para comprobar qué ocurre con estas proteinas
durante el FRA mioglobindrico. Un aumento en su expresion esta directamente relacionado con
la proteccion de la célula frente el EO o apoptosis. Se realizaron Western blots para cuantificar
los niveles de las proteinas a 48 horas en corteza renal. En la Figura 72A-B, se observa cdmo
HSP27 sufre un incremento significativo en el grupo glicerol respecto al control, que apenas
presenta expresion. Por otro lado, HSP70 se reduce drasticamente (Figura 72C-D). Esto podria
deberse a que cuando aparece el insulto se comporta como una alarmina, se sintetiza y es
movilizada a la membrana actuando como ligando de TLR4, que posteriormente se internaliza.

La administracién de cilastatina recupera de manera significativa los valores de ambas proteinas.
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Figura 72. Determinacion de proteinas de choque térmico en tejido renal. A) y C) Imagenes representativas del Western blot a
48h de HSP27, HSP70 y B-Actina como control de carga. B) y D) Cuantificacion del densitometrado de ambas proteinas corregidas
por su control de carga. La rabdomidlisis induce la sintesis de HSP27 y la reducciéon de HSP70 en el grupo glicerol respecto a los
grupos control. El tratamiento con cilastatina recupera los niveles de manera significativa. Los datos estan expresados como media
+ EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.
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2.8 CILASTATINA REDUCE LA PEROXIDACION LIPIDICA

Tras comprobar la presencia de EO mediado por rabdomidlisis, decidimos estudiar el
4-HNE, un metabolito marcador de peroxidacién lipidica mediante inmunohistoquimica y el
efecto de cilastatina. En la Figura 73 se muestra un incremento muy significativo en el grupo
glicerol tras 48 horas de dafio respecto al control, que apenas tienen tincién, en correlacién a la
disminucién de los sistemas antioxidantes anteriormente analizados. El patrén que muestra es
citoplasmdtico o nuclear, y también glomerular. La administracidon de cilastatina reduce su

expresion radicalmente.

A B E
: *
254
g
3
8 20
£
: X 154
L
% 10
S0uM B ; T
< #
c
(o] D S 54
g
Foop L
+ Cil + Cil
Control Glicerol

50 M 50 M

Figura 73. Determinacion de 4-HNE en tejido renal. Imagenes representativas de la inmunolocalizacion a 48h de 4-HNE.
Magnificacién 20X. A) Control, B) Control + Cil, C) Glicerol y D) Glicerol + Cil. E) Cuantificacion de la tincién de 4-HNE. La rabdomidlisis
induce la sintesis de 4-HNE en el grupo glicerol y el tratamiento con cilastatina es capaz de reducir esos niveles de manera
significativa. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.0001 vs. todos los grupos; #p <
0.02 vs. Control. Cil: cilastatina.

Todos estos resultados muestran la gran formacion de radicales libres y de EO que se
produce en el FRA inducido por mioglobina y que cilastatina es capaz de revertir
significativamente este dafio. Cilastatina por si sola no tuvo ningin efecto en todos los

pardametros estudiados, tanto a nivel de EO como en la peroxidacion lipidica.

2.9 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE LA INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta especifica frente a agresiones del medio como
consecuencia de agentes inflamatorios y es una de las vias principales del dafio renal durante la
rabdomidlisis. Quisimos por tanto ver, si cilastatina era capaz de frenar esta via de amplificacion

del dafo renal.
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2.9.1 CILASTATINA DISMINUYE LA INFILTRACION DE MACROFAGOS

Para el estudio de la inflamacién en el FRA inducido por mioglobina, se analizaron los
marcadores de macréfagos CD68 y MCP-1, una de las quimioquinas mds importantes ya que
regula la migracién e infiltracion de monocitos y macréfagos. Tiene un papel fundamental en la
adhesién selectiva de monocitos, neutréfilos y linfocitos. Como se observa en la Figura 74,
mediante inmunolocalizacidn a 48 horas el grupo glicerol experimenta un gran aumento en la
expresiéon de la quimioquina y del marcador especifico, que tiene un patrén de tincién tanto
nuclear como citosélico, ademds de aparecer en el glomérulo. Cilastatina reduce drasticamente

los niveles aumentados de MCP-1 y menos, pero de forma significativa, CD68.
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Figura 74. Determinacion de MCP-1 y CD68 en tejido renal. A) Imagenes representativas de la inmunolocalizacién a 48h de MCP-1
(superior) y CD68 (inferior). Magnificacion 20X. Control, B) y C) Cuantificaciones de la tincion de ambas proteinas. La rabdomidlisis
induce la sintesis de ambas proteinas en el grupo glicerol, mientras que el tratamiento con cilastatina es capaz de reducirlo
significativamente (flechas). Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. todos los
grupos. Cil: cilastatina.
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También se analizd en suero los niveles de MCP-1 tanto a las 48 horas como a las 72
(Figura 75), mostrando un incremento de los niveles tras la induccién del dafio. El tratamiento

con cilastatina es capaz de reducir esos niveles de forma significativa.
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Figura 75. Determinacidn sistémica de MCP-1 a 48h y 72h. Medida en suero mediante arrays de los niveles de MCP1: A) 48h y B)
72h. Se incrementa en los grupos glicerol respecto a los grupos control, mientras que los animales tratados con cilastatina presentan
una disminucidn significativa de esos niveles. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. &p <
0.02 vs. Control y Glicerol + Cil; *p < 0.05 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.

2.9.2 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE MACROFAGOS M1/M2

Los macréfagos presentan distintos fenotipos: los naive, los proinflamatorios o M1y
los antiinflamatorios o M2. Durante el desarrollo del dafio y segun los estimulos, va a
predominar uno u otro. Se ha demostrado que con el tiempo el perfil inflamatorio pasa a ser
antiinflamatorio %82, Como se ha observado anteriormente, CD68 estd altamente expresado y
para analizar la expresidén especifica de la polarizacion de macréfagos, se realizd una
cuantificacion de marcadores especificos de cada tipo. Para el estudio del fenotipo M2, se
determind la expresiéon de CD163, receptor scavenger de grupos hemo y la Arg-2 especifica de
fenotipo M1. En la Figura 76 se muestra la aparicién de ambas proteinas medidas en corteza
renal mediante Western blot. Se puede ver cémo ambas ven aumentada su expresién en grupos
glicerol a 48 horas. El aumento del fenotipo M2 parece ser predominante frente al M1, lo que
sugiere que durante el FRA mioglobindrico este tipo de macréfagos ve aumentado sus niveles,
posiblemente para tratar de reducir el gran dano provocado por mioglobina. El tratamiento con

cilastatina reduce la sintesis de ambos marcadores de forma significativa.
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Figura 76. Determinacién fenotipica de macréfagos en tejido renal a 48h. A) y C) Imagenes representativas de Western blot de
CD163 (M2), Arg-2 (M1) y B-Actina como control de carga. B) y D) Cuantificacion del densitometrado de ambas proteinas corregidas
por su control de carga. Se incrementa la expresion de ambos fenotipos en los grupos glicerol respecto a los grupos control, siendo
predominante el fenotipo M2 sobre M1. El tratamiento con cilastatina es capaz de reducir significativamente los niveles de ambos
marcadores. Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.04 vs. todos los grupos; #p < 0.04
vs. Control + Cil. Cil: cilastatina.

2.9.3 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE CITOQUINAS INFLAMATORIAS

Se estudid a nivel transcripcional la sintesis de algunas de las citoquinas mas
importantes que intervienen en el proceso inflamatorio inducido por mioglobina.
Especificamente la IL-6 (citoquina proinflamatoria segregada por los macréfagos para estimular
el crecimiento y diferenciacién de linfocitos), TNFa (segregada por células inmunes cuando
existe un proceso inflamatorio), el INF-y (muy importante en la regulacidon inmunitaria que
participa en multiples procesos y en distintos puntos de la activacidon del sistema inmune,
siendo imprescindible en la respuesta ante patdgenos) y la IL-10 (liberada por macréfagos
activados y algunos linfocitos T, que tiende a reducir la inflamacion al impedir que las células
inmunitarias elaboren otras citoquinas). Como se puede ver en la Figura 77, la sintesis de IL-6 e
INF-y presenta un aumento en el grupo glicerol a las 48 horas, pero sin ser significativo, que no
se reduce con cilastatina. Los niveles de IL-10 si que presentan una reduccién significativa en su

sintesis de ARNm, mientras que TNFa aumenta de manera muy importante. El tratamiento con
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cilastatina devuelve los niveles alterados a valores cercanos a los encontrados en el grupo
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Figura 77 Determinacion de
citoquinas inflamatorias en tejido
renal a 48h. En muestras de corteza
renal mediante RT-PCR se analizé el
ARNm de: A) IL-6, B) IL-10, C) INF-y y D)
TNFa. El grupo glicerol presenta un
aumento en la sintesis de TNFa y una
reduccion de IL-10, que se recuperan
significativamente con cilastatina. La
IL-6 y el IFN-y, parecen aumentar con el
dafio, pero no de manera significativa.
Los datos estan expresados como
media £ EEM, n = 6-10 animales por
grupo. *p < 0.02 vs. todos los grupos.
Cil: cilastatina.

Asi mismo, se midieron muchas otras citoquinas mediante arrays, pudiéndose

consultar el perfil completo analizado en el Anexo A.

2.9.4 EFECTO DE CILASTATINA EN LA ACTIVACION DEL INFLAMASOMA

Ya se ha comentado la importancia de la activacién del complejo multiproteico

llamado inflamasoma en el resultado final de la sintesis y liberacién de citoquinas como son la

IL-1B y la IL-18, y la aparicidn de muerte celular por piroptosis por la accidén de la caspasa-1. Para

conocer su implicacién en el FRA inducido por mioglobina, se estudiaron proteinas implicadas

mediante Western blot en corteza renal. En la Figura 78 se muestra la cuantificacion de NLRP3,

IL-1B y caspasa-1 a 48 horas. Como se puede ver, el grupo glicerol presenta un incremento

significativo de todas las proteinas sobre todo el sensor citosélico NLRP3 (Figura 78A), que da

lugar al ensamblaje del complejo del inflamasoma. El tratamiento con cilastatina reduce de

manera significativa la expresion de todas las proteinas.
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Figura 78. Determinacion de proteinas del inflamasoma en tejido renal a 48h. Imagenes representativas de Western blot de las
proteinas A) NLRP3, C) IL-1B, E) Caspasa-1 y B-Actina como control de carga. B) D) y F) Cuantificacion del densitometrado
respectivamente, corregido por su control de carga. Se observa un aumento en la expresién de todas las proteinas implicadas y una
reduccion significativa con el tratamiento con cilastatina. Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por
grupo. *p <0.04 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.

2.9.5 CILASTATINA REDUCE LA EXPRESION DE NFkB

Para comprobar si se producia la sintesis de NFkB mediada por la activacion del
inflamasoma y de los PRR, analizamos su expresidn a nivel proteico mediante Western bloty a
nivel transcripcional mediante RT-PCR en muestras de corteza renal a 48 horas. Como se

muestra en la Figura 79, hay un incremento significativo en el grupo glicerol de la proteina, al
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igual que su ARNm. La administracion de cilastatina reduce completamente los valores a niveles

similares a los presentados por el grupo control.
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Figura 79. Determinacion NFkB en tejido renal a 48h. A) Imagenes representativas de Western blot de NFkB y B-Actina como control
de carga. B) Cuantificacion del densitometrado corregido por su control de carga. C) ARNm de NFkB. Se observa un aumento en la
sintesis de proteina y de mensajero en el grupo glicerol, y una reduccidn significativa con el tratamiento con cilastatina. Los datos
estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.04 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.

Con estos resultados, parece que cilastatina bloquea la activacién del inflamasoma y
reduce la sintesis de NFkB, disminuyendo la inflamacién. Ademas, por si misma no ejerce ningun

efecto sobre los pardmetros valorados.

2.10 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE MOLECULAS DE ADHESION

La adhesién de leucocitos se incrementa cuando un tejido sufre un proceso
inflamatorio, por lo que el estudio de estas moléculas es clave para conocer qué efecto tiene
cilastatina sobre la inflamacion en este aspecto. Al igual que en el modelo de sepsis, se
estudiaron dos moléculas importantes en proceso de adhesién celular, VCAM-1 e ICAM-1. Se
realizd una inmunolocalizacién de VCAM-1, y se midieron los niveles transcripcionales y séricos
para ICAM-1 (Figura 80). En todas las medidas hubo un aumento de las moléculas de adhesion
que fueron reducidas significativamente con el tratamiento con cilastatina.

Cilastatina per se no ejercid ningun efecto sobre las determinaciones realizadas.
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Figura 80. Determinacion de moléculas de adhesion en tejido renal. A) Imagenes representativas de inmunolocalizacion de VCAM-
1 a 48h. Magnificacidén 20X. B) Cuantificacion de la tincion de VCAM-1. C) ARNm de ICAM-1 a 48h. D) y E) Medida en suero de ICAM-
1a48hy 72h respectivamente. Se observa un aumento en la sintesis de ambas proteinas a todos los niveles estudiados en el grupo
glicerol y una reduccidn significativa con el tratamiento de cilastatina. Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10
animales por grupo. *p < 0.03 vs. todos los grupos; #p < 0.01 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina.

2.11 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE LA TEM Y FIBROSIS

2.11.1 CILASTATINA DISMINUYE LA EXPRESION DE TGFB Y CTFG

Para analizar la aparicion de estas dos moléculas profibréticas, se realizé una
inmunolocalizacidn en secciones de tejido renal a 48 horas y se cuantificaron (Figura 81). La
expresion de estas moléculas presenta un gran incremento en el grupo glicerol, mientras que el

tratamiento con cilastatina lo reduce de manera significativa.
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Figura 81. Determinaciéon de TGFB y CTGF a 48h en tejido renal. A) Imagenes representativas de inmunolocalizacion de TGFB
(superior) y CTGF (inferior) a 48h. Magnificacion 20X. Cuantificacidon de las tinciones B) TGFB y C) CTGF. D) Imagen representativa
de Western blot de CTGF y B-Actina como control de carga. E) Cuantificacion del densitometrado corregido por el control de carga.
Se observa un aumento muy importante de ambas proteinas en el grupo glicerol y una reduccién significativa con el tratamiento

con cilastatina. Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. todos los grupos; #p <
0.03 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina.

Se realizé un estudio mediante la tincién de Rojo Sirio para ver si existia un aumento
en la formacién de fibras de coldgeno que pudieran evidenciar la presencia de fibrosis. Los
resultados mostraron que no existian diferencias significativas entre los grupos (Figura 82), pero

si que parece existir una tendencia en la formacion de fibrosis en los animales del grupo glicerol
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superior a los grupos control. Al administrar cilastatina parece que esa tincion de fibras se
reduce. Esto hace suponer que el corto tiempo empleado en el modelo, solo son 48 horas, no
permitid el desarrollo de fibrosis, aunque si indicios que sugieren que, a tiempos mayores, la
rabdomidlisis podria provocar fibrosis, activacion temprana de TGFB y CTGF y quizas cilastatina

fuera capaz de bloquear dichos procesos.
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Figura 82. Tincion de Rojo Sirio a 48h. Imdgenes representativas de coldgeno. Magnificacion 20X. Cil: cilastatina.

2.11.2 CILASTATINA BLOQUEA LA TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA

Dados los resultados anteriores en los cuales estaban incrementados los factores
inductores de TEM, se estudiaron otras moléculas mas especificas implicadas en el proceso
como Wnt5 (Figura 83). Se cuantificé su expresion mediante Western blot en corteza renal y
como se puede observar existe un incremento significativo con respecto al grupo control, que

cilastatina fue capaz de revertir.
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Figura 83. Determinacion de Wnt5 a 48h en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de Wnt5 y B-Actina como
control de carga. B) Cuantificacion del densitometrado corregido por el control de carga. Se observa un aumento muy importante
en el grupo glicerol y una reduccidn significativa con el tratamiento con cilastatina. Los datos estdn expresados como media + EEM,
n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.02 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.

Ademas, se estudiaron los niveles séricos mediante arrays de proteinas implicadas en
la activacion de la via, la adhesién y la produccién de MEC (Figura 84) como la decorina (A), la

p-cadherina (B), Notch-1 (C) y Notch-2 (D) en los dos modelos de dafio.
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Como se puede comprobar, en los animales con rabdomidlisis existe un incremento
significativo de proteinas de MEC como la decorina para ambos tiempos, al igual que de
adhesién celular como la p-cadherina. También la via Notch parece incrementada de manera
significativa a las 48 horas. La administracidn de cilastatina reduce significativamente los niveles
total o parcialmente exceptuando la via Notch a 72 horas.

El tratamiento con cilastatina per se, no tuvo ningin efecto sobre los pardmetros

estudiados.
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Figura 84. Determinacion de proteinas implicadas en la TEM en suero. A) Decorina a 48h y 72h. B) p-Cadherina a 48h y 72h. C)
Notch-1 a 48h y 72h. D) Notch-2 a 48h y 72h. Los grupos glicerol presentan un incremento de proteinas de MEC y de moléculas de
adhesion, asi como de la via de activacion de Notch. El tratamiento con cilastatina recupera los niveles significativamente salvo
Notch-1 a 72 horas. Los datos estan expresados como media * EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.03 vs. todos los grupos; #p
<0.02 vs. Glicerol + Cil. Cil: cilastatina.

2.12 EFECTO DE CILASTATINA SOBRE LA ACUMULACION DE
HIERRO

2.12.1 CILASTATINA REDUCE LA ACUMULACION DE HIERRO

Una caracteristica importante de la rabdomiélisis es la acumulacién de hierro en las
PTEC. Para estudiar el hierro férrico en el tejido renal se realizé una tincidn de Perls a 48 y 72
horas (Figura 85). Como se puede observar, los grupos control no muestran acumulacién de
hierro mientras que en los animales con rabdomidlisis el incremento es significativo (tincion

azul). En esta tincidn el hierro que aparece tefiido corresponde a aquel que no se encuentra
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asociado a proteinas. El tratamiento con cilastatina reduce drasticamente esa acumulacion de

hierro férrico.
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Figura 85. Determinacion de hierro férrico en tejido renal. A) Inmunolocalizacién del hierro férrico mediante tincion de Perls (azul)
a 48y 72 horas. Magnificacidén 40X. Cuantificacion del hierro a B) 48h y C) 72h. Se observa un aumento drastico en los grupos glicerol,
y una reduccidn significativa con el tratamiento de cilastatina. Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales
por grupo. *¥p < 0.0006 vs. todos los grupos; #p < 0.05 vs. Control * Cil. Cil: cilastatina.

2.12.2 CILASTATINA REDUCE LA EXPRESION DE FERRITINA

En la rabdomidlisis se produce una gran concentracion de mioglobina y sus derivados,
como el hierro, producto del metabolismo de su grupo hemo y que es almacenado en depésitos
de ferritina. Por este motivo se analizé si durante el FRA inducido por mioglobina se producia
algin cambio y si cilastatina tenia algiun efecto sobre su expresion. Se determind la
cuantificacion de las dos formas de la proteina (21 y 19 KDa) mediante Western blot de extractos
de corteza renal. En la Figura 86 se observa el gran incremento que se produce en animales del

grupo glicerol respecto a los controles y como cilastatina es capaz de reducirlo
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significativamente. Ademas, ésta por si sola no tuvo efecto ninguno sobre la acumulacién o

almacenamiento de hierro.
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Figura 86. Determinacion de ferritina en tejido renal. A) Imagen representativa de Western blot de ferritina (21 KDay 19 KDa) y B-
Actina como control de carga. B) Cuantificacion del densitometrado corregido por el control de carga. Se observa un aumento muy
importante en el grupo glicerol, y una reduccién significativa con el tratamiento con cilastatina. Los datos estdn expresados como
media * EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.01 vs. todos los grupos. Cil: cilastatina.
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Discusion

El FRA se define como un sindrome clinico secundario a multiples causas y que se
caracteriza por un rdpido deterioro de la funcién renal y un descenso brusco de la TFG, alterando
la homeostasis del organismo y la composicién del medio interno'”"%. Durante mucho tiempo,
la falta de criterios diagndsticos o clinicos uniformes ha dificultado el estudio de la incidencia,
prevalencia e importancia clinica del FRA3, Es méas frecuente en el paciente critico, siendo la
incidencia mas alta en UCI donde hasta el 67% de los pacientes se veran afectados por un FRA.
La mortalidad en estos casos pasa de un 27% a un 60% si existen patologias previas y hasta el
80% si existe SDMQ*23242628 | o5 asociados a sepsis, postoperatorios o toxicidad directa por
farmacos nefrotdxicos son los més frecuentes'®.

A pesar de que cada vez se tiene mas conocimiento sobre el FRA, el tratamiento apenas
se ha modificado®*. Actualmente no hay tratamiento farmacolégico especifico para prevenir y
tratar el FRA, por lo que su manejo va encaminado hacia técnicas de soporte y a eliminar la causa
que lo origina3®3®, Afecta a mas de 13 millones de personas y es responsable de 2 millones de
muertes en todo el mundo cada afio3%**, por lo que la busqueda de nuevas estrategias de
nefroproteccion se hace imprescindible.

Para prevenir el FRA endotdxico en los modelos realizados en esta tesis, utilizamos
cilastatina como novedosa alternativa terapéutica. Cilastatina se sintetizé inicialmente para
inhibir de manera competitiva a la DHP-I localizada en el borde en cepillo de las PTEC e impedir
la degradacion del anillo B-lactamico del imipenem. De esta forma, el antibidtico aumenta asi su
eficacia terapéutica y se inhibe su toxicidad al reducir su entrada en la célula?’*®87 (Cilastatina
tiene como ventaja que lleva utilizdndose en la clinica humana combinada con el imipenem
desde hace méas de 30 afios, sin presentar efectos secundarios'?%126,

Nuestro laboratorio lleva afios trabajando en la busqueda de dianas terapéuticas
frente a la toxicidad producida por fdrmacos nefrotdxicos utilizados cominmente en clinica, con
las limitaciones que eso conlleva como la no interferencia en su actividad terapéutica, razén por
la que a dia de hoy todavia no hay ningun farmaco que proteja el rifién a nivel clinico. El
problema que presentan la mayoria de estos farmacos es que dafian el rifidn, por lo que su
administracién se ve limitada a reducir su dosis o suspender el tratamiento. Evidencias previas
de nuestro grupo confirman que cilastatina, tanto a nivel in vitro como in vivo, es capaz de
proteger el rifidn frente a agresiones de toxicos que no son sustrato de la DHP-I, como la CsA,
vancomicina, gentamicina o cisplatino#160161165176 -y metaandlisis también realizado por
nuestro laboratorio con todos los datos que habia sobre cilastatina o I/C y su interaccion con
CsA, mostro que I/C reducia un 43% los niveles de creatinina en sueroy un 76% el riesgo de FRA

causado por CsA®™>, Esto nos llevé a pensar que esa accidn nefroprotectora no era debida a su
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papel inhibidor de la enzima sino mas bien a su interaccidn con ella y con la regién de la
membrana a la que se encuentra anclada, las BDC. La DHP-I esta unida de manera covalente a
un residuo GPI localizado en ellas, que son dominios ricos en colesterol e implicados en
numerosos procesos de sefializacidon y transduccidn de sefiales!33137-140,

Experimentos previos del grupo demostraron que parte de la accién protectora de
cilastatina era debido a la menor entrada de los nefrotdxicos al interior celular!#®159.165176,177,186
Ello es debido al bloqueo de la internalizacion de las BDC que afectaba asi mismo a la
sefializacion de la via extrinseca de la apoptosis, donde para que se produzca es necesaria la
internalizacion del complejo Fas/FasL. Cilastatina impide la entrada de los nefrotdxicos y de la
sefalizacion de muerte. Ante estos resultados planteamos la hipdtesis que se ha desarrollado
en esta tesis, ées cilastatina un protector universal o simplemente es un protector frente a FRA
inducido por toxicos? Por ello, en esta tesis hemos estudiado si el bloqueo de las BDC y la
interferencia con receptores localizados en las mismas mediante cilastatina podria ser (til en el
tratamiento de otros FRA no producidos por farmacos toxicos protegiendo a las PTEC de la
muerte celular, la inflamacién y el EO.

El FRA parenquimatoso de origen endotéxico incluye a la sepsis y la rabdomidlisis
debido a que en estas patologias el dafio renal se produce a través de moléculas derivadas de
los mismos y que se comportan como endotoxinas, como el LPS y la mioglobina. Son sindromes
complejos, con una fisiopatologia que cada vez es mas conocida donde la VC renal, el incremento
de la respuesta inflamatoria, la obstruccidn tubular, la citotoxicidad directa y la apoptosis estan
directamente implicados como mecanismos de dafio renal.

Durante mucho tiempo se pensé que cada agresion renal daba lugar a un tipo de FRA,
pero tras la eliminacidn del insulto el dafio permanecia. Estudios posteriores determinaron que
independientemente del tipo de agresion, las fases del FRA son comunes y que las diferentes
causas que activan los mecanismos fisiopatoldgicos comparten una via final comun'®. En
nuestro caso, ambos sindromes parecen compartir un mismo desencadenante como es la
activacion de vias de sefializacién ligadas a receptores localizados en las BDC que llevan en
ultima instancia a la muerte celular. El tdbulo proximal al reabsorber casi el 80% de todo lo
filtrado se encuentra en contacto continuo con cualquier téxico presente en la sangre®*, ademés,
las caracteristicas inmunoldgicas propias de las PTEC y la posibilidad de comportarse como APC,

las hace mas susceptibles al dafio siendo las primeras afectadas ante la llegada del insulto’.
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A. FRA INDUCIDO POR SEPSIS

La sepsis actualmente es definida como un sindrome clinico potencialmente mortal
caracterizado por una disfuncidn orgdnica causada por una respuesta descontrolada del
hospedador a una infecciéon®“8. La incidencia real es desconocida ya que depende de los
distintos criterios utilizados en cada situacién, pero se sospecha que su impacto es mucho
mayor®’. Aunque durante estas dos Ultimas décadas se ha avanzado en los procedimientos
clinicos ayudando a mejorar el reconocimiento y tratamiento de la sepsis, sigue permaneciendo
como una de las principales causas de muerte a nivel global*. EI FRA es una de las
complicaciones mas graves de la sepsis desarrollandose de forma precoz una vez que aparece.
Hasta un 60% de pacientes con sepsis desarrollard un FRA®®, con una mortalidad que puede
llegar al 70% si se dan ambas circunstancias. Por este motivo se ha hecho de la sepsis una
prioridad de salud global, pasando a estar en el punto de mira de la investigacion
biomédica*®>%%*, La fisiopatologia del FRA séptico es muy compleja e implica inflamacidn, EO,
disfuncidon microvascular y amplificacién del dano a través de la liberacién de citoquinas por las
células tubulares.

Para estudiar y entender mejor el sindrome séptico en sus distintos niveles, es
importante contar con un modelo animal adecuado y completo que reproduzca el curso clinico
de la enfermedad para poder obtener resultados fiables y reproducibles. Por ello, para el estudio
de la sepsis se eligié el modelo CLP en rata que provoca una alteracion de la barrera protectora
enddgena del animal. Es un modelo ampliamente utilizado para el estudio de la fisiopatologia
de la sepsis y estd perfectamente descrito en la literatura, siendo el que mejor mimetiza la
complejidad de la enfermedad en humanos e induce un escenario mas agresivo. Es un proceso
sencillo y de naturaleza polimicrobiana, con un foco infeccioso localizado capaz de producir una
respuesta inmune exacerbada e inducir perfiles de secrecién de citoquinas similares a la sepsis
humana. Otro de los modelos mas utilizados en investigacidn es lainduccién de sepsis mediante
la administracién de LPS, pero se descarté debido a que éste no reproduce la intensidad y
progresion del shock séptico, aunque tiene la ventaja de una alta reproducibilidad, sobre todo
en la respuesta inflamatoria provocada ya que se puede lograr en pocas horas®®'’°. Ademas, la
administracién de LPS en ratas lleva a la acumulacién de endotoxina en los tubulos proximales

sin captacion en los distales®.
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A.1 CILASTATINA MEJORA LA FUNCION RENAL Y EL DANO TISULAR

Tras la induccion de la sepsis los animales sufrieron una pérdida de peso significativa,
asi como una pérdida de la funcién renal con aumento de los niveles séricos de creatinina, BUN
y una reduccién en la TFG. La mayoria de los pardmetros bioquimicos sanguineos se ven
alterados, destacando un aumento de la AST, urea, calcio y potasio, y una disminucién del
fosforo, colesterol y albumina. Caracteristicas también del dafio renal se observan por el
incremento en la proteinuria y la reduccién de la diuresis, asi como de los niveles de potasio en
orina. Otros parametros alterados que nos dan idea de la caida de funcién renal son la
disminucién en la EFNa* y el aumento en el CIH,0. Estos resultados confirman lo obtenido en
otros estudios utilizando el mismo modelo de sepsis. La sepsis se caracteriza por una alteracién
en los parametros hematoldgicos y como pudimos comprobar, los animales sépticos
presentaban una reducciéon de leucocitos y plaguetas, propias del estado inmunosupresor que
tiene lugar en fases posteriores a la fase inflamatoria inicial®-'®, En la sepsis grave, tiene lugar
un aumento de la apoptosis de leucocitos llevando a una deplecién con la pérdida de funcidn
reguladora. Debido a la demanda de leucocitos se produce un aumento en el nimero de células
LUC, que junto con el aumento de las transaminasas confirman la existencia de infeccién®.

A nivel histoldgico se observaron alteraciones como dilatacién tubular, vacuolizacién,
bebbling, congestion y hemorragia glomerular, y formacion de depdsitos proteicos que
obstruyen la luz tubular. También hubo un aumento en la infiltracién leucocitaria y pérdida del
borde en cepillo tipico de las PTEC. La sepsis provoca principalmente dafio en el tubulo proximal
como se pudo comprobar con el incremento en la expresidon del biomarcador de dafo renal,
KIM-1, que aparece de forma precoz cuando existe una agresion, corroborando asi los datos
bioquimicos y morfolégicos obtenidos y que apoyan los estudios realizados por otros autores'®?,

Cilastatina fue capaz de recuperar los pardmetros de funcion renal, asi como el resto
de los parametros bioquimicos y hematolégicos. A nivel histoldgico se mostré una reduccién del
dafio renal, se mantuvo una estructura tisular conservada con una reduccidon de la infiltracidn
celular y de la expresion del biomarcador de dafio renal KIM-1 hasta valores normales. Otros
estudios han mostrado resultados parecidos en la proteccion del dafio renal endotoxémico.
Especificamente el 4cido teldrico, un potente oxidante, fue capaz de mejorar la funcién renal
corroborandolo a nivel histolégico, manteniendo la morfologia renal y con la reduccién de KIM-

1 como muestran los hallazgos de Mohamed AF y col.**2,
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A.2 CILASTATINA REDUCE LA MUERTE CELULAR

Aunque las vias apoptoéticas confluyen en un resultado comun, cuentan con
mediadores diferentes y pueden activarse a la vez o de manera independiente. Mientras que la
via intrinseca es dependiente de fenédmenos que tienen lugar en la mitocondria y que llevan a
activar la caspasa-9 y la caspasa-3, la extrinseca depende de la activacién de receptores de
muerte como Fas, presentes en la membrana plasmatica que llevan a la activacién de caspasa-
8 y finalmente caspasa-3.

Si por algo se caracteriza la sepsis es por el dafio mitocondrial que se produce llevando
a la apoptosis. Se sabe que se produce una hipovolemia que ocasiona una menor llegada de
oxigeno al tejido renal provocando un fallo en la utilizacion del ATP y como consecuencia un
dafio mitocondrial y elevacién de ROS. Para corroborar los datos obtenidos por varios
autores®¥193-19  estudiamos estos mediadores y como resultado obtuvimos un aumento del
ratio Bax/Bcl-2, indicando una baja resistencia de las células a estimulos apoptdticos, al igual
que se produjo un incremento en la caspasa-9 iniciadora del proceso. Esta activacién potencia
la generacién de moléculas que llevan a la via extrinseca de apoptosis, mediada por receptores
de muerte y sus ligandos, como el complejo Fas/FasL en las BDC. Hemos podido comprobar
como se produce un incremento en estas proteinas tanto del receptor Fas como de su ligando y
de la caspasa-8 iniciadora de esta via. La caspasa-3 es la ejecutora final de la apoptosis y comun
a las dos rutas, y se ha comprobado que también presenta un incremento en su expresion.
Cuando esta se traslada al nucleo activa nucleasas que rompen el ADN siguiendo con el proceso
apoptético, aumentando el numero de células TUNEL-positivas. Todos estos resultados
corroboran lo obtenido por otros autores sobre modelos de FRA inducido por sepsist®>%,
Hotchkiss RS y col. demostraron en sueros de pacientes un alto grado de deplecion de linfocitos
por muerte celular, que ratificaba el incremento de apoptosis en tejido durante la sepsis'®.

Cilastatina fue capaz de bloquear la activacién de la apoptosis tanto a nivel
mitocondrial como a través del complejo Fas/FasL, impidiendo la activaciéon de la caspasa-9y 8
y la ejecutora final caspasa-3, reduciendo asi la fragmentacién del ADN. Todos los mediadores
estudiados redujeron sus niveles de forma significativa hacia valores similares a los control.
Estudios similares de induccidén de sepsis sobre roedores utilizando moléculas bloqueantes de
caspasas, apoyan nuestros resultados ya que producian una mejora y aumento de la
supervivencia. Matsuda N. y col. utilizaron siARN de caspasa-8 y 3 obteniendo una proteccion
frente a sepsis polimicrobiana por reduccién de la apoptosis de células endoteliales vasculares®®.

Hotchkiss RS y col. utilizando dos bloqueantes de muerte celular, el z-VAD y Ig Bcl-2, y Weber P.
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y col. mediante VX-166 en modelos CLP, obtuvieron como resultado una disminucién de la

apoptosis mejorando la supervivencia®>2%,

A.3 CILASTATINA REDUCE EL ESTRES OXIDATIVO

Como se ha comentado, durante la sepsis se produce un incremento de radicales libres
gue son clave en el FRA. Hay una pérdida del equilibrio redox que dan lugar a ROS y que se
relacionan con la inflamacién y muerte celular. Para regular este aumento y evitar el EO, tiene
gue existir un balance entre la apoptosis y los sistemas antioxidantes. Existe una pérdida de
funcionalidad de estos sistemas que impiden eliminar los reactivos intermedios o reparar el
dafio resultante®®’®, Enzimas implicadas e importantes por su participacion en estos procesos
son la Cu/Zn SOD vy la catalasa®®’. Como consecuencia del EO, se produce un aumento de
peroxidacion lipidica a nivel de membrana plasmatica aumentando la concentracién de los
metabolitos secundarios que se desprenden al citoplasma. Asociadas al dafio endotdxico e
inducidas rapidamente como respuesta a situaciones de estrés para prevenir el EO, se
encuentran las HSPs. Estas son proteinas altamente conservadas y que protegen las estructuras
celulares de cambios irreversibles. Parece que su sintesis estd asociada con un descenso del
dafio a nivel oxidativo en el tibulo proximal?®2. Nuestros resultados muestran como disminuye
la capacidad antioxidante total y las concentraciones de las enzimas Cu/Zn SOD y catalasa, tanto
a nivel proteico como génico. Es posible que la célula deje de sintetizar estas enzimas para
provocar la muerte de la célula por agotamiento antioxidante y asi acotar la lesion. Asi mismo,
encontramos un incremento en los niveles de metabolitos como el 4-HNE y el MDA, marcadores
de peroxidacion lipidica. Ademas, valoramos la expresidn de varias proteinas HSP como HSP32,
HSP27 y HSP70, mostrando un aumento significativo. Todos estos resultados confirman lo
obtenido en estudios similares de FRA y sepsis?®2%, Algo importante es que HSP70 acttiia como
alarmina siendo ligando de TLR4 y activando otras vias de sefalizacion implicadas en la
inflamacién y en la eliminacién de patégenos?°®.

La administracién de cilastatina fue capaz de reducir el EO y la peroxidacidn lipidica,
recuperando los sistemas antioxidantes y por tanto disminuyendo las proteinas HSPs, ya que se
reduce el dafio endotdxico y el estrés al que se ven sometidas. Asi mismo, los metabolitos
producidos por la peroxidacion lipidica se ven reducidos hasta valores similares a los
encontrados en los animales control. Estudios similares utilizando otras sustancias que
ejercerian el mismo efecto que cilastatina, corroboran nuestros resultados: Chen H. y col.®
mediante sulfuro de hidrégeno y Xia S. y col.%° con honokiol, un polifenol natural, demostraron

atenuacidn del daiio renal asociado a sepsis via inhibicion del EO y la inflamacién. Varios estudios
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con dioscina, una saponina esteroide presente en las raices de algunas especies, han
demostrado que es capaz de aliviar el dafio renal inflamatorio inducido por LPS via
bajorregulacién de MyD88, caspasa-8/3 activas, disminuyendo citoquinas proinflamatorias y el
complejo Fas/Fasl?. Zeng H. y col?*® ademas, sefialan el incremento del dafio a la
sobrerregulacién de HSP70, ligando de TLR4, y como la dioscina es capaz de reducir sus niveles

y por lo tanto reducir el dafio, ratificando los resultados obtenidos con cilastatina.

A.4 CILASTATINA BLOQUEA LA ViA INFLAMATORIA

El papel de los PRR de membrana como el TLR2 y TLR4 son clave en el proceso
inflamatorio séptico, ya que se van a producir moléculas que se comportan como PAMPs (LPS)
y DAMPs (HSP70, ADNmit) que actuan como ligandos y su unidn activa vias de sefalizacidon que
dan lugar a la sintesis de factores que amplifican la respuesta inflamatoria. Durante la sepsis se
incrementa la concentracion de LBP y CD142%210 sjtuado éste en las BDC*¥213, También en
éstas podemos encontrar a TLR2, y algunos estudios incluirian también a TLR4, aunque parece
ser que éste se transloca a dichas BDC cuando CD14 es activado por el complejo LPS/LBP#2, Lo
que esta claro es que ambos receptores, tanto TLR2 como TLR4, aumentan su expresién durante
el proceso séptico. Hay que destacar que las PTEC presentan de base TLR4 en la membrana
celular apical y en menor medida TLR2, ya que como se ha comentado anteriormente, las PTEC
presentan caracteristicas inmunoldgicas propias y pueden comportarse como APC?1214, |3
activacion de la cascada de seializacién ocurre a través de la proteina acopladora MyD88 que
se asocia a los TLRs y aumenta su expresion de base en la células renales. Confirmando los
resultados de estos autores, encontramos una incremento en la proteina LBP, aunque en
nuestro caso observamos una reduccidn en los niveles de CD14. Existen varias posibilidades a
este resultado que estarian dandose a la vez: i) Podria deberse a la degradacion de CD14 una
vez internalizado el complejo CD14/TLR4 en una sefializacién tardia independiente de MyD882%°,
ademas la medida la determinamos en tejido renal sin valorar lo que ocurre a nivel sérico. Segun
Laugerette y col. CD14 soluble aumentaria como mecanismo compensatorio de la disminucion

218 i) Puede ser debido a la apoptosis que ocurre

de CD14 de membrana inducido por sepsis
durante el FRA séptico como se ha comentado anteriormente. iii) Segun varios autores, CD14 es
capaz de formar agregados con otras moléculas como HSP70 y fosfolipidos oxidados,
provocando la activacién de otras vias inflamatorias por endocitosis independiente de
TLR4%7218 También observamos un aumento en ambos PRR junto con su proteina acopladora

MyD88, aunque a nivel transcripcional ésta no presentd ningln cambio. Durante esta activacion

se produce la liberacién de NFkB y citoquinas como IL-6 o TNFa, importantes en patologias con
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componente inflamatorio como es la sepsis siendo clave para la activacidon de otros procesos
que potencian el dafo inflamatorio. Pudimos comprobar como existe un aumento en la sintesis
tanto de NFkB como de IL-6 en animales sépticos, aunque a nivel transcripcional, la IL-6
presentaba una reduccion al igual que el receptor TNFR1. Esta reduccién en el receptor coincide
con los bajos niveles detectados de TNFa en suero, y como afirma Villa P. y col. en un modelo
similar en ratén, en el modelo CLP de sepsis polimicrobiana el TNFa ve reducido sus niveles 200
veces en comparacion con el modelo LPS?%°, A partir de las 8 horas no consiguieron detectarlo,
proponiendo que sus niveles se encontrarian aumentados en tejidos implicados en la producciéon
de TNFa, regulados por su receptor.

El tratamiento con cilastatina disminuyd la expresidn de los receptores TLR2 y TLR4, y
su proteina acopladora MyD88, asi como incrementd los niveles de CD14. Al bloquear las BDC
se estaria impidiendo la activacién e internalizacion de estos receptores presentes en la misma
por su unién con la DHP-I. Con cilastatina también observamos una reduccion de LBP. Esa
interferencia en las BDC provocaria que el LBP no presentara correctamente el LPS al CD14 vy al
no poder activarse la via de sefializacién junto con una disminucidn en los niveles de LPS,
provocaria una reduccién en su sintesis??°. Ese bloqueo en las balsas, provocaria también un
aclaramiento, ya sea del propio complejo LPS/LBP o por detoxificacion del LPS al ser transferido
desde el LBP a proteinas HDL?2. Por otro lado, un aumento de CD14 soluble tendria un efecto
protector al favorecer la detoxificaciéon de LPS y de igual manera, la transferencia del LPS a

216222 Quedarian bloqueadas tanto la via TLR2/MyD88 como la via

lipoproteinas
TLR4/CD14/MyD88, asi como la activaciéon via CD14, por lo que la sintesis y liberacion de NFkB
y de IL-6 se verian disminuidas. Resultados similares de proteccidon en modelos de induccién de
sepsis en roedores con distintas estrategias terapéuticas, corroboran nuestras observaciones??~
225 Bor-Chyuan Su y col. utilizando epinecidina-1, un péptido polimicrobiano, demostraron como
éste interferia en la interaccion entre LPS/LBP compitiendo con el LPS por la unién a la superficie
celular evitando la endocitosis de TLR4, resultando en la inhibicién de la formacidon de ROS
inducidas por LPS, en la sintesis de NFkB y la subsecuente liberacidn de citoquinas. Zhao H. y col.
realizaron ensayos con betulina, compuesto natural de tipo alcohdlico, mostrando una
atenuacion del dafio renal inducido por CLP mediante la mejora de la funcion renal y una
reduccion en la secrecion de citoquinas proinflamatorias en el rifion séptico. Fue capaz de
reducir el ARNm de TLR4 e inhibir la sintesis de NFkB. Estudios de Yu C. y col. con rhein, un
compuesto vegetal con actividad antimicrobiana contra S. aureus, mejoraron la funcién renal y

la morfologia tisular, asi como redujo la inflamacion mediada por NFkB y la apoptosis, a la par

gue mejoro la supervivencia.
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El inflamasoma tiene un papel muy importante en el proceso séptico ya que amplifica
la respuesta inflamatoria. Una vez que tiene lugar la primera seiial de activacion a través de los
PRR liberandose NFkB, junto con la segunda sefal que implica el dafio mitocondrial, formacion
de radicales libres y/o pérdida de potasio, se produce el ensamblaje del complejo??. Hemos
comprobado como la sepsis incrementa tanto el sensor NLRP3 como la caspasa-1 efectoray la
IL-1B, citoquina liberada tras su maduracién, tanto a nivel de proteina como de ARNm,
reproduciendo lo obtenido en modelos similares de induccidn de sepsis??”?2® que muestran la
relevancia del inflamasoma en esta patologia. Cilastatina parece que impide la activacion del
inflamasoma reduciendo la sintesis y liberacidn de sus componentes. El bloqueo de las BDC
donde se localizan los PRR junto con los receptores de muerte como Fas, tras la unidn
cilastatina/DHP-I, podria llevar a una alteracién en la membrana que impediria la activacion de
estas vias de sefializacidn bloqueando la apoptosis, el dafio mitocondrial*®® y el ensamblaje del
inflamasoma, reduciendo la liberacién de NFkB y otras citoquinas proinflamatorias como la IL-6
y la IL-1B. Estudios similares sobre el bloqueo del inflamasoma y la consiguiente reduccion del
dafio apoyan nuestros resultados obtenidos??2%L, Especificamente, Giamarellos-Bourboulis EJ.
y col. mediante la inhibicién de la activacién de la caspasa-1y la consiguiente disminucién en la
produccién de IL-1B; y Wang P. y col. utilizando CO exdgeno, disminuyeron el dafio renal
inducido por sepsis y la activacion del inflamasoma NLRP3.

Debido al ambiente séptico y a las citoquinas circulantes, se produce una activacion
del endotelio que favorece la expresion de moléculas de adhesidn endoteliales para facilitar la
llegada de leucocitos, como p-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 en los capilares peritubulares. A su
vez, estas moléculas llevan a la activacion de leucocitos creando un circulo vicioso que amplifica
y perpetua la respuesta inflamatoria®®?. Ademads, se produce una pérdida de las uniones
intercelulares que mantienen ancladas la células entre si y a la membrana basal para favorecer
su extravasacion. Durante el proceso séptico el tejido renal se ve afectado por un aumento en
la concentracién de macréfagos activados por las células dendriticas, que se encargardn de
eliminar la infeccion y las células muertas producidas, asi como de la activacion de otras células
inmunes?3¥23*, Este hecho pudimos comprobarlo con el aumento en la expresién de moléculas
de adhesiéon VCAM-1 e ICAM-1, asi como del marcador de macréfagos CD68 y de la proteina
quimiotéctica MCP-1 implicada en la migracién y reclutamiento de leucocitos?®.

La administracion de cilastatina y el bloqueo de la activacién de la via inflamatoria,
llevo a la reduccién en la expresién de moléculas de adhesion y con ello la infiltracién celular,
como se pudo comprobar con la reduccién de leucocitos, tanto a nivel hematoldgico como a

nivel de marcadores monocito/macréfago, reduciendo asi la amplificacion de la inflamacién y
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protegiendo el rifiédn. Wang X. y col. realizaron un estudio similar de induccién de sepsis
mediante CLP en ratén y demostraron que resveratrol, un antioxidante, era capaz de atenuar la
inflamacidén microvascular via disminucion de la expresién de moléculas de adhesion vy

mejorando la supervivencia, de la misma forma que hemos encontrado con cilastatina?3.

A.5 CILASTATINA REDUCE LA APARICION DE FIBROSIS

Un dafo mantenido en el tiempo como ocurre durante la sepsis y una mala reparacién
tisular va a provocar un cambio de fenotipo desde el perfil epitelial al mesenquimal,
aumentando la expresion de proteinas como la vimentina. Asi mismo, tiene lugar una pérdida
de las uniones tanto estrechas como adherentes, que junto con la via TLR/inflamasoma NLRP3

conduciria al desarrollo de fibrosis!!3237.238

incrementando moléculas profibréticas como TGFB y
CTGF. Estas aparecen de forma precoz y en nuestro modelo de dafio a las 48 horas de inducir la
sepsis, observamos como se incrementan sus niveles. Aunque se expresan estas moléculas
profibréticas de forma temprana, no apreciamos diferencias significativas en la aparicidon de
fibras de colageno, debido posiblemente a la corta duracidn del modelo, 48 horas, que no es
suficiente para generar una inflamacidn crénica y desarrollo de fibrosis, tal y como podriamos
encontrar en un FRC, aunque estas vias moleculares ya se habrian iniciado.

La administracion de cilastatina evité la pérdida de uniones intercelulares
manteniendo los niveles de Z0O-1, proteina de unidn estrecha, y reduciendo los niveles de
vimentina, marcador mesenquimal. También se produjo una disminucidn de los marcadores
profibrdticos, indicando que cilastatina es capaz de bloquear de manera precoz la aparicion de
TEM, asi como el desarrollo de fibrosis que haria progresar hacia un FRC. Aparte, todos los
resultados obtenidos nos indican que cilastatina es capaz de reducir el FRA inducido por sepsis,
en su vertiente apoptdtica, oxidativa e inflamatoria, que ademas se relaciona con el aumento
de la supervivencia como se pudo demostrar en el estudio realizado en un modelo mas severo
de sepsis. En este ensayo, la mortalidad se redujo un 33% con la administracidn de cilastatina.
Otros estudios similares realizados con otras intervenciones terapéuticas apoyan nuestros
resultados, como el de Castellano G. y col. que utilizando la adsorcidn por filtracion de plasma
asociado a citrato (CPFA), redujeron los niveles de factores profibroéticos y la TEM. Silva JB. y col.
mediante mediadores lipidicos (ATRvD1), atenuaron el dafo tubulointersiticial renal reduciendo
la inflamacidn y los mediadores pro-fibréticos tras sepsis. De la misma forma, Hiimmeje-Oppers
F. y col. con fosfatasa alcalina, hidrolasa responsable de eliminar fosfatos, y Hsu YH. y col. con
lactoferrina, glicoproteina presente en la leche, tendrian efectos renoprotectores en el FRAy la

fibrosis renal tempranalt%239-241,
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B. FRA INDUCIDO POR RABDOMIOLISIS

La rabdomidlisis es un sindrome clinico que se caracteriza por la destruccion del
musculo esquelético, provocando la liberacion de componentes intracelulares a la sangre que
son toxicos en otros ambientes bioldgicos, incluyendo el rifidn2*22%3, La incidencia es dificil de
establecer por la falta de registros actualizados y estudios epidemioldgicos exahustivos®!, pero
se sabe que el FRA es la complicacién mds grave. Hasta un 55% de pacientes que sufren una
rabdomidlisis desarrollard un FRA? con una alta mortalidad, hasta casi el 60% en el paciente
critico cuando se presentan ambas circunstancias®’. Para estudiar los principales mecanismos
fisiopatoldgicos del FRA inducido por rabdomidlisis y comprobar el efecto ejercido por
cilastatina, realizamos en rata un modelo de rabdomidlisis inducido por glicerol. Este modelo
estd ampliamente descrito y desarrollado en la literatura y reproduce fielmente el sindrome
clinico humano?*2%,

Los mecanismos que producen el dafio tubular cada vez se conocen mejor, jugando un
papel clave la acumulacidn de mioglobina y sus productos de degradacién. El hierro contenido
en la hemoproteina mioglobina es uno de los factores patogénicos del FRA inducido por
rabdomidlisis. La mioglobina liberada desde el musculo dafiado es rapidamente filtrada por el
glomérulo y absorbida por las PTEC via receptor endocitico megalina/cubulina. En el interior
celular la mioglobina puede rotar entre varios estados oxidativos encabezando la formacién de
ROS citotdxicos y promoviendo peroxidacion lipidica. El hemo libre y/o hierro generados por la
rotura de la mioglobina intracelular puede catalizar ademds la produccion de ROS via reaccion
de Fenton. Asi mismo, la mioglobina extracelular en el lumen tubular forma cilindros proteicos
que pueden llevar a la obstruccidn tubular. Los cristales de acido urico liberados por las células
dafiadas también potencian esta obstruccidn al precipitar en medio acido?*?%®, Los tejidos
dafiados e isquémicos exponen al organismo a PAMPs/DAMPs y a EQ, iniciando una compleja
respuesta inmunofisioldgica que da lugar a alteraciones macro y microcirculatorias en el rifidn,
y a un deterioro funcional. La activacion simultanea de los componentes de la inmunidad innata,
incluidos los leucocitos, los factores de coagulacion y las proteinas del complemento, impulsa la
inflamacidn renal y el dafio glomerular. Esta respuesta inmunitaria es también una parte integral
de la intensa interrelacidon postraumatica entre los rifiones, el sistema nervioso y otros érganos,
lo que agrava la disfuncién multiorganica. Los procedimientos terapéuticos para el tratamiento
de los traumatismos pueden tener un doble efecto, ya que estabilizan el tejido y los érganos

lesionados y al mismo tiempo pueden agravar la lesién renal®¥.
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Actualmente no existe tratamiento salvo el encaminado a tratar la causa que produce
la rabdomidlisis y de apoyo temprano de restablecimiento de fluidos. Aunque la mayoria de los
pacientes se recuperan una vez desaparece la causa, en conflictos bélicos, desastres naturales o
accidentes, urge tener un tratamiento rapido y efectivo que prevenga el FRA al que dara lugar
este sindrome.

Para valorar cilastatina como nefroprotector, realizamos un modelo de FRA inducido
por rabdomidlisis en ratas de 48 y 72 horas de duracion. Los resultados mostrados se basan en
el modelo de 48 horas, si bien es cierto que se incluyen determinados pardmetros a 72 horas
debido a su relevancia en el desarrollo del estudio, que sirve asi mismo para comparar el

desarrollo temporal del FRA.

B.1 CILASTATINA MEJORA LA FUNCION RENAL Y EL DANO TISULAR

La rabdomidlisis presenta una fisiopatologia compleja que implica disfuncién vascular,
inflamacidn, EO y apoptosis. La complicacién mas grave es el FRA como pudimos comprobar en
animales con rabdomidlisis. Observamos como sufren una pérdida de funcién renal con
aumento de creatinina y BUN, y una reduccidn importante de la TFG?*8. Ademds, sufrieron una
pérdida de peso significativa con hipertrofia renal tanto a 48 como a 72 horas, debido a la
poliuria y deshidratacion. La proteinuria también indicativa de pérdida de funcién renal se
incrementd notablemente sobre todo a 48 horas debido a la liberacién masiva de mioglobina.
El calcio es un parametro importante dentro del FRA mioglobinurico y debido a su acumulacion
intracelular se produce un disminucién en suero, como pudimos comprobar a ambos tiempos
de dano. El resto de los parametros bioquimicos también se vieron alterados, como el aumento
de transaminasas, la LDH y el potasio, estos liberados al medio tras la ruptura de las células
musculares. El sodio inicialmente se reduce al ser secuestrado junto con el calcio al interior
celular y se ven aumentados la excrecidn fraccional de sodio y de agua, y el aclaramiento de
agua libre. En orina los valores también se vieron alterados corroborando asi la pérdida de
funcién renal®**%° A 72 horas los datos parecen normalizarse en sangre, pero en orina siguen
permaneciendo alterados.

Para comprobar sobre el tejido renal la existencia de FRA que mostraban los datos
bioquimicos, realizamos un estudio histolégico. EI FRA mioglobinurico se caracteriza por la
formacién de cilindros proteicos que provocan obstruccién tubular, infiltracién leucocitaria y
muerte celular. Pudimos observar la presencia de gran cantidad de tubulos obstruidos que eran
mas abundantes a 72 horas, y sobre todo a nivel medular. También observamos infiltrado celular

y zonas hemorragicas, asi como una mayor cantidad de células en mitosis a 48 horas que a 72,
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lo que podria indicar una activacion temprana de los procesos de reparacion que se veria
disminuida a tiempos mds largos. La mioglobina tiene efectos téxicos directos sobre las células
tubulares y sobre todo se ven afectadas las PTEC ya que éstas presentan el complejo
megalina/cubilina, via de entrada de la mioglobina al interior celular®*®2*°, Pudimos comprobar
como se ven afectadas estas células al determinar la expresidn del biomarcador de dafio renal,
KIM-1, que se ve incrementado de manera radical en los animales con rabdomidlisis, tanto a
nivel de tejido como en suero. Este resultado es similar al obtenido en modelos parecidos
realizados en roedores?®?, en los que también se induce dafio renal mediante administracién de
glicerol.

Cilastatina mejora los pardmetros de funcién renal, devolviendo los valores a un nivel
parecido los observados en el grupo control. Destaca el aumento de proteinas en orina a las 48
horas que cilastatina no es capaz de revertir, siendo debido esto a la gran cantidad de mioglobina
liberada. A las 72 horas el incremento de proteinas es ligeramente menor y cilastatina es capaz
de revertir los valores. A nivel histoldgico, cilastatina mantuvo la morfologia tubular y redujo los
signos de dafo, aunque se mantuvo la obstruccidn sobre todo en tubulos distales. La expresién
del biomarcador KIM-1 se vio también reducida tanto en tejido como en suero. Garcia Reis N. y
col. demostraron que el calcitriol, analogo de la vitamina D, de manera similar a cilastatina, tenia
efectos protectores frente al FRA inducido por rabdomidlisis, siendo capaces de reducir tanto la
EFNa* como restablecer la TFG, efectos asociados con la disminucién del dafio oxidativo y la

inflamacion?®2.

B.2 CILASTATINA REDUCE LA MUERTE CELULAR

El FRA inducido por rabdomidlisis se caracteriza por presentar alteraciones vasculares
como VC renal y disfuncién endotelial. Esto implica una alteracion en la llegada de oxigeno al
tejido y una mala utilizacion del ATP, generando dafio mitocondrial y liberando radicales libres
que dafian la integridad celular y llevan a la activacién de la via intrinseca de la apoptosis®>.
Nuestros resultados muestran un incremento de Bax y una reduccién de Bcl-2, por lo que el ratio
Bax/Bcl-2 haria a las células mas susceptibles a la apoptosis. Ademas, la caspasa-9 efectora
también presentd un incremento en su expresion. Esto nos llevd a estudiar la implicacion de la
via extrinseca de la apoptosis, ya que, tras la agresién, se generan moléculas de muerte que
amplifican el dafio celular como el complejo Fas/FasL y el posterior reclutamiento y activacién
de caspasa-8, que inicia la cascada de sefializacidn llevando a la muerte celular. Los animales
con rabdomidlisis presentaban un aumento de estas proteinas, lo que implica que tras la

formacion del complejo Fas/FasL, éste trimeriza y se internaliza, activando la caspasa-8 y la via
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extrinseca de la apoptosis. Ambas rutas llevan a una via comun, la caspasa-3 ejecutora que
aumenta en el FRA inducido por glicerol y se transloca al nicleo activando nucleasas que
fragmentan el ADN. Pudimos comprobar como los animales con rabdomiélisis presentaban un
aumento en la expresidn tanto de caspasa-3 como del nimero de células TUNEL-positivas, sobre
todo a 72 horas, que implicaria ese proceso de fragmentacién del ADN. Estos resultados
confirman los estudios realizados por otros autores en los que el FRA mioglobinurico induce
apoptosis, ya sea a nivel in vitro o in vivo®*?>,

Cilastatina fue capaz de impedir la activacion de la apoptosis mediante el bloqueo de
la internalizacion de las BDC e interfiriendo por tanto con la internalizaciéon del complejo
Fas/FasL y su trimerizacién. Las moléculas de FasL se soltarian de su receptor Fas bloqueado y
se liberarian por la orina, dejando de actuar sobre las células renales y de amplificar la senal de
muerte. También se redujeron las caspasas implicadas en ambas vias de apoptosis y la
consiguiente disminucién de la fragmentacion de ADN. Un estudio realizado por Homsi E. y col.
sobre inhibicion de caspasas en FRA inducido por glicerol ratifica nuestros resultados, poniendo
de manifiesto la importancia del sistema de caspasas en la patogénesis del FRA inducido por
rabdomidlisis®. Wang Y. y col. también consiguieron mejorar el FRA inducido por rabdomidlisis
inhibiendo las dos vias de la apoptosis, tras la administracion temprana de fasudil, inhibidor

especifico de Rho-quinasa®®.

B.3 CILASTATINA REDUCE EL ESTRES OXIDATIVO

La mioglobina liberada a la circulaciéon es endocitada por las células tubulares
induciendo rutas pro-oxidantes de dafo, tanto por la mioglobina directamente como por sus
productos de degradacién (hemo libre/hierro), que inducen la formacion de radicales libres y de
la aparicidn de EO?’. Aunque existen los sistemas antioxidantes, estos se ven sobrepasados y
los sistemas depurativos como la haptoglobinay el SER se saturan. De esta forma, se ve reducida
tanto la capacidad antioxidante total, como las enzimas Cu/Zn SOD y catalasa. Algunos estudios
han mostrado que cantidades insuficientes de SOD da lugar a la formacidn de ROS, por lo que
su actividad es fundamental para prevenir el EO%%%, Pudimos comprobar como la capacidad
antioxidante total esta reducida al igual que la Cu/Zn SOD tanto a nivel proteico como génico, lo
que indicaria, al igual que en el FRA inducido por sepsis, que se estaria provocando la muerte
celular por agotamiento enzimatico y asi acotar la lesién. De igual modo los niveles de catalasa
también se vieron reducidos. La aparicion de EO da lugar a la peroxidacién lipidica y a la
formacién de metabolitos bioactivos como el 4-HNE. Nuestros resultados muestran un

incremento de esta molécula que se correlaciona con la disminucion de los sistemas
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antioxidantes. Las proteinas HSP se expresan cuando hay daino endotdxico para reducir el dafio
oxidativo. Nuestros resultados muestran un aumento en la expresion de HSP27 lo que indicaria
una relacion con la proteccién celular frente al EO y la apoptosis. En cuando a la HSP70, nuestros
resultados muestran una reduccion de sus niveles. Esto podria deberse a que cuando aparece la
agresion se comporta como alarmina, movilizandose a la membrana actuando como ligando de
TLR4 y su posterior degradacién tras la internalizacidon del receptor. Otra posibilidad es que
forme agregados con la Cu/Zn SOD, ya que segun Shinder G. y col. mutaciones en esta enzima
facilitaria la formacién de agregados y reduciria su disponibilidad®®. Se podria pensar en cuanto
a la SOD, que la presencia de mioglobina provocaria algun cambio en ella inactivandola, lo que
no estaria respaldado por la reduccidn en los niveles de ARNm.

El tratamiento con cilastatina reduce el EO y la consiguiente aparicidon de peroxidacién
lipidica. Es capaz de reducir la formacidén de radicales libres evitando el dafio mitocondrial y la
muerte celular. Restaura los sistemas antioxidantes haciendo que las células sean capaces de
combatir la formaciéon de ROS y RNS. Nuestros resultados confirman lo obtenido por otros
autores utilizando otras estrategias terapéuticas frente al FRA mioglobinurico. Por ejemplo,
AlBasher G. y col. mediante nanoparticulas de selenio demostraron nefroproteccién por
reduccion de alteraciones bioquimicas, celulares e histolégicas producidas por el glicerol, asi

como de mediadores oxidativos y apoptdticosP,

B.4 CILASTATINA BLOQUEA LA ViA INFLAMATORIA

La inflamacion es una de las vias principales de dafio renal durante la rabdomidlisis. Se
produce un aumento en la sintesis y liberacidn de citoquinas y quimioquinas, favoreciendo la
infiltracidn leucocitaria, principalmente macréfagos y de la expresiéon de MCP-1. Nuestros
resultados muestran cdmo se incrementan sus niveles tanto en tejido como en suero, asi como
CD68 (marcador de macréfagos), siendo resultados similares a lo obtenido por otros autores?®,
Los macréfagos con un papel clave en el FRA mioglobinurico, presentan distintos fenotipos como
los M1 o proinflamatorios, M2 antiinflamatorios y los naive M0%. Al inicio del dafio predominan
los tipo M1 de perfil proinflamatorio (Arg-2), que posteriormente pasa a un tipo M2
predominante (CD163) que ademds actia como secuestrador de grupos hemo®*182, A las 48
horas del dafio, nuestros resultados muestran un perfil predominante de tipo M2, posiblemente
para tratar de reducir el dafio provocado por la mioglobina. El ligando de CD135 (FLT-3L) que
también aumenta el nimero de linfocitos y es crucial para el desarrollo de células dendriticas,
se incrementa sobre todo a las 72 horas. La activacién de células dendriticas en los érganos

linfoides permite la llegada de M2 al foco inflamatorio®*.
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Estudiamos a nivel transcripcional la expresidon de algunas citoquinas importantes,
como la IL-6, IL-10, IFN-y y TNFa. Observamos como existe un aumento de TNFa, pero una
reduccion a nivel sérico, posiblemente porque se localicen los mayores niveles en el tejido

local®®®

, a la reduccion en los niveles de M1, bajos niveles de CCL3/Mip-1a y la deplecién de
leucocitos; una reduccién de la IL-10 liberada por M2, mientras que a nivel sérico se vio
aumentada aunque no significativamente; el IFN-y y la IL-6 no presentaron cambios, pero a nivel
sérico aparecen reducidos, posiblemente por la reduccidén de Mip-1a. Aunque la subunidad
CD130/GP130 de los receptores de IL-6, si que presenta un gran aumento. Esto puede deberse
a que otros ligandos como el factor neurotroéfico ciliar (CNTF) se unan y favorezcan su expresion
evitando la unién de IL-6%°2,

Komoda y col. ya demostraron el papel patogénico crucial del inflamasoma llevando a
la activacidon de caspasa-1y liberacidn de citoquinas proinflamatorias IL-1B/1L-18, asi como el
hemo libre fue identificado como un potente activador dependiente de ROS®. Como ya se ha
comentado anteriormente, para su activacién se requiere de una primera sefial que tiene
relacidn con la unidn de los PRR a sus ligandos. Se sabe que TLR4 tiene como ligandos el HSP70
y el hierro procedente del grupo hemo de la mioglobina, lo que desencadenaria la sintesis de
NFkB con la implicacién del receptor megalina®®. Todo ello junto con el dafio mitocondrial, la
formacién de ROS y/o pérdida de concentracidn de potasio, llevarian a la sintesis y ensamblaje
del inflamasoma. Nuestros resultados lo corroboran, ya que observamos un incremento tanto
de la proteina sensor NLRP3 como de la caspasa-1, dando lugar a la muerte celular por piroptosis
y a la liberacién de citoquinas proinflamatorias como la IL-1B, aunque a nivel sérico no mostré
un incremento significativo. Esto posiblemente es debido a que el nivel de IL-1RA, antagonista
del receptor de IL-1a y B estda muy aumentado en suero lo que impediria su unién. Ademas,
comprobamos cdmo se produce un aumento tanto a nivel proteico como génico de NFkB. Esto
reproduce lo mostrado en otros estudios similares realizados en roedores'®. En este caso no
valoramos la expresién de TLR4, pero si que a nivel sérico determinamos la proteina TREM-1,
que es un receptor de activacion expresado en células mieloides que activa la respuesta
inflamatoria mediada por monocitos y neutréfilos. Se comporta como un TLR, liberando
citoquinas y aumentando la expresion en la superficie celular de marcadores de activacion
celular. Observamos como se incrementa a 48 horas siendo mas significativa a las 72 horas,
corroborando lo observado por otros autores242%,

Cilastatina fue capaz de reducir la inflamacion inducida en el FRA mioglobinurico
mediante el bloqueo de las BDC, impidiendo la correcta activacion del inflamasoma por bloqueo

de TLR4 y de los complejos Fas/FasL que llevan a la apoptosis. Se reducen la liberacién de NFkB,
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asi como citoquinas proinflamatorias y la infiltraciéon leucocitaria. Resultados similares
mostraron Huang R. y col. mediante inhibicidn inflamatoria en modelos de FRA inducido por
rabdomidlisis®®’. Huang N. y col. mediante la delecién de NLRP3, mostré proteccion frente a la

inflamacién por reduccién de sintesis de IL-1p%6,

B.5 CILASTATINA REDUCE LA APARICION DE FIBROSIS

Las moléculas de adhesidn presentes en leucocitos, células epiteliales y endoteliales,
se encargan de la unidn intercelulary con la MEC. En procesos inflamatorios su expresidon cambia
y se incrementan para favorecer la migracion e infiltracion celular. Esto fue corroborado por
nuestros resultados en los que los animales con rabdomiélisis presentaban un incremento en la
expresion de VCAM-1 e ICAM-1, tanto a nivel proteico como génico y sérico. También valoramos
en suero L-selectina, expresada en leucocitos que permite su union al endotelio y el rodaje,
paso critico en la respuesta inmune, y permite su entrada en érganos linfaticos secundarios
donde son activadas®®. Fractalquina, un quimioatrayente de monocitos, NK y células T, que es
expresada en monocitos durante condiciones inflamatorias, también aumentd su expresion.
Cuando esta presente los mecanismos de adhesion de leucocitos se alteran y pasa a ser una
molécula de adhesién permitiendo la extravasacion de leucocitos a través de la pared vascular
al tejido?’°. Cilastatina reduce la expresion alterada de estas moléculas a todos los niveles.

Tras un dafio, la reparacion implica una reepitelizacidon donde el tejido es reemplazado
por tejido conectivo. Una mala reparacién puede llevar a la TEM y desembocar en un proceso
fibrético. Un proceso inflamatorio crénico o que lleve a un incremento en la produccién de MEC
puede llevar a un FRC. Hay factores que inducen esta TEM como el TGFB, NFkB, la via Notch?’%272
y la Wnt/B-catenina. Nuestros resultados muestran como ya en tiempos cortos de dafio
aparecen fibras de coldgeno en el tejido renal, si bien no es un aumento significativo, parece
que a tiempos mas largos podria desarrollarse un proceso fibrético. Para ahondar mas en este
aspecto estudiamos las proteinas TGFB y CTGF, que participan en la TEM, y progresion y

desarrollo de fibrosis?’3%74,

Nuestros resultados corroboran lo establecido hasta ahora,
mostrando un incremento en la expresion de manera precoz de ambas proteinas inductoras.
Para complementar estos datos ya que anteriormente habiamos observado el incremento de
TGFB y de NFkB, analizamos la expresion de varias proteinas entre ellas Wnt5 en tejido renal y
a nivel sérico y otras implicadas como: la decorina; p-cadherina y Notch 1-2 (regulador de
interacciones intercelulares); JAM-A, importante en la formacién de uniones estrechas

epiteliales e involucrada en la integridad de la barrera epitelial; y galectina-1, que modula la

interaccion intercelular y con la MEC. Nuestros resultados mostraron un incremento de la
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proteina Wnt5 y en la expresion de decorina, componente de tejido conectivo que potencia la

275 Obtuvimos, para complementar este

actividad de TGFp e inhibe la regulacién del ciclo celular
resultado un gran incremento de GAS-1, proteina de arresto celular, caracteristico de la TEM, a
las 48 horas. También aumenté la p-cadherina y las proteinas Notch 1y 2, junto con el resto de
las proteinas medidas. Todos estos resultados, confirman que la activacion de la sefializacion
por TGFB contribuye al cambio de un estado mesenquimal y estado profibrético, induciendo la
transicion a miofibroblastos y liberacion de coldgeno. Como marcador mesenquimal,
determinamos la citoquina SCF o KIT-ligando, que se une a su receptor CD117. Es producida por
fibroblastos y células endoteliales, y su unién activa la migraciéon de células madre. Nuestros
resultados mostraron un gran incremento a las 48 horas que fue mayor a las 72 horas.
Valoramos en suero inhibidores de la metaloproteinasas de matriz, TIMP1 (MMP-7,
MMP-9, MMP-1 y MMP-3) y TIMP2 (MMP-2) observando un incremento en los niveles, por lo
gue las peptidasas encargadas de degradar la MEC estarian bloqueadas y habria un aumento en
su formacidn. A las 72 horas los valores se normalizan por lo que se activarian de forma precoz.
Cilastatina es capaz de bloquear la TEM evitando de forma temprana la sintesis de
factores inductores y reduciendo la formacion de MEC, evitando y protegiendo del desarrollo
y/o progresién a FRC. DiRocco D. y col. realizaron un estudio en el que la inhibicion de CDK4/6
(kinasa dependiente de ciclina) inducia un arresto del ciclo de las células epiteliales tubulares,
mejorando la funcién renal, disminuyendo los marcadores inflamatorios y la infiltracién de

macréfagos llevando a la reduccidn del FRA?S,

B.6 CILASTATINA REDUCE LA ACUMULACION DE HIERRO

La liberacion del hierro catalitico desde el grupo hemo de la mioglobina es clave para
entender el FRA mioglobinurico. Cuando el grupo hemo es degradado, el hierro se almacena en
forma de ferritina, pero si los sistemas de degradacidn se ven superados se puede acumular en
el interior celular provocando ROS llevando a EO y peroxidacién lipidica®>?”’. Ademas, se
comporta como DAMP activando la via inflamatoria a través de TLR4. En la luz del tubulo, el
ambiente acido provoca que el hemo se disocie provocando también ROS que dafian a la célula.
Para comprobar la distribucién del hierro en la célula realizamos una tincién que pone de
manifiesto dénde se localiza y que tife especificamente este hierro catalitico. En ambos tiempos
de daio, observamos un incremento brusco de los depdsitos de hierro al igual que un aumento
en los niveles de ferritina en los animales dafados. Cilastatina fue capaz de reducir la

concentracién de ferritina y de los depdsitos de hierro localizados en el tejido renal.
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Estudios similares al realizado aqui con diferentes estrategias terapéuticas destinadas
a disminuir la inflamacion, el EO o la muerte celular confirman nuestros resultados demostrando
como la inhibicién de estas vias producen proteccidn frente a la rabdomidlisis?’7284: Gois P. y
col. usando alopurinol, inhibidor de oxidasa xantina; Wu J. y col. y Guerrero-Hue M. con
curcumina, sustancia antiinflamatoria, o Soares da Silva H. y col. con catelicidina, un péptido
antimicrobiano, demostraron una reduccién de la disfuncién renal por disminucién del EO,
apoptosis e inflamacion. Un modelo de FRA inducido por glicerol en ratén utilizando cilastatina
como nefroprotector, obtuvo resultados similares a los obtenidos en esta tesis a nivel de mejora

de la TFG por interferencia con megalina y aclaramiento de mioglobina®®.

C. CILASTATINA COMO NEFROPROTECTOR FRENTE AL FRA
PARENQUIMATOSO ENDOTOXICO

Por los hallazgos encontrados en la tesis doctoral, hemos comprobado de forma
extensa como cilastatina, un inhibidor de la enzima DHP-I renal, es capaz de prevenir y proteger
frente al FRA parenquimatoso de origen endotéxico inducido en este caso tanto por sepsis como
por rabdomidlisis, lo que unido a la proteccidon que ya se habia observado frente a farmacos
téxicos, hace de cilastatina un protector universal frente al FRA.

Los resultados nos proporcionan evidencias consistentes de que cilastatina puede
reducir en los modelos estudiados el FRA inducido por agentes endotdxicos, interfiriendo con la
activacion de receptores o moléculas implicadas en vias de dafio, como los receptores de muerte
Fas (que corrobora todo lo que habiamos estudiado hasta ahora con farmacos téxicos), que dan
lugar a la reduccién de las vias de muerte celular, y la posterior amplificacion del dafio, mediante
la disminucidn de la activacidon de NFkB y del inflamasoma. Ademas, interfiere en la entrada de
mioglobina al interior celular que se produce a través de megalina®®?’ reduciendo su
citotoxicidad, generdndose menos grupo hemo/hierro, y por consiguiente menos ROS,
reduciendo la muerte celular. En el caso de sepsis, ademas favoreceria el aclaramiento de los
complejos LBP/LPS reduciendo la activacién de los TLRs y el tiempo que este complejo
permanece en contacto con las PTEC.

Todas estas interferencias producidas por la administracién de cilastatina, pueden ser
consecuencia de un efecto ejercido sobre las BDC localizadas en el borde en cepillo de las PTEC,
al llevarse a cabo la interaccién de cilastatina con la DHP-I justo en esa regién de la membrana.
Nuestro grupo ha comprobado que dicha unidn provoca un cambio en la fluidez de membrana'*®

(Figura 87) que podria inducir un reordenamiento estructural en la misma que podria afectar a
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determinados procesos a nivel de las BDC y que llevaria a proteger a las células tubulares. Esta
hipétesis viene apoyada por resultados obtenidos previamente por el laboratorio, en los cuales
cilastatina reducia el dafio interfiriendo en la internalizacion del complejo Fas/FasL
bloquedndolo?>*16%18¢ 3| jgual que ocurriria con megalinal’®, transportador a través del cual
muchos nefrotdxicos alcanzan el interior celular!®?, todos presentes en la BDC. El bloqueo que
ejerce cilastatina al unirse a la enzima en las BDC puede deberse a que estéricamente impide el
acoplamiento correcto de estos ligandos a sus correspondientes receptores de membrana o
que, al provocar el cambio en la fluidez de membrana, haga que la BDC no se internalice,
resultado que ha sido demostrado previamente. Resultados similares han sido obtenidos por
Szabo G. y col. utilizando etanol, que era capaz de interferir en las BDC a nivel del citoesqueleto
de actinay alterar varios complejos importantes de receptores del sistema inmune, como TLR4.
Se alteraba la redistribucion de los componentes de TLR4 en las BDC, evitando la interaccion con
CD14 impidiendo la activacién, disminuyendo la inflamacién y el dafio?® de manera similar a

nuestros resultados. Esto denota la importancia de las BDC como diana terapéutica.

T f r 1

CsA CIL TX-100 CIL CsA TX-100

Figura 87. Estudio sobre la quidez, de membrana con CsA. Se realizaron ensayos en los que se administraba cilastatina antes y
después del tratamiento con CsA. Esta es un endecapeptido ciclico liposoluble, que se disuelve en la membrana antes de permear
la célula. Al hacerlo aumenta la rigidez de la membrana (izquierda). El tratamiento con cilastatina evita el cambio producido por CsA
manteniéndola casi en su estado normal (derecha). Extraido de Pérez M**,

Parece claro que el inicio del FRA como consecuencia de una agresion renal es dificil
de parar (Figura 88), pero cilastatina mediante el bloqueo de las BDC es capaz de frenar la
extensién y amplificacion del FRA. De esta manera se ven reducidas las vias de activacion que
llevan a una evolucién hacia el FRC. Impidiendo la activacién de Fas en las BDC, se reduce la
apoptosis y con ello la descamacién celular y obstruccién tubular. De la misma manera, este
bloqueo reduce la inflamacion por interferencia con los PRR impidiendo la activacién del
inflamasoma y reduciendo la liberacidn de citoquinas y la piroptosis, llevando a una disminucién
del reclutamiento celular, reduciendo las moléculas de adhesidn, la disfuncién endotelial y la
TEM, evitando el desarrollo de fibrosis que desembocaria en el FRC. De la misma forma,
megalina se ve alterada impidiendo su endocitosis, provocando una menor entrada de

mioglobina y evitando los efectos del hierro catalitico como es la oxidacion y la apoptosis (Figura

89).
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Figura 88. Imagen resumen de la localizacion de receptores en las BDC y sus vias de sefializacion sin la intervencion de cilastatina.

Las BDC soportan receptores que al unirse a sus ligandos activan vias de sefializacion que dan lugar al FRA. Creado con

BioRender.com
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Figura 89. Imagen resumen de la localizacién de receptores en las BDC y sus vias de sefializacion bloqueadas con el tratamiento

del dafio por interferencia

on

de bloquear la extensi

on, pero si es capaz

la fase inicial de la agresi

uaen

. Esta no act

con cilastatina

con las BDC cuando se une a su receptor, la DHP-I que también se encuentra en las BDC. Cilastatina evita la muerte celular, el EO y

la inflamacidn, reduciendo asi el FRA endotdxico aumentando la supervivencia. Creado con BioRender.com
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En resumen, todos nuestros resultados muestran que cilastatina puede ser una
herramienta segura y eficaz en el tratamiento del FRA de origen endotéxico y que, en base a
todo el conocimiento adquirido, podria ser una molécula candidata a convertirse en el primer

farmaco que protege los rifiones frente al FRA de cualquier etiologia.

D. PERSPECTIVA DE FUTURO DEL FARMACO CILASTATINA

Hace mas de veinte afos, gracias al gran Dr. Alberto Tejedor y casi por casualidad,
comenzé esta investigaciéon sobre la molécula cilastatina y sus posibilidades como
nefroprotector. A medida que pasaba el tiempo y se realizaban cada vez mds estudios, el Dr.
Tejedor y su equipo se dieron cuenta de su gran potencial y de la posibilidad real de que algin
dia cilastatina pudiera llegar al mercado y estar a disposicidon del paciente. Todo el trabajo
realizado durante tanto tiempo desembocd en el desarrollo de una familia de patentes, incluida
la obtenida a partir de los resultados de esta tesis doctoral “Cilastatina para el tratamiento de
la sepsis” (“Cilastatin for use in the treatment of sepsis” (Anexo B), que hacen que este hecho
esté cada vez mas cerca. El laboratorio consiguid licenciar el conjunto de patentes, incluyendo
la de su uso para sepsis primeramente a la empresa “Spherium Biomed S.L.” con la que
desarrollamos con éxito en 2018 el ensayo clinico de seguridad en Fase | (NCT03595189). Tras
el triste fallecimiento del Dr. Tejedor a causa de la Covid-19 y poder seguir con su suefio de que
cilastatina llegue por fin al paciente, desde el Laboratorio de Fisiopatologia Renal se cred la

compafia “Telara Pharma S.L.” (www.telarapharma.com), una spin off del liS-GM. Gracias a esta

iniciativa, desde Telara se consiguid cerrar un acuerdo de licencia de la tecnologia con la

empresa canadiense “Arch Biopartners INC.” (www.archbiopartners.com) para demostrar la

eficacia clinica del farmaco en futuros ensayos cuyo desarrollo esta previsto para este afio 2022.
Cilastatina cuenta con la ventaja ademas de que lleva desde los afios 80 administrandose en
pacientes de forma segura en combinacidn con el antibidtico imipenem, por lo que el hecho de
que se convierta en un farmaco disponible para todos los nefrélogos es casi una realidad.

Ademas, desde el Laboratorio de Fisiopatologia Renal comenzamos este mismo afio la
realizacion de nuestro propio ensayo de investigacion clinica de proteccion renal con cilastatina
frente al FRA inducido por cisplatino en pacientes con carcinomatosis peritoneal sometidos a
cirugia de citorreduccion (CRS) con quimioterapia intraperitoneal intraoperatoria hipertérmica
(HIPEC), y que de confirmar nuestras hipédtesis, podria dar un gran apoyo y fuerte impulso a los
ensayos a realizar por “Arch Biopartners INC.” y facilitar su futura comercializacion.

A la par que esto sucede, el laboratorio sigue trabajando en otras vias de investigacion

y posibles aplicaciones terapéuticas en las que cilastatina podria ser beneficiosa, incluyendo la
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protecciéon del dafio renal y fracaso multiorganico en general provocado por la Covid-19
(Gonzalez-Nicolds MA, Gonzalez-Guerrero C, Pérez-Ferndndez VA, Lazaro A. Cilastatin: a
potential treatment strategy against COVID-19 that may decrease viral replication and protect

from the cytokine storm. Clin Kidney J. 2020 Sep 24;13(5):903-905. doi: 10.1093/ckj/sfaal93).
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Conclusiones

1.- El fracaso renal agudo inducido por agentes endotdxicos tras la induccion de sepsis y
rabdomidlisis en modelos experimentales produce alteraciones vasculares, disfuncién
endotelial y mitocondrial, citotoxicidad directa, apoptosis, obstruccion tubular y activacion

de la respuesta inflamatoria a través de los receptores de reconocimiento de patrones.

2.- El tratamiento con cilastatina previene y mejora el fracaso renal agudo inducido durante la
sepsis y rabdomidlisis, mediante la reduccién de las vias apoptdticas de muerte, oxidativas e

inflamatorias, evitando la amplificacién del dafio renal.

3.- Cilastatina evita la transicion epitelio-mesenquimal y la fibrosis renal inducida por sepsis y
rabdomidlisis de manera precoz, impidiendo la activacién de mediadores profibréticos que
son activados durante la apoptosis y la inflamacidn, y manteniendo las uniones intercelulares

epiteliales, lo que impide la transicion hacia el fracaso renal agudo.

4.- El mecanismo de proteccion ejercido por cilastatina ocurre tras su unidon con la
dehidropeptidasa-I. Esta unidn parece provocar una alteracién en la membrana a nivel de las
balsas de colesterol que interfiere en la accidon de los receptores y transportadores
localizados en ellas. De esta manera se produce la menor entrada de mioglobina a través del
transportador megalina, y el bloqueo de las vias de sefializacion a través del receptor de
muerte Fas y de los TLRs, implicados en el dafo inflamatorio, apoptdtico y oxidativo que

tiene lugar en el fracaso renal agudo de origen endotdxico.

5.- Cilastatina por si sola, no presenta efectos sobre la funcién renal, morfologia tisular o en la
expresion de mediadores apoptéticos, inflamatorios o de estrés oxidativo, demostrando la

seguridad de su utilizacion.

6.- Cilastatina puede representar una importante alternativa terapéutica en el fracaso renal
agudo de origen endotdxico como en el caso del inducido en sepsis o rabdomidlisis, dos de
las principales causas del fracaso renal agudo parenquimatoso. Entender su modo de accién
puede abrir grandes posibilidades de actuacidn sobre las balsas de colesterol del tubulo

proximal para atajar o limitar la extensidn del fracaso renal agudo.
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Anexo

A) PERFIL DE CITOQUINAS MODELO DE FRA [INDUCIDO POR
RABDOMIOLISIS

pg/mL CONTROL CONTROL +CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
L-SELECTINA 2678 +162.5 2532 +152.7 3316 +109.1* 2486 + 261.6
JAM-A 91.22+7.8 126.2 +14.54 303.4 + 84.75* 165.1+17.95
GM-CSF 143.4+10.21 183 +24.47 96.22 + 7.86* 137 £10.47
CD86 268.2 +27.57 245.8 + 36.74 266.5+12.71 185.1 + 27.8%
GAS1 928.7+51.71 943.2 +60.2 2431 + 270.2* 1782 +223.9
RANTES 673.8+61.99 695.2 + 8.96 887.1+60.08 672.7 +76.08*
TIMP-1 6156 +325.1 6199 +422.9 7298 +312.7* 6365 + 281.9
TREM-1 79.13+301 843+5.11 262.5 +31.22* 161.4 +£27.02
CINC-1 53.77£9.13 62.3+7.11 32.55 +£3.90 51.8 +8.68
CINC-2 14.52+£1.20 13.63 +£2.48 23.83+3.43 20.55+2.11
EOTAXINA 324.4+11.87 306.6 +12.17 200.4 + 23.18* 249.0 £ 11.57
PROLACTINA 1101 +118.3 1340+ 753.1 2525 +491.9 1747 +316.1
SCF 43.72 +11.87 38.52 +6.95 135.4 + 21.01* 71.52 +23.62
NEUROPILINA-1 139.3+21.79 135.1+21.36 469.5 + 97.1* 250.8 + 65.82
NEUROPILINA-2 2131+377.7 3773 £ 380.2 13747 + 4697* 5706 +927.4
NOPE 5076 + 205.7 5188 + 209.7 7931+1434 5516 + 271.9*
TWEAK-R 23728 £ 1090 21078 + 1434 37767 + 2114* 32055 +1973
TCK-1 3102 +149.8 3085+171.2 2595 + 85.34* 2988 + 135.2
GALECTINA-1 865.6 + 61.97 799 +77.99 1828 + 519 1055 +99.84
GFRa 588 +53.8 463.1+53.9 820.1£97.6 613.2 +82.64
CD80 57.83+13.24 73.67 +£13.03 40.60 £ 6.59 52.32+33.44
RAGE 1.02+1.02 0.02 £0.02 3.98+1.17* 0.84 +£0.41
TNFa 914.4 £ 115.5 1269 +189.3 587.1+71.65 671 + 37.66
INF-Y 7.53+0.91 7.9+0.99 3.98 £0.59 5.64 +0.60
b-NGF 29.77 +3.96 26.18 +3.49 26.69 +4.57 27.43+2.31
TIMP-2 9.95+1.17 7.56 £0.92 51.8+17.12 32.33+13.97
CINC-3 39.92 +£5.32 44.72 +6.82 38.95+3.83 35.63 +3.64
FRACKTALKINA 706.5 +50.01 813+39.14 864.3 +13.72* 571.1+42.26
LIX 1752 +186.1 1551 +150.2 1287 +245.8 1915 * 226.6%
MIP-1a 755.4+521.8 1193 +318.7 112.8 £59.31 126.7 £ 51.64
CNTF 72.05+9.10 73.10+7.33 82.40+9.32 101.9+19.34
GP130 0 0 2184 +532.8 1999 + 82.65
HGF 8763 +216.8 8494 £721.4 17804 + 8895 7789 + 486
FLT3 2121 +55.5 2305 +334.6 2735 +353.6 2135+ 286.1
IL-6 473.6 +£53.25 484.8 +49.53 312.2 +43.55 312.7 £47.21
IL-1B8 161 +23.83 205.8+44 124 £14.45 155.4+6.38
IL-10 339.1+125.4 306 * 84.32 544.6 + 131 400.5 + 104
IL-17F 2.62 £1.58 0.96 £0.59 15.20 + 6.86* 4.1+2.02
IL-2 21.84+3.61 38.85+11.19 19.58 +4.46 18.35+5.81
IL-4 2.8+0.22 3.14+0.40 1.41+£0.12 1.75+0.14
1L-22 797.1+£253.7 612 +371.6 1646 +380.6 1144 +433.7
IL-1RA 925.3 +245 854.1+112.9 11077 * 3440* 4696 + 1391
IL-2RA 61.74 +4.32 54.68 + 8.52 111.2 + 14.84* 64.32 +12.03
IL-7 66.48 + 14.29 45.66 + 13.64 145.2 + 38.02* 56.10+17.48
IL-1A 18.97 +5.57 36.23 +14.76 18.02+5.75 61.73 + 16.59*

Tabla 22. Perfil de citoquinas analizadas en suero mediante arrays en el modelo de FRA inducido por rabdomidlisis a 48 horas.
Los datos estdn expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.05 vs. todos los grupos; #p < 0.05 vs. Glicerol.
Se ha destacado solo la significacion del grupo glicerol frente a todos los grupos y el glicerol + cilastatina con respecto al grupo
glicerol. Cil: cilastatina.
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pg/mL CONTROL CONTROL + CIL GLICEROL GLICEROL + CIL
JAM-A 140.3 £ 8.82 96.67 +11.09 393.5 + 95.32* 246.6 £ 17.56
B7-2 365.4+7.19 243.9+£16.39 543.4 £ 96.22 301.4 + 34.12%
GALECTINA-1 1051 +134.7 917.1 + 80.56 2842 +917.4* 1298 +154.8
RANTES 673.8+61.99 695.2 + 8.96 887.1+60.08 672.7 £76.08
TIMP-1 6685 + 275 5061 £ 714.9 7062 £ 643.3 7272 £494.4
TREM-1 132.3+16.41 84.42 +13.57 444.4 +106.3* 263.9 £ 26.94
CINC-1 57.8+5.74 58.43 +8.57 91.17 £ 8.09 97.2+£10.32
EOTAXINA 3004+4.4 269.5+5.43 275.8 +11.47 268.6 +7.67
PROLACTINA 1183 +423.7 706.4 +361.6 4802 * 1438* 1703 +643.3
SCF 77.63 +13.24 67.15+12.50 597.4 + 265.6* 120.3 £28.93
NEUROPILINA-2 6878 + 889.7 2042 +610.9 15125 + 3828* 5487 £ 1148
NOPE 5650 +440.1 5460 +441.3 7358 +780.2* 5858 + 320.6
TWEAK-R 27894 + 2492 22044 £ 2113 48793 * 3455* 40624 + 2193
TCK-1 3114 +101.4 2895 +106.6 2547 +51.42* 3115+131
GAS-1 1211 +13.47 1008 +39.14 1669 * 73.87* 1408 +71.10
GFRa 702.3 +95.78 478.4 +41.39 2143 + 716.9* 679.2 +80.71
b-NGF 10.45 £1.45 3.95+3.23 303 +£147.2 35.25 *+ 13.85*
LIX 2015 +196.9 1849 +200.5 1363 £ 89.26* 2012 +79.71
HGF 8140 + 1324 7684 + 440.6 9423 + 896.4 8441 £ 516.5
IL-17F 6.628 +1.58 6.467 £ 2.15 55.45 + 27.02* 12.71 £3.97
IL-4 2.67 £0.22 2.033 £ 0.09 1.9+0.29 2.063+0.14
IL-22 1449 +363.8 1198 +500.9 19923 + 9210* 3087 £ 1177
IL-1RA 1190 + 137.5 765.1+315.5 17467 +9309* 2213 +642.8
IL-2RA 87.6 £22.44 68.78 +14.14 467.4 + 196.9* 116.4£21.74
IL-7 80.07 £11.48 59.43 +13.33 479.9 + 163.7* 105.6 £19.58
IL-10 263.6 +28.28 240.8 +9.26 263.1+13.90 242.9+10.82
IL-3 1.367 £0.57 2.22+2.12 58.56 + 32.5* 10.23£6.2
FLT3 2365+ 83.11 2084 +101.8 3236 + 469.2* 2243 +98.38
ADIPONECTINA 31.95+4.49 21.93+4.78 8.6 +2.31* 18.3513.6

Tabla 23. Perfil de citoquinas analizadas en suero mediante arrays en el modelo de FRA inducido por rabdomidlisis a 72 horas.
Los datos estan expresados como media + EEM, n = 6-10 animales por grupo. *p < 0.05 vs. todos los grupos; #p < 0.05 vs. Glicerol.
Se ha destacado solo la significacion del grupo glicerol frente a todos los grupos y el glicerol + cilastatina con respecto al grupo
glicerol. Cil: cilastatina.
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B) PATENTES

La busqueda de los mecanismos moleculares de la enfermedad y de nuevas dianas
terapéuticas ha dado lugar a la solicitud y concesién en muchos de los casos (otros estan en proceso
de revisién para su concesién actualmente) de una familia de patentes orientadas a la nefroproteccion

frente a la sepsis. Las patentes en las que participo como inventora son:

Inventores: Alberto Tejedor; Alberto Lazaro; Blanca Humanes; Maria Angeles Gonzalez-
Nicolas.

Titulo: “Cilastatin for wuse in the treatment of sepsis”. N2 Aplicacion
Internacional: PCT/EP2017/065609 (W02017220810A1); Fecha de aplicacién: 23/06/2017 (Fecha
prioridad: 24/06/2016 con n? de solicitud de patente europea “Cilastatin for use in the treatment of
sepsis”: EP16382299.2).

Concedida en Europa, n2 de patente: EP 3474897A1 (publicacién: 27/01/2021). Actualmente
validada en Espafia, Alemania, Francia, Italia y Reino Unido.

Concedida en EE. UU., n2 de patente: US 11,185,522 B2 (publicacion: 30/11/2021).

Solicitada y en revisién para su concesién en: China, n? de aplicacidon: CN 109843330 A
(después de la respuesta a la segunda accién oficial, los examinadores tienen la intencién de conceder
la misma); Japdn, n2 de aplicacidn: 2019-520490: Canadd, n? de aplicacion: 3,028,846 y Australia, n?
de aplicacion: 2017281744.

Titular: Fundacidn para la Investigacion Biomédica del Hospital Gregorio Marafidn (FIBHGM).

Transferida mediante acuerdo de licencia a la compaiiia farmacéutica Spherium Biomed S.L.
/Grupo Ferrer (2016-01/03/2020) y a Telara Pharma S.L (24/10/2020-actualidad). Desde Telara Pharma
S.L., spin off creada desde la FIBHGM, y de la que soy accionista minoritaria, se ha llegado a un acuerdo

de sublicencia con la compafila farmacéutica canadiense Arch Biopartners INC

(https://www.archbiopartners.com/), que ha sido firmado el dia 7 de abril de 2021, para su uso y
explotacién y acelerar la transicidn de nuestra innovacién biomédica desde la cadena de valor hasta el

mercado.
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C) PUBLICACIONES

Las publicaciones derivadas de esta tesis estan actualmente en preparacién. Otros
articulos publicados durante el desarrollo de esta tesis y relacionados con la nefroproteccion

por cilastatina se describen a continuacion:

- Zaballos M, Power M, Canal-Alonso MI, Gonzélez-Nicolas MA, Vasquez-Jimenez W, Lozano-
Lominchar P, Cabrerizo-Torrente P, Palencia-Garcia N, Gago-Quiroga S, Ginel-Feito MD,
Jiménez C, Lazaro A, Gonzdlez-Bayén L. Effect of Cilastatin on Cisplatin-Induced
Nephrotoxicity in Patients Undergoing Hyperthermic Intraperitoneal Chemotherapy. Int J
Mol Sci. 2021 Jan 27;22(3):1239. doi: 10.3390/ijms22031239.

- Jado JC, Humanes B, Gonzalez-Nicolds MA, Camafio S, Lara JM, Lépez B, Cercenado E,
Garcia-Bordas J, Tejedor A, Lazaro A. Nephroprotective Effect of Cilastatin against
Gentamicin-Induced Renal Injury In Vitro and In Vivo without Altering Its Bactericidal
Efficiency. Antioxidants (Basel). 2020 Sep 3;9(9):821. doi: 10.3390/antiox9090821.

- Gonzalez-Nicolds MA, Gonzalez-Guerrero C, Pérez-Fernandez VA, Lazaro A. Cilastatin: a
potential treatment strategy against COVID-19 that may decrease viral replication and
protect from the cytokine storm. Clin Kidney J. 2020 Sep 24;13(5):903-905. doi:
10.1093/ckj/sfaa193.

- Maria Angeles Gonzalez-Nicolas Gonzalez, Alberto Lazaro Fernandez. Induccién de un
modelo de sepsis en rata mediante técnica de ligadura y puncién cecal. Animales de
Laboratorio, Sociedad Espafiola para las Ciencias del Animal de Laboratorio, otofio 2019.
Ndmero 83, paginas 15-19. 11/12/2019.

- Lépez-Sanchez A, Pérez-Cantero A, Torrado-Salmerdn C, Martin-Vicente A, Garcia-Herrero
V, Gonzélez-Nicolds MA, Lazaro A, Tejedor A, Torrado-Santiago S, Garcia-Rodriguez JJ,
Capilla J, Torrado S. Efficacy, Biodistribution, and Nephrotoxicity of Experimental
Amphotericin B-Deoxycholate Formulations for Pulmonary Aspergillosis. Antimicrob Agents
Chemother. 2018 Jun 26;62(7):e00489-18. doi: 10.1128/AAC.00489-18.

- Humanes B, Camafio S, Lara JM, Sabbisetti V, Gonzalez-Nicolas MA, Bonventre JV, Tejedor
A, Lazaro A. Cisplatin-induced renal inflammation is ameliorated by cilastatin
nephroprotection. Nephrol Dial Transplant. 2017 Oct 1;32(10):1645-1655. doi:
10.1093/ndt/gfx005. Published by Oxford University Press on behalf of ERA-EDTA.

- Lazaro A, Humanes B, Jado JC, Mojena M, Gonzalez-Nicolds MA, Del Cafiizo JF, Tejedor A,
Lledo-Garcia E. Beneficial Effect of Short Pretransplant Period of Hypothermic Pulsatile
Perfusion of the Warm-Ischemic Kidney after Cold Storage: Experimental Study. Biomed Res
Int. 2016;2016:2518626. doi: 10.1155/2016/2518626.
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D) PRESENTACIONES EN CONGRESOS

Trabajos presentados en congresos y jornadas de investigacion relacionados con el
tema de esta tesis, y relacionados con la nefroproteccién por cilastatina durante el desarrollo

de esta:

- Participacidn en la V Jornada de Investigacion e Innovacion del 1iS-GM. Aula Magna del
pabellon docente del HGUGM. Comunicacidn titulada: “Cilastatina, nueva estrategia

terapéutica en el tratamiento de la sepsis”. Mariangeles Gonzalez-Nicolas Gonzdlez; Blanca

Humanes; Raquel Herrero; José Angel Lorente; Alberto Tejedor Jorge; Alberto lazaro
Fernandez. Obtuvo el premio a mejor comunicacién con componente de innovacién. Tipo
de participacion: Péster. 2017, MADRID, Espafia.

- Participaciéon en la Kidney Week 2017 de la ASN. Pdster titulado: “Renal cholesterol rafts

blockade ameliorates septic multiorganic failure”. Alberto Lazaro, Maria Angeles Gonzalez-

Nicolas, Blanca Humanes, Raquel Herrero, José Angel Lorente, Alberto Tejedor. Del 2 al
5/11/17 New Orleans, LA. EEUU.

- Participacién en el Il Concurso Tesis en 3 minutos, dentro del dmbito CIENCIAS E
INGENIERIA. Exposicidn oral con titulo: “Cilastatina, nueva estrategia terapéutica en el
tratamiento de la sepsis”. U.C.M. 23/4/2018, Madrid, Espafia.

- Participacidn en las VIl jornadas de Investigaciéon e Innovacién del liSGM del HGUGM.
Madrid, 8.30-15h. Péster titulado: “Blogueo en la evolucion a la cronicidad del fracaso renal

agudo”. Maria Angeles Gonzalez-Nicolas, Blanca Humanes, Sonia Camafio, Verénica Pérez-
Fernandez, José Manuel Lara, Lisardo Bosca, Alberto Tejedor, Alberto Lazaro. 28/3/2019,
Madrid, Espaia.

- Participacidén en el 55th ERA-EDTA Congress, Leading European Nephrology. Péster
titulado: “Epithelial-Mesenchymal Transition may be blocked before acute kidney injury

expansion”. Mariangeles Gonzalez-Nicolds, Blanca Humanes, Sonia Camafio, Paloma
Garcia-Piqueras, Miguel Cova, Jorge Martin-Lozoya, Laura del Bafo, José Manuel Lara,
Lisardo Boscd, Alberto Tejedor, Alberto Lazaro. Copenhaguen, Dinamarca. 24-27 mayo
2018.

- Participacidn en la Kidney Week 2019 de la ASN. Péster titulado: “Cholesterol lipid rafts
blocked prevents epithelial-mesenchymal transition in cisplatin-induced renal injury”.
Gonzalez-Nicolas MA, Humanes B, Camafio S, Pérez-Fernandez VA, Tejedor A, Lazaro A. Del
5 al 10 noviembre 2019 Washington, DC. EEUU.

- Participacidn en el 51 Congreso de la Sociedad Espafiola de Nefrologia, 15-18 octubre 2021,
virtual. Participacidn con tres e-pdster:

o “El bloqueo de “lipid rafts” previene la transicion epitelio-mesénquima en el dafio renal

inducido por cisplatino”. Maria Angeles Gonzélez-Nicolds, Blanca Humanes, Sonia
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Camanio, Alberto Tejedor, Alberto Lazaro. La S.E.N. y la Fundacién Senefro, conceden el
premio a la mejor comunicacién e-pdster a dicho trabajo.

“Cilastatina, nueva estrategia terapéutica en el tratamiento de la sepsis”. Maria Angeles

Gonzalez-Nicolas, Blanca Humanes, Mario Arenillas, Raquel Herrero, Antonio Ferruelo,
José Angel Lorente, Alberto Tejedor, Alberto Lazaro. La S.E.N. y la Fundacién Senefro,
conceden el premio a la mejor comunicacion e-péster a dicho trabajo.

"Prevencién del dafio por isquemia-reperfusién en el trasplante renal mediante el

bloqueo temporal de las balsas de colesterol en el epitelio tubular. Prueba de concepto”
A. Molina Andujar, J. Rovira, M. Lazo, MA. Gonzdlez-Nicolas, A. Lazaro, E. Poch, F.
Diekmann.

228



EP 3 474 897 B1

(19)

Patent Office

Européisches
Patentamt
0’ European

s vt (11) EP 3 474 897 B1
(12) EUROPEAN PATENT SPECIFICATION
(45) Date of publication and mention (51) IntCl.:
of the grant of the patent: A61K 45/06 (2006.07) A61K 31/198 (2006.01)
27.01.2021 Bulletin 2021/04 A61P 31/00 (20052
(21) Application number: 17731188.3 (86) International application number:
PCT/EP2017/065609
(22) Date of filing: 23.06.2017
(87) International publication number:
WO 2017/220810 (28.12.2017 Gazette 2017/52)
(54) CILASTATIN FOR USE IN THE TREATMENT OF SEPSIS
CILASTATIN ZUR VERWENDUNG BEI DER BEHANDLUNG VON SEPSIS
CILASTATINE POUR UTILISATION DANS LE TRAITEMENT DE LA SEPTICEMIE
(84) Designated Contracting States: (56) References cited:
ALATBEBGCHCY CZDE DK EE ES FI FR GB WO-A1-2017/025802 US-A1- 2011 165 264
GRHRHUIEISITLILTLULV MC MK MTNL NO
PL PT RO RS SE SI SK SM TR * R Nagano ET AL: "Therapeutic efficacy of
BO-3482, a novel dithiocarbamate carbapenem,
(30) Priority: 24.06.2016 EP 16382299 in mice infected with methicillin-resistant
Staphylococcus aureus", Antimicrobial Agents
(43) Date of publication of application: and Chemotherapy, 1 October 1997 (1997-10-01),
01.05.2019 Bulletin 2019/18 pages 2278-2281,XP055328772, UNITEDSTATES
Retrieved from the Internet:
(73) Proprietor: Fundacién para la Investigacion URL:http://aac.asm.org/content/41/10/2278.
Biomédica full.pdf
del Hospital Gregorio Maraiion * WIJDAN RAMADAN ET AL: "Evaluation of the
28007 Madrid (ES) appropriateness of imipenem/cilastatin
prescription and dosing in a tertiary care
(72) Inventors: hospital”, INFECTION AND DRUG RESISTANCE,
+ TEJEDOR JORGE, Alberto 1 March 2015 (2015-03-01), page 31,
28007 Madrid (ES) XP055328783, DOI: 10.2147/IDR.S78633
« LAZARO FERNANDEZ, Alberto « ADAM ROMANOVSKY ET AL: "Pathophysiology
28007 Madrid (ES) and management of septic acute kidney injury",
* HUMANES SANCHEZ, Blanca PEDIATRIC NEPHROLOGY.,, vol. 29, no. 1, 12
28007 Madrid (ES) February 2013 (2013-02-12), pages 1-12,
e GONZALEZ-NICOLAS GONZALEZ, Maria XP055328816, DE ISSN: 0931-041X, DOI:
Angeles 10.1007/s00467-013-2427-6
28007 Madrid (ES) ¢ A.ZARJOU ET AL: "Sepsis and Acute Kidney
Injury”, JOURNAL OF THE AMERICAN SOCIETY
(74) Representative: Hoffmann Eitle OF NEPHROLOGY., vol. 22, no. 6, 12 May 2011
Hoffmann Eitle S.L.U. (2011-05-12), pages 999-1006, XP055328818, US
Paseo de la Castellana 140, 3a planta ISSN: 1046-6673, DOI: 10.1681/ASN.2010050484
Edificio LIMA
28046 Madrid (ES)

Note: Within nine months of the publication of the mention of the grant of the European patent in the European Patent
Bulletin, any person may give notice to the European Patent Office of opposition to that patent, in accordance with the
Implementing Regulations. Notice of opposition shall not be deemed to have been filed until the opposition fee has been

paid.

(Art. 99(1) European Patent Convention).

Printed by Jouve, 75001 PARIS (FR)



a2 United States Patent

Tejedor Jorge et al.

US011185522B2

US 11,185,522 B2
Nov. 30, 2021

(10) Patent No.:
45) Date of Patent:

(54) CILASTATIN FOR USE IN THE
TREATMENT OF SEPSIS

(71)  Applicant: FUNDACION PARA LA
INVESTIGACION BIOMEDICA
DEL HOSPITAL GREGORIO
MARANON, Madrid (ES)

(72) Inventors: Alberto Tejedor Jorge, Madrid (ES);
Alberto Lazaro Fernandez, Madrid
(ES); Blanca Humanes Sanchez,
Madrid (ES); Maria Angeles
Gonzalez-Nicolas Gonzalez, Madrid
(ES)

(73) Assignee: FUNDACION PARA LA
INVESTIGACION BIOMEDICA
DEL HOSPITAL GREGORIO
MARANON, Madrid (ES)

(*) Notice: Subject to any disclaimer, the term of this

patent is extended or adjusted under 35

U.S.C. 154(b) by 0 days.

(21) Appl. No.: 16/312,825

(22) PCT Filed: Jun. 23, 2017

(86) PCT No.: PCT/EP2017/065609
§ 371 (e)(D),
(2) Date: Dec. 21, 2018

(87) PCT Pub. No.:. W02017/220810
PCT Pub. Date: Dec. 28, 2017

(65) Prior Publication Data
US 2020/0069623 Al Mar. 5, 2020
(30) Foreign Application Priority Data
Jun. 24, 2016 (EP) e 16382299
(51) Imt.CL
AG6IK 31/198 (2006.01)
AGIP 13/12 (2006.01)
AGIK 9/00 (2006.01)
AG6IK 45/06 (2006.01)
(52) US. CL
CPC .......... AG6IK 31/198 (2013.01); A61K 9/0019

(2013.01); A61K 9/0029 (2013.01); A6IK
45/06 (2013.01); A61P 13/12 (2018.01)
(58) Field of Classification Search
CPC ... A61K 31/198; A61P 13/12; A61P 31/04
See application file for complete search history.

(56) References Cited
U.S. PATENT DOCUMENTS

9,216,185 B2* 12/2015 Tejedor Jorge ......... A61P 39/00

9,522,128 B2* 12/2016 Tejedor Jorge ..... A61K 31/167

9,757,349 B2* 9/2017 Tejedor Jorge A61K 45/06
2011/0165264 Al 7/2011 Tejedor Jorge et al.

FOREIGN PATENT DOCUMENTS

CN 1878564 A
WO 2017/025802 Al

12/2006
2/2017

OTHER PUBLICATIONS

Camano et al., “Cilastatin Attenuates Cisplatin-Induced Proximal
Tubular Cell Damage,” The Journal of Pharmacology and Experi-
mental Therapeutics 334(2):419-429, 2010.
Del Valle et al., “Efficacy and Safety of Imipenem/Cilastatin in the
Empirical Treatment of Septicemia,” Scand J Infect Dis Suppl.
52:20-25, 1987.
Humanes et al., “Cilastatin protects against cisplatin-induced
nephrotoxicity without compromising its anticancer efficiency in
rats,” Kidney International 82:652-663, 2012.
Humanes et al., “Protective Effects of Cilastatin against Vancomycin-
Induced Nephrotoxicity,” Biomed Research International, 12 pages,
2015.
Kabbara et al., “Evaluation of the appropriateness of imipenem/
cilastatin prescription and dosing in atertiary care hospital,” Infec-
tion and Drug Resistance 8:31-38, 2015.
Kuo et al., “Meropenem versus imipenem/cilastatin in the treatment
of sepsis in Chinese patients,” Zhonghua YiXue Za Zhi (Taipei)
63(5):361-367, 2000 (abstract only).
Lazaro et al., “Novel Strategies in Drug-Induced Acute Kidney
Injury,” InTech, pp. 381-396, 2012.
Moreno-Gordaliza et al., “Flemental Bioimaging in Kidney by
LA-ICP-MS As a Tool to Study Nephrotoxicity and Renal Protec-
tive Strategies in Cisplatin Therapies,” Anal. Chem. 83:1933-7940,
2011.
Nagano et al., “Therapeutic Efficacy of BO-3482, a Novel Dithiocarbam-
ate Carbapenem, in Mice Infected with Methicillin-Resistant Staphy-
lococcus aureus,” Antimicrobial Agents and Chemotherapy
47(10):2278-2281, 1997.
Perez et al., “Inhibition of brush border dipeptidase with cilastatin
reduces toxic accumulation of cyclosporin A in kidney proximal
tubule epithelial cells,” Nephrology Dialysis Transplantation 19:2445-
2455, 2004.
Romanovsky et al., “Pathophysiology and management of septic
acute kidney injury,” Pediatric Nephrology 29:1-12, 2014.
Zarjou et al., “Sepsis and Acute Kidney Injury,” J Am Soc Nephrol
22:999-1006, 2011.
Merck Sharp & Dohme Limited, “Primaxin IV 500 mg/500 mg
powder for solution for infusion,” retrieved from https://www.
medicines.org.uk/emc/product/1515/smpc/print on Sep. 10, 2020
(11Pages).
Robbins et al., U.S. Appl. No. 62/203,704, filed Aug. 11, 2015, 53
pages.
Robbins et al., U.S. Appl. No. 62/264,032, filed Dec. 7, 2015, 62
pages.

(Continued)

Primary Examiner — James D. Anderson
(74) Attorney, Agent, or Firm — Seed 1P Law Group LLP

(57) ABSTRACT
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