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Resumen

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es la causa de muerte no transmisible que mas aumentd su
incidencia entre 1990 y 2013, estimandose que en 2019 afectaba a 850 millones de personas,
con prevision de convertirse en la primera causa de muerte en 2100. Su diagndstico implica
mayor riesgo de Fracaso Renal Agudo (FRA) y de muerte. Ademas, el desarrollo de FRA de
cualquier causa aumenta el riesgo de desarrollar ERC. Aunque las causas mas comunes de ERC
son la diabetes e hipertensién, existen regiones donde la causa es desconocida, como en la
Nefropatia Mesoamericana y de Sri-Lanka donde se hipotetiza sobre causas ambientales.
Gracias a la Medicina de Sistemas, a través de estudios de asociacién genética o GWAS,
identificamos SLC15A2, y su producto PEPT2, como una diana accionable en enfermedad renal
al ser un transportador apical en células del tubulo proximal. Este transportador presenta dos
variantes genéticas con relevancia clinica, PEPT2*1 de alta afinidad por sustrato, que generaria
mayor citotoxicidad en presencia de nefrotdxicos, y PEPT2*2, de baja afinidad. Identificamos
dos problemas clinicos relacionados con dos sustratos nefrotéxicos de PEPT2: FRA por el
antibidtico polipeptidico colistina y FRA por acido delta-aminolevulinico (ALA), metabolito que
se acumula en la porfiria aguda intermitente (PAIl). Una tercera hipdtesis era su asociacidon con
la ERC de causa desconocida, dada la asociacidon familiar que presentan ambas enfermedades y
la alta prevalencia de la variante PEPT2*1 en las regiones de Mesoamérica y Sri-Lanka. El
acumulo de ALA en la PAIl genera dafio renal mediado por especies reactivas de oxigeno y dafo
mitocondrial, contribuyendo al desarrollo de nefropatia crénica asociada a porfiria. El uso de
colistina, un antibidtico de uso critico frente a bacterias multirresistentes, estd limitado por su
nefrotoxicidad. Su mecanismo implica dafio tubular proximal mediado por estrés mitocondrial y
acumulacidén intracelular. A pesar de ser indispensable en infecciones graves, la falta de
estrategias protectoras efectivas agrava su impacto renal. En este trabajo se abordaron ambos
problemas mediante la realizacién de modelos murinos in vivo y modelos in vitro con células
murinas y humanas para la nefrotoxicidad por colistina y un modelo in vitro con células murinas
para la nefrotoxicidad por ALA, usando cefadroxilo como inhibidor competitivo del transporte
de ambos sustratos. Con relacién a los resultados, el cefadroxilo previno la citotoxicidad, la
respuesta proinflamatoria y profibrdtica inducida por colistina en los modelos in vitro e in vivo.
Sin embargo, no se objetivd citotoxicidad in vitro en los modelos con ALA. Por tanto, el
transportador PEPT2 surge como una potencial diana terapéutica para mitigar el dafio renal

inducido por toxinas y farmacos. Este estudio resalta la necesidad de un enfoque



interdisciplinario para comprender las interacciones entre factores genéticos, ambientales y
terapéuticos en el dafo renal. Los hallazgos subrayan la relevancia de avanzar en la medicina de

precisidn para prevenir y tratar patologias renales complejas.

Palabras clave: Enfermedad renal crénica, fracaso renal agudo, colistina, nefrotoxicidad, GWAS.



Abstract

Chronic Kidney Disease (CKD) is a non-communicable disease that increases the risk of Acute
Kidney Injury (AKI) and mortality. Its incidence most increased between 1990 and 2013. In 2019,
850 million people had CKD, expecting to become the leading cause of death by 2100. In
addition, the development of AKI increases the risk of developing CKD. Although the most
common causes of CKD are diabetes and hypertension, there are regions where the cause is
unknown, such as in Mesoamerican and Sri-Lanka Nephropathies where environmental causes
are hypothesized. Through Systems Medicine approaches and genome-wide association studies
(GWAS), we identified SLC15A2 and its product, PEPT2, as actionable targets in kidney disease.
PEPT2 is a transporter in proximal tubular cells with two clinically relevant genetic variants:
PEPT2*1, characterized by high substrate affinity that may exacerbate cytotoxicity in the
presence of nephrotoxins, and PEPT2*2, associated with lower substrate affinity. Two clinical
problems were found associated to PEPT2 substrates: AKI caused by the polypeptide antibiotic
colistin and AKI due to delta-aminolaevulinic acid (ALA), a metabolite accumulated in acute
intermittent porphyria (AIP). A third hypothesis was its association with CKD of unknown cause,
given the familial association of both diseases and the high prevalence of the PEPT2*1 variant
in the Mesoamerican and Sri-Lanka regions. The accumulation of ALA in IAP leads to renal
damage contributing to the development of chronic porphyria-associated nephropathy. The use
of colistin against multidrug-resistant bacteria is limited by its nephrotoxicity, involving proximal
tubular injury due to intracellular accumulation. Despite being indispensable in severe
infections, the lack of effective protective strategies exacerbates its renal impact. Both problems
were addressed using in vivo murine models and in vitro murine and human cell models for
colistin nephrotoxicity, and in vitro murine cell models for ALA-induced nephrotoxicity.
Competitive inhibition of PEPT2 transport was evaluated using cefadroxil. Regarding the results,
cefadroxil prevented cytotoxicity, proinflammatory and profibrotic response induced by colistin
in the in vitro and in vivo models. However, no in vitro cytotoxicity was observed in the ALA
models. Thus, PEPT2 emerges as a potential actionable target to decrease renal damage caused
by toxins and drugs. This research highlights the interplay between genetic, environmental, and
therapeutic factors in renal injury. The findings underscore the importance of advancing

precision medicine to prevent and treat complex renal pathologies.

Keywords: Chronic kidney disease, acute kidney injury, colistin, nephrotoxicity, GWAS.
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1. Las funciones de los rifiones y de las células tubulares

El rindn tiene multiples funciones entre las que destacan dos: la generacidn de orina y la funciéon
endocrinometabdlica. La generacién de orina ayuda a mantener el volumen y la composicién del
liqguido extracelular, que dependen de dos elementos: la ingesta (sed y apetito) y el ajuste de la
eliminacién a través del rifidn. El rindn conserva el agua y los electrolitos necesarios y elimina el
exceso de agua y electrolitos de la ingesta, asi como los productos de desecho, ya sean
generados por el metabolismo o que hayan penetrado en el organismo. Dentro de las funciones
endocrinometabdlicas, el rifidn secreta activamente varias hormonas y enzimas como renina,
eritropoyetina, Klotho, renalasa y calcitriol (vitamina D activa), entre otras. Ademas, degrada

hormonas peptidicas, como la insulina y citoquinas proinflamatorias (1).

La generacioén de orina depende de dos procesos: el filtrado glomerular y la modificacion tubular
del filtrado. El filtrado glomerular se produce en el glomérulo, a través de una barrera de
filtracion compuesta por el endotelio fenestrado, la membrana basal glomerular y los pedicelos
de los podocitos. Cada dia se filtra un gran volumen de plasma (150-180L/dia) que los ttubulos
renales modifican para generar la orina final que serd excretada con el volumen (1-2L) y las
concentraciones necesarias de cada elemento. El tibulo renal se divide en varias partes: 1)
tubulo proximal; 2) asa de Henle; 3) tubulo distal; 4) tubulo colector. En cada seccidn se realizan
procesos especificos de reabsorcidn y secrecion (1). En concreto vamos a centrarnos en el tibulo

proximal.

El tibulo proximal es la primera seccidn del tubulo tras el glomérulo, siendo el segmento mas
largo de la nefrona y, en conjunto, ocupa la mayor parte de la corteza renal. El tdbulo proximal
reabsorbe el 60-70% del agua filtrada, cloruro sédico (NaCl), gran proporcién del bicarbonato
sédico (NaHCOs) y practicamente todos los nutrientes filtrados (2). Para ejercer esta funcién
requiere de una gran superficie, que se consigue gracias al ribete en cepillo, que aumenta en
mas de 20 veces su superficie; y a una elevada actividad metabdlica, consumiendo gran cantidad
de oxigeno y ATP, ya que realiza una inmensa variedad de actividades de transporte
dependientes de un gradiente de sodio (Na*) que se consigue por la Na*/K* ATPasa y requiere
consumo de energia (2). Por lo tanto, las células del tubulo proximal requieren un elevado
numero de mitocondrias y de lisosomas, estos ultimos para procesos de autofagia. En el tibulo
proximal distinguimos 3 segmentos: 1) S1, con células altas, con grandes interdigitaciones y con

mas vacuolas y mitocondrias, ocupando gran parte de la pars convoluta; 2) S2, de transicién
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entre la pars convoluta y pars recta; 3) S3 con células cuboideas, con muy pocas interdigitaciones
y mitocondrias, pero con las microvellosidades mas largas de los 3 segmentos, ocupando la parte

final de la pars recta (3).

El tdbulo proximal produce hormonas, como calcitriol y Klotho y transporta farmacos (vg.,
colistina, B-lactamicos), toxinas urémicas (vg., indoxil sulfato) y ambientales (vg., mercurio, acido
aristoldquico), metabolitos (acido urico), componentes de la dieta y moléculas de sefalizacion
(4). Los principales transportadores son las superfamilia de los transportadores de solutos
(solute carrier; SLC) y ATP-binding cassette (ABC), ademas de la megalina y la cubilina (4). La
superfamilia SLC transporta moléculas a favor de un gradiente de concentracion, pero también
en contra, acoplandose en este caso a alguna otra molécula transportada a favor de gradiente.
La familia SLC incluye los transportadores de aniones organicos (organic anion transporter; OAT)
como el OAT1 (también llamado NKT, codificado por el gen SLC22A6) y el OAT3 (gen SLC22A8),
ambos inhibidos por probenecid; los transportadores de cationes organicos (organic cation
transporter; OCT) como el OCT2 (gen SLC22A2); los polipéptidos transportadores de anidnicos
organicos (organic anion transporting polypeptide; OATP o familia SLCO); las proteinas de
extrusion de multiples farmacos y toxinas (multidrug and toxin extrusion proteins; MATEs o
familia SLC47), los transportadores de carnitina/compuestos zwitteridnicos organicos (gen
SLC22A4 y SLC22A5), la familia de transportadores de péptidos (familia SLC15, que pertenece a

la familia POT, proton-coupled oligopeptide transporter) y otras muchas (4,5).

Muchas toxinas son filtradas libremente por el glomérulo y posteriormente son reabsorbidas
por estos transportadores, entrando en la célula, donde pueden ser téxicas. Tal es el caso del
acido aristoléquico y la ocratoxina A, ambas involucradas en la nefropatia endémica de los

Balcanes, transportadas al interior celular por los OATs (4).

2. Enfermedad renal cronica y fracaso renal agudo

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) es una entidad definida por la disminucién de la funciéon
renal, determinada por una tasa de filtrado glomerular estimado (FGe) menor a 60 ml/min/1.73
m?, o por la existencia de dafio renal determinado por una eliminacién urinaria de albumina
superior a 30 mg/dia o 30 mg/g de creatinina, alteraciones en el sedimento de orina,
alteraciones electroliticas debidas a tubulopatias, anormalidades histolégicas detectadas en la

biopsia renal, alteraciones estructurales en pruebas de imagen o historia de trasplante renal; de
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al menos 3 meses de evolucidn, independientemente de la causa, y que tiene implicaciones para
la salud del paciente (6). La ERC es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad por
enfermedades no transmisibles. Su diagndstico implica un mayor riesgo de progresion a fallo
renal que requiera terapia renal sustitutiva (TRS), de fracaso renal agudo (FRA) y de muerte

prematura cardiovascular o por cualquier causa (7).

A nivel mundial, en 2017, la prevalencia de ERC se estimo en 9,1% (aproximadamente 697,5
millones), siendo los estadios G1y G2 el 5%, estadio G3 el 3,9%, estadio G4 el 0,16%, el estadio
G5 un 0,07%, dialisis 0,041% vy el trasplante renal 0,011% (8). Las causas mas frecuentes de ERC
son la diabetes y la hipertensidn (aunque a nivel clinico, la ERC se atribuye a hipertension cuando
no hay otra causa evidente) (7,8). A nivel europeo, segun el registro de la ERA-EDTA, la causa
mas comun de ERC incidente en didlisis es desconocida (27%, 39% si afiadimos hipertension),
seguida de diabetes (20%), glomerulonefritis (11%) y poliquistosis renal (5%) (7). En Espaia, la
principal causa de ERC es diabetes (25% de pacientes que llegan a TRS), seguida de desconocida
(15%), “vascular”, glomerulonefritis (14%) y enfermedades hereditarias (aproximadamente
14%)(7). Sin embargo, en paises en desarrollo también tiene un papel adicional el VIH, la
exposicién a metales pesados y toxinas y, en varias areas mundiales, la causa sigue siendo

desconocida (8).

En 2017, 1,2 millones de personas fallecieron por causas atribuibles a ERC y el nimero de
personas que reciben TRS excedid los 2,5 millones, previéndose que para 2030 se doble hasta
5,4 millones (8). Sin embargo, en algunos paises el acceso a TRS es limitado, por lo que se estima
que 2,3 - 7,1 millones de personas murieron prematuramente por la falta de acceso a TRS (8).
En 2016, la ERC fue la decimosexta causa de muerte a nivel mundial, estimandose que ascendera
a la quinta causa de muerte en 2040 y a la primera causa de muerte en 2100 (7-9). En Espafia,
siguiendo esta progresion, la ERC sera la segunda causa de muerte, tras el Alzheimer, a finales

del siglo XXI (7).

Entre 1990 y 2017, la prevalencia de ERC y su mortalidad ha variado segun las diferentes
regiones. Dentro de Centroamérica y la regién Andina, la ERC es la segunda y quinta causa de
muerte respectivamente (8), siendo mas llamativo en El Salvador, México y Ecuador (aumento
de mortalidad del 199%, 102,3% y 95,5%, respectivamente (8). En el sudeste asiatico, Sri Lanka
es el pais con mayor incremento de la prevalencia de ERC durante este periodo, un 15,9%, pero
con un descenso de la mortalidad de un 17% (8). En Europa occidental, donde los porcentajes

de variacién en la tasa de prevalencia y mortalidad de ERC ajustada por edad entre 1990y 2017
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era de -5% y de -0,7%, Dinamarca presenté un incremento de un 4,9% en prevalencia y de un

117% en mortalidad (8).

Las consecuencias de la ERC para la salud incluyen también las propias manifestaciones de la
ERC (anemia, enfermedad dsea, acidosis metabdlica, hiperpotasemia y, eventualmente, muerte
por uremia) asi como un mayor riesgo de FRA, definido por las guias KDIGO como aumento de
la creatinina sérica 20,3 mg/dl en 48 horas o aumento de la creatinina sérica 21,5 veces la
creatinina basal, que ha ocurrido en los 7 dias previos; o una diuresis <0,5 ml/kg/h durante 6
horas. Una vez determinado que existe un FRA, hay que estratificar su gravedad y determinar
su causa (10). Segun la gravedad, se distinguen 3 estadios: KDIGO 1 si la creatinina aumenta >0,3
mg/dl; KDIGO 2 si la creatinina esta entre 2 y 2,9 veces su valor basal y KDIGO 3 si la creatinina
plasmatica es >3 veces el valor basal, si aumenta por encima de 4 mg/d| o si el paciente requiere

TRS (10).

La ERCy el FRA tienen una relacién bidireccional: la ERC aumenta el riesgo de FRAy el FRA puede
causar o acelerar la ERC. Las principales causas de FRA son prerrenal, renal o parenquimatoso,
y postrenal u obstructivo. El FRA prerrenal se debe a una disminucidn de la perfusién renal, ya
sea por hipovolemia, disminucion del gasto cardiaco, vasodilatacién sistémica o modulacion de
la vasculatura renal (vg., por IECA, ARA2, AINEs) (10,11). El FRA postrenal u obstructivo se debe
a obstruccién de la via urinaria (10,11). El FRA renal o parenquimatoso tiene multiples causas,
desde la perpetuacion en el tiempo de un FRA prerrenal u obstructivo no corregidos hasta
diversas enfermedades o téxicos que afectan de forma directa al rifidn. Podemos clasificarlas
segln donde se produzca el dafio en vascular o microvascular, glomerular o tubulointersticiales,
que incluiria la necrosis/dafio tubular aguda (NTA) por isquemia, procesos inflamatorios,
metabolitos y farmacos (10,11). Varios antibidticos causan NTA, como los aminoglicésidos,
anfotericina B y colistina, lo que requiere ajuste de dosis o limitar su uso sistémico/intravenoso,
como ocurre con la colistina (12,13). Entre los metabolitos, el acido delta aminolevulinico (ALA)
se acumula en los pacientes con porfiria aguda intermitente y se ha descrito un efecto

nefrotdxico (14,15).

3. Predisposicion genética a la ERC

Las enfermedades genéticas causan el 17% de ERC en nifios (tercera causa mas comun). La

poliquistosis renal autosdmica dominante es la nefropatia genética mas frecuente en adultos y
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lleva a necesitar didlisis a los 55-60 anos (16). El diagndstico puede realizarse mediante
ecografia. En este caso, el fenotipo clinico es claro y ayuda al diagndstico, pero en las
enfermedades genéticas cuyo fenotipo clinico puede pasar desapercibido, la prevalencia y el
diagndstico quedan infraestimados, llevando al paciente a ERC y didlisis sin una causa
establecida. Generalmente en estos casos, dado que la hipertensidon es una enfermedad
prevalente en la poblacion general y ain mas en pacientes con ERC, la etiologia asignada es
“dafio microvascular por HTA o nefropatia hipertensiva” (16). La practica clinica esta cambiando,
pero todavia es necesario aumentar el nUmero de estudios genéticos para esclarecer la causa
de nefropatias, especialmente entre los mds jovenes. El estudio GENSEN encontré que
practicamente uno de cada 4 pacientes menores de 45 afios en TRS tenia una nefropatia

genética (17).

En otro ejemplo, la secuenciacion del exoma (whole-exome sequencing) cambid el diagndstico
en 22 (24%) de 92 pacientes desde ERC de causa desconocida (ERCd), nefropatia familiar o
hipertension a 13 enfermedades genéticas diferentes (18). La nefronoptisis es la causa genética
mas prevalente de ERC terminal (ERCT) en nifios. Sin embargo, en 5606 pacientes con ERCT de
inicio en adultos, 0,5% tenian deleciones homocigotas en el gen NPHP1, una causa de
nefronoptisis. La mediana de edad de inicio de TRS fue 30 afios, pero el rango de edad llegd

hasta los 61 afios (16). EI 88% de estos pacientes estaban diagnosticados de ERCd (16).

4. Puntos calientes de ERC o ERC hotspots

Existen regiones donde la prevalencia de ERC ha aumentado sin un aumento en la prevalencia
de las causas principales de ERC (diabetes e hipertensién) denominadas puntos calientes de ERC
o ERC hotspots (Figura 1) (19). Las principales causas de ERC en los hotspots, ademas de la
diabetes y la hipertensidn, son las infecciones y la ERCd (19). La ERCd ha recibido diferentes
nombres segln el area geografica: Nefropatia Mesoamericana, Nefropatia de América Central,
enfermedad renal crénica tubulointersticial de América Central, la Nefropatia agricola de El
Salvador, la Nefropatia agricola de Sri-Lanka y la Nefropatia endémica de Uddanam. Estos
términos se aplican a individuos con ERC, normalmente no biopsiada, en los que no hay una
clara causa identificable (19). Actualmente, sigue sin aclararse la causa de la Nefropatia
Mesoamericana, aunque en la Nefropatia endémica de los Balcanes, se ha identificado el acido
aristoldquico como agente causal (19). Existe una compleja interaccién entre posibles factores

genéticos, bajo peso al nacer, exposiciones prenatales o en la infancia, exposiciones ambientales
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dafinas a edades tempranas, y determinantes sociales como pobreza, malnutricién, educacion
insuficiente, escaso acceso a sistemas sanitarios y una exposicién desproporcionada a ciertos

factores ambientales u ocupacionales(19).

[High-Middie SDI_| 158,186
[HighSDI_____ | 2%y

Figura 1. Mapa mundial donde destacan las regiones con mayor prevalencia de ERCd. De (20).

En el siglo XXI, la ERCd y las nefropatias genéticas suponen problemas de salud no resueltos,

posiblemente relacionados.

5. Nefropatia Mesoamericana

La Nefropatia Mesoamericana es una ERCd que aparece en jévenes de regiones agricolas de El
Salvador, Nicaragua, Guatemala y Costa Rica (21). Tiene caracteristicas distintivas (21,22):
a) Aunque afecta a toda la region de América central, se concentra en las tierras bajas de
la costa pacifica.
b) Afectacion predominantemente en varones con aumento de creatinina en torno a la
tercera o cuarta década de la vida.
c) Perfil de afectaciéon no glomerular con poca frecuencia de aparicion de proteinuria
significativa (<1g/dia).
d) Curso indolente y lentamente progresivo.

e) Riflones ecogénicos y pequefios en ecografia.
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f) Asocia sintomas del tracto urinario inferior (denominado chistata por los locales para
definir esos sintomas), normalmente acompanado de piuria estéril y de positividad para

la esterasa leucocitaria.

En algunos casos se ha evidenciado enfermedad vascular en las piernas y hallazgos neurolégicos
como sordera neurosensorial y mioclonias (21). Ademads, la prevalencia de FGe <60
ml/min/1,73m? en residentes nicaragiienses que viven por debajo de los 500 m de altitud sobre
el nivel del mar es casi el doble que en los que viven a mayores altitudes. Se ha asociado con
factores ocupacionales, como un trabajo previo en campos de algoddn, de azlcar o la exposicidon

a pesticidas (22).

En El Salvador, Peraza et al, estudid a 664 residentes entre los 20 y 60 afios que vivian en 5
comunidades y que trabajaban en diferentes industrias: dos comunidades en campos de azlcar
(0-50 m sobre el nivel del mar), una en un campo de azlcar a mayor altitud (>500 m), en un drea
de produccion de café (1650 m) y una en un area de servicio (650 m). En los dos campos de
azlcar a nivel del mar, 19% de los varones tenian FGe<60 ml/min/1,73m? frente al 2% en el
campo de azucar de alta altitud (23). Ademas, la duracién del trabajo ajustada por edad en los
campos de azlcar de baja altitud se asocié de forma independiente a mayor probabilidad de
reduccion de la funcién renal (22). Sin embargo, el uso de agroquimicos y el tipo de trabajo en
los campos de azlcar eran similares entre las comunidades que trabajaban a diferentes

altitudes, aunque la temperatura media era 42C mas baja en la comunidad de elevada altitud.

Existen multiples teorias sobre las causas de la Nefropatia Mesoamericana: estrés por calor,
medicaciones y toxinas (agroquimicos, metales pesados, acido aristoldquico, contaminantes en
alcoholes destilados localmente), infecciones (leptospirosis) y factores genéticos. Sanoff et al.
encontré una asociacién entre FGe<60 ml/min/1,73m?y la ingesta de més de 5 litros de agua al
dia (24), y sugirié que una toxina presente en el agua a baja concentracidn, sumado a la gran
ingesta de agua en las zonas mas calurosas y humedas (baja altitud) y a la susceptibilidad
individual o factores genéticos que aumenten la reabsorcién tubular de dicha toxina, facilitaria

el dafio renal en funcidon de la cantidad total filtrada (22).

Por otro lado, la asociacién con la gran ingesta hidrica es dificil de interpretar, ya que iria en
contra de la hipédtesis de la deshidratacién a no ser que, aun asi, la ingesta de agua siga siendo
insuficiente para reponer las pérdidas. Ademas, la poliuria resultante de la resistencia parcial a

la hormona antidiurética (isostenuria) es una manifestacion de muchas formas de ERC,
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reflejando la pérdida de la capacidad de concentrar la orina. Por ello, la asociacién con grandes
ingestas de agua puede ser solo el reflejo de la existencia de ERC (16). En este sentido, la
histologia renal corresponde a una nefritis tubulointersticial con datos de cronicidad y algunos

cambios isquémicos (25).

El riesgo de desarrollar Nefropatia Mesoamericana es mayor en pacientes con historia familiar
de ERC lo que podria sugerir una predisposicién genética. Sin embargo, actualmente no hay
estudios de asociacion genética que lo demuestre (26). Muchos autores rechazan la hipotesis de
un posible componente genético centrdandose en los factores ambientales. El hecho de tener
una mayor prevalencia en varones podria estar relacionado con variantes o enfermedades
asociadas al cromosoma X (como el sindrome de Alport o Enfermedad de Fabry), o por
enfermedades autosdmicas que progresan mas rapidamente en varones que en mujeres (como
la poliquistosis hepatorrenal autosémica dominante, en la que los quistes renales y la ERC
progresan mas rapidamente en hombres y los quistes hepaticos en mujeres) (16). Existen
determinantes genéticos que son especificos de determinadas etnias, como las variantes en
APOL1 e individuos de ascendencia africana, que predisponen a ERC. El marcador urinario NGAL
(lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos o neutrophil gelatinase-associated lipocalin)
es un marcador de dafio tubular agudo y ERC. Entre los trabajadores de los campos de azlcar
con Nefropatia Mesoamericana, aquellos con mayores aumentos del ratio urinario
NGAL/creatinina durante los 6 meses de la época de cosecha tenian filtrados glomerulares
disminuidos. Aunque inicialmente se habia descrito como una enfermedad ocupacional, los
nifios que residen en regiones de Nicaragua con alta incidencia de Nefropatia Mesoamericana
pueden presentar dafio renal subclinico (determinado por el aumento de NGAL urinario, pero
no de proteinuria) antes de aparecer las exposiciones ocupacionales (16,27). Por lo que, si la
ausencia de historia laboral es correcta, esto podria implicar una predisposicién genética y/o

factores ambientales mas alla de las duras condiciones laborales (16).

6. Nefropatia agricola de Sri-Lanka

La prevalencia de la Nefropatia agricola de Sri Lanka, como en la Nefropatia Mesoamericana, es
mayor en hombres, llegdndose incluso a evidenciar en nifios, presentando un cociente urinario
albumina/creatinina entre 30 y 300 mg/g (28). El resto de las caracteristicas son similares a la
Nefropatia Mesoamericana: aumento lento y progresivo de las cifras de creatinina, rifiones

pequefios e hiperecogénicos, ausencia de sedimento activo o con algun cilindro hialino o
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granular, proteinuria tubular (aumento de aly B2 microglobulina) y aumento de NGAL urinario,
e incluso sintomas neurolégicos como mioclonias y signo de Babinski, hiperpigmentacion
palmoplantar y anormalidades en la ecografia doppler de la arteria tibial (29). Wijkstrom et al

encontré también una eliminacién urinaria de magnesio aumentada (30).

En Sri-Lanka se reconocen dos areas climaticas: la region hiumeda, (sur, oeste y central) y la zona
seca (norte, central del norte y oriental) (28). La Nefropatia agricola de Sri-Lanka afecta
principalmente a la region central del norte con una incidencia del 10-27% (31), pero con escasa
incidencia en la regién norte, donde el clima, la agricultura, los patrones ocupacionales y el

campo es similar a las regiones endémicas (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de Sri-Lanka. A: diferentes regiones en las que se divide Sri-Lanka. B: distribucion de la prevalencia de
la Nefropatia de Sri-Lanka. El circulo indica el drea norte. Como se puede evidenciar, la Nefropatia de Sri-Lanka afecta
principalmente a la region central del norte. De (28,32).

La histopatologia muestra una nefritis tubulointersticial con infiltrado mononuclear, esclerosis
glomerular y atrofia tubular (28). Se han descrito asociaciones con ser granjero, el uso de
pesticidas, beber agua de pozos, historia familiar de ERC, historia previa de mordeduras de
serpientes, haber recibido medicina ayurvédica y la edad >60 afios (28). También se ha atribuido
al fluor y al cadmio ingerido a través del pescado y del arroz, ya que los pacientes presentaban

mayores concentraciones de cadmio urinario, encontrdandose una asociacion entre los niveles
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de cadmio urinario y los estadios de ERC (28). Sin embargo, los niveles de selenio urinario eran
bastante bajos (33). Por otro lado, otros autores no encontraron asociaciones significativas con
ninguno de los metales expuestos (cromo, arsénico, plomo y cadmio) (34). Otra posible
etiopatogenia son los contaminantes naturales como la ocratoxina A (toxina fungica) o toxinas

de cianobacterias, sin embargo, ambas se encontraron en dosis infratdxicas o indetectables (28).

Dentro de la susceptibilidad genética, mediante estudios de asociacion por analisis gendmico o
genome-wide association study (GWAS), se observd una asociacidon con un polimorfismo de un
nucledtido simple o single-nucleotide polymorphism (SNP) en el gen SLC13A3 (sodium-
dependent dicarboxylate transporter member 3; rs6066043; P = 5,23x10° en analisis de locus
del rasgo cuantitativo o quantitative trait locus analysis; P=3,73x10° en anélisis dicotémico) con
una fraccidn atribuible a la poblacién del 50% y un OR de 2,13 (35). En otros estudios, se
encontré una asociacion familiar en 10 de 106 pacientes con ERCd en la regién de
Medawachchiya y Girandurukotte con un patron de herencia que no correspondia a
enfermedades monogénicas o autosémicas recesivas, sugiriendo la posibilidad de un
polimorfismo con alta frecuencia de expresién en la poblacién (36,37). También se describié una
posible asociacion con 4 variantes raras en el gen de la laminina beta-2 (LAMB2) y con una
variante el gen KCNA10 (rs34970857) que codifica un canal de potasio dependiente de voltaje
(c.658G>A/V220 M) (34,37). La asociacion familiar, compatible con susceptibilidad genética, es
un rasgo comun tanto en la Nefropatia Mesoamericana como la Nefropatia de Sri-Lanka, que
dadas sus similitudes se agruparon en un término comun: nefritis intersticial crénica en
comunidades agricolas o CINAC de sus siglas en inglés. A partir de ahora, me referiré de forma
genérica a ambas como CINAC, y en caso de querer hacer alguna distincién concreta usaré el
término de Nefropatia Mesoamericana o de Sri-Lanka. La Tabla 1 muestra una comparativa de

ambas enfermedades.
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Tabla 1. Comparativa de la Nefropatia Mesoamericana y de Sri-Lanka. KIM1: kidney injury molecule 1; NGAL:
neutrophil gelatinase-associated lipocalin o lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos. Adaptado de (21,25,28).

Nefropatia Mesoamericana

Nefropatia de Sri-Lanka

Region

Edad

Clima

Sexo

Ocupacion

Afectacion
en infancia

Asociacion
familiar

Sedimento
Proteinuria
Hipertension

Marcadores
urinarios

Histologia

Tierras bajas de la costa pacifica, areas
rurales desde México a Panama

20-50 afos

Humedo, temperatura media 262C

Varones 3:1

Trabajadores de caia de azucar,
algodon, agricultor de maiz,
construccion, trabajadores portuarios,
mineros, industria pesquera, fabricas
de camarones y de ladrillo

Si

Si
Piuria estéril
Negativa o minima

Raro

NGAL y KIM-1

Glomeruloesclerosis extensa, datos de
isquemia glomerular crénica
Nefropatia crénica tubulointersticial
Lesiones vasculares leves

Provincia Central del Norte

40-50 anos

Seco, temperatura media en la
costa 282C

Varones 1,3:1

Agricultores de arroz

Si

Si
Sin cilindros
Minima
Desconocido

NGAL y KIM-1

Glomeruloesclerosis
Nefropatia crénica
tubulointersticial

Lesiones vasculares

A pesar de que la biopsia renal en la CINAC es poco especifica, Vervaet et al. describid una

constelacion de lesiones de la célula proximal que incluian unos grandes granulos dismérficos

que contienen “agregados” dispersos, electron-densos, no unidos a membranas que se
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identificaron como lisosomas con microscopia dptica y electrénica (Figura 3 y Figura 4) (29).
Estos depdsitos no coinciden con los de lipofuscina, son diferentes de los cuerpos mieloides
lisosomales y tampoco son compatibles con otras enfermedades de depdsito lisosomal como la
Enfermedad de Fabry (29). Estas lesiones eran similares a las observadas en otras nefropatias
inducidas por toxinas, como en los pacientes tratados con inhibidores de calcineurina, litio, otras
nefritis intersticiales por farmacos y casos de nefrotoxicidad por lomustina (quimioterapico) y
clomifeno (usado para inducir la ovulacién) (29). Hay que destacar que no todas las nefropatias
inducidas por toxinas (cisplatino o tenofovir) presentan este fenotipo lisosomal aberrante,
indicando que solo ocurre en determinadas patologias que afectan a la misma via o vias, entre
las que podria estar incluida la via de la calcineurina (siendo la toxina otro inhibidor o
modulador) (29). A este respecto, los pesticidas piretroides inhiben directamente la calcineurina
y hay descritos casos de toxicidad renal aguda por pesticidas piretroides en forma de NTA no
oligurica con hipopotasemia, caracteristica también presente en los casos de CINAC (38). En este
caso, la biopsia renal mostré datos de NTA con cambios degenerativos extensos y vacuolizacion

citoplasmadtica (38).
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Figura 3. La presencia de grdnulos argirofilicos de células tubulares proximales agrandadas (identificados como
lisosomas) en asociacion con diversos grados de simplificacion epitelial, atrofia tubular, desprendimiento de
fragmentos de células luminales con o sin expansion tubulointersticial son sospechosos de nefritis intersticial cronica
de comunidades agricolas, sin embargo, requiere de microscopia electrénica para confirmar (ver Figura 4). (A y B)
Grdnulos agrandados prominentes, identificados como lisosomas, algunos con formas irregulares/dismérficas y que
contienen material agrupado mds oscuro (flecha). (C) Células tubulares aplanadas (puntas de flecha) con pérdida del
reborde en cepillo. Ampolla apical (flechas sélidas) y fragmentos de células intraluminales (flechas abiertas). (D) Lesion
prominente del revestimiento epitelial (puntas de flecha), junto a varias células con vesiculas apicales (flecha). Biopsias
de nefritis intersticial cronica de comunidades agricolas de Sri Lanka. Tincion de plata de Jones con contratincion
limitada. De (29).
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Figura 4. Variabilidad fenotipica en microscopia electrénica de la lesion lisosomal. (A y B) Dos lisosomas dismarficos
muy grandes. Todos contienen agregados electron-densos dispersos. La presencia de lisosomas con didmetros
superiores a 1,2 mm tiene valor diagndstico confirmatorio para la identificacion de nefritis intersticial crénica de
comunidades agricolas en pacientes que cumplen los criterios clinicos de la enfermedad. (Cy D) Ejemplos de grupos
de lisosomas dismdrficos mds pequefios que contienen agregados. Los casos clinicos de nefritis intersticial cronica de
comunidades agricolas que presentan dos o mds grupos de al menos tres lisosomas que cumplen los criterios de
agregados intralisosomales y dismorfia de leve a moderada, pero con un didmetro mdximo menor de 1,2 mm, se
designan como "sospechosos". Las imdgenes son de pacientes de Sri Lanka con nefritis intersticial crénica de
comunidades agricolas. De (29).

7. Porfiria aguda intermitente

Las porfirias son enfermedades que afectan a alguno de los 8 pasos enzimaticos de la sintesis
del grupo hemo (Figura 5). Cada tipo de porfiria se debe a un defecto enzimatico, que puede ser
adquirido o hereditario (39). Un defecto significativo causa el acimulo de los precursores

proximales al defecto, que entran en la circulacion y se excretan en la orina o bilis. Se agrupan
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en las porfirias agudas hepaticas y las fotocutdneas. Las porfirias agudas se deben a la
sobreproduccidon hepatica de los precursores porfirinicos, acido delta aminolevulinico (ALA) y
porfobilinégeno (PBG), cuyos sintomas estan causados por dafio al sistema nervioso. Las
porfirias cutaneas se deben a la sobreproduccion de porfirinas fotosensibilizantes, ya sea por el
higado o la médula ésea (39). La Unica porfiria cuya causa es una ganancia de funcién es la
protoporfiria eritropoyética asociada al cromosoma X, con una mutacién en la ALA sintetasa 2

de los eritrocitos en médula 6sea, aumentando los niveles de ALA (40).

(Protoporfirinégeno oxidasa)

PPOX 4>
- PROTOP IX PROTOGEN IX
glicina + succinil-CoA (protoporfirina IX) (protoporfirinégena IX )
ALAS 1 42 - FECH & CPOX 4> CPH
(ALA sintetasa) ~ o (Ferroquelatasa) (coproporfirinégeno oxidasa)

X (ALAS2) ~~< HEMO PPE

COPRO 11l
(coproporfirinégenao I11)
ALA
(acido delta-aminolevulinico) UROD % PCT
(Uroporfirinégeno decarboxilasa)
URO Il
ALAD % PAD (uroporfirinégeno I11)
(ALA dehidratasa o PBG
sintetasa) % PCE
UROS
PBG D/H MBS % PAI (Uroporfirinégeno sintetasa)
(PBG deaminasa o HMB sintetasa)
PBG HMB
(porfobilinégeno) (hidroximetilbilano)

Figura 5. Via metabdlica de sintesis del grupo HEMO. En color marrdn, los sustratos; en negro las enzimas encargadas
de cada paso metabdlico; en morado la porfiria asociada a esa alteracion enzimdtica. PLX: protoporfiria eritropoyética
ligada al X; PAD: porfiria asociada a ALAD; PAIl: porfiria aguda intermitente; PCE: porfiria congénita eritropoyética;
PCT: porfiria cutdnea tarda; CPH: coproporfiria hereditaria; PV: porfiria variegata; PPE: protoporfiria eritropoyética.
Adaptado de (39).

La porfiria aguda intermitente es la mas frecuente en la practica clinica y se debe a la deficiencia
parcial de la tercera enzima en la sintesis del grupo hemo, porfobilinégeno deaminasa o
hidroximetilbilano sintetasa, acumulandose PBG y ALA. Es una enfermedad autosémica
dominante con una prevalencia de mutaciones en la poblacién occidental de 1 por cada 2000
personasy una penetrancia clinica del 0,5-1% (39,40). Sin embargo, los ataques agudos ocurren

en menos del 10% de la poblacién en riesgo (39).
Las manifestaciones tipicas comienzan con unos dias de astenia muy marcada, incapacidad para

concentrarse, seguidos de dolor abdominal que empeora progresivamente, nduseas, vomitos y

sutiles signos neurolégicos (debilidad, disestesia y afecto alterado), asociando taquicardia e
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hipertension (39). Una complicacién frecuente es la hiponatremia secundaria a una secrecion
inadecuada de hormona antidiurética, debido al paso de ALA al hipotdlamo (15). En este caso,
el color de la orina es normal, pero si se mantiene a la luz a temperatura ambiente, se torna
oscura lentamente por la formacién de pigmentos similares a las uroporfirinas (39). Los ataques
ocurren generalmente en mujeres en edad reproductiva desencadenados por factores
hormonales (ciclo menstrual), farmacos, disminucién de la ingesta caldrica, estrés fisico o mental
e infecciones (todos inductores de la enzima ALA sintetasa o ALAS], ya sea de forma directa o
por deplecidn del grupo hemo, eliminando el feedback negativo) (39—41). Existe una diferente
tolerancia a los factores desencadenantes, incluso entre miembros de una misma familia con la
misma mutacion, lo que indica que el fenotipo final puede estar afectado por otros factores

genéticos y no genéticos, haciendo dificil crear una correlacion genotipo-fenotipo (40).

El diagndstico se realiza midiendo los niveles de PBG y ALA, que se encuentran elevados en orina
y sangre, aumentandose entre 10 y 150 veces el limite superior de la normalidad en los ataques

agudos.

Se cree que los sintomas se deben al acimulo de ALA. Entre las complicaciones a largo plazo de
la porfiria aguda intermitente estan la enfermedad hepdtica y renal crénica (hasta 70% en
pacientes con ataques recurrentes), posiblemente debido al efecto téxico de ALA, que es
altamente hidrofilica y atraviesa barreras, como la hematoencefalica (15,39,42). In vitro, ALA es
una neurotoxina y su oxidacion genera especies reactivas de oxigeno, siendo ademds un potente

vasoconstrictor (15,40).

7.1. Patogénesis del dafio renal mediado por ALA

El rifdn es el tercer érgano, tras la médula sea (80%) y el higado (15%), en términos de sintesis
del grupo hemo, que se incorpora a las hemoproteinas necesarias para la fisiologia renal (15).
La ruta metabdlica es la misma que en el higado, siendo la primera enzima que interviene la
ALAS1, también con feedback negativo por el grupo hemo, si bien, con menor sensibilidad a
factores inhibidores (15). Dentro del rifidén, la sintesis y concentracién de hemoproteinas sigue
un gradiente cdrticomedular, siendo predominante en los tubulos proximales, una region
metabdlicamente muy activa y expuesta a diferentes xenobidticos y otros componentes

enddgenos (14).
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En la porfiria aguda intermitente diferenciamos dos formas de dafio renal: agudo, durante los
ataques, y crénico, por ataques repetidos y exceso de ALA y PBG (Figura 6). En los ataques
agudos, ALA es filtrada por el glomérulo y reabsorbida por el transportador PEPT2 del tubulo
proximal, asi como algunos transportadores de aminodcidos neutros (15), produciendo NTA con
aumento de NGAL urinario (43,44). La enfermedad renal crénica asociada a porfiria (porphyria-
associated kidney disease; PAKD) ocurre en >50% de los pacientes con porfiria aguda
intermitente sintomatica y un 60% de los pacientes con PAKD tienen hipertension (15). La
gravedad de la PAKD se correlaciona con la frecuencia y severidad de los ataques. Existen 2
teorias principales del dafio renal en porfiria aguda intermitente: 1) dafio hemodinamico

repetitivo por vasoconstriccion e hipovolemia (por emesis); 2) dafio nefrotéxico mediado por

ALA.
Sindrome de secrecidn . .
—l

inadecuada de ADH Hiponatremia

ataque Vasoconstriccion aguda
Hipovolemia = Fracaso renal agudo
Necrosis tubular aguda -

Porfiria aguda intermitente P
Acumulacion ALA y PBG ”
; ” . . .
(plasmay orina) Atrofia tubular » “episodios repetidos
tabl Fibrosis intersticial »
estable Arteriolopatia cronica L.
— Enfermedad renal cronica

Hipertension

Figura 6. Los precursores porfirinicos ALA 'y PBG son producidos en exceso en fase estable entre ataques y mds aun
durante los ataques en la porfiria aguda intermitente. ALA y PGB producen vasoconstriccion y citotoxicidad, causando
hipertension y dafio tisular renal con fracaso renal agudo. Ataques repetidos de porfiria aguda intermitente causan
fracasos renales agudos repetidos que evolucionarian a enfermedad renal crénica irreversible (PAKD). ALA: dcido delta
aminolevulinico; PBG: porfobilinégeno; PAKD: enfermedad renal crénica asociada a porfiria. Adaptado de (15).

A nivel intracelular, ALA sufre una autoenolizacién catalizada por fosfato, convirtiéndose en un
agente oxidante que reacciona con el hierro y el oxigeno para producir anién superéxido,
radicales OHy radical ALA. El radical ALA, en presencia de oxigeno, reduce el hierro para producir
acido dioxovalérico (DOVA), un oxidante altamente reactivo, lo que genera dafo mitocondrial
con pérdida de morfologia, potencial transmembrana y proteinas (14). La Figura 7 muestra el

mecanismo de dafo renal en las porfirias agudas intermitentes.
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Figura 7. Mecanismos de dafio renal en las porfirias agudas hepdticas. La capacidad de biosintesis del grupo hemo es
paralela a la actividad detoxificadora de los citocromos y otras funciones hemo-dependientes. El rifion podria
beneficiarse de un mayor contenido de grupo hemo libre, que serviria como un buffer protector para estimulos que
deplecionen hemo de forma aguda. A nivel intracelular, ALA reacciona en mdltiples pasos en presencia de hierro y
oxigeno para producir dcido dioxovalérico, un oxidante altamente reactivo que genera dafio mitocondrial. Las
porfirinas producen especies reactivas de oxigeno y causan agregacion proteica sin fotosensibilizacion previa. Este
proceso puede iniciarse o acelerarse en un medio oxidante. Las depleciones relativas del grupo hemo, asi como los
reajustes hemodindmicos debidos a alteraciones subitas en los niveles de ALA circulantes podrian impactar
negativamente en el delicado equilibrio microcirculatorio del rifion, regulado por la sintasa de oxido nitrico, la guanilil
ciclasa soluble y otras hemoproteinas con efectos vasoactivos. De (14).

En biopsias renales se observé glomeruloesclerosis difusa y dafios intersticiales crénicos junto
con lesiones isquémicas (arteriosclerosis grave e hiperplasia intimal fibroproliferativa),
apoyando la posible toxicidad vascular y vasoconstriccién mediada por ALA, pero pudiendo
interpretarse también como un cuadro histolégico inespecifico de ERC (15,43). Ademas, las
secciones tubulares de las biopsias con PAKD mostraban acimulos citoplasmaticos de B-

catenina y expresaban vimentina, indicativo de transicidn epitelio-mesenquimal parcial (44). In
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vitro, al incubar células tubulares con ALA y PBG 1 mM, una concentracién que puede alcanzarse
en la orina durante las crisis agudas, se vio positividad para TUNEL, indicando la presencia de
apoptosis. Ademas, se evidenciaron otros marcadores de estrés del reticulo endopldsmico y
activacion autofagica, la pérdida de marcadores epiteliales (indicando una transicion epitelio-
mesenquimal) y la expresidn de citoquinas profibrdoticas, como TGF-B1 y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), y proinflamatorias como IL-6, IL-8 y la proteina quimiotdctica de monocitos 1
(MCP-1) (44). Estos cambios también se evidenciaron con menores concentraciones de ALA y

PBG (100 uM) (44).

El tubulo proximal reabsorbe ALA por el transportador PEPT2, codificado por SLC15A2, en los
segmentos S2 y S3 y variantes del gen SLC15A2 que codifican transportadores con diferente
afinidad por el sustrato se han relacionado con la gravedad de la PAKD (15,43). PEPT2 se expresa
también en los plexos coroideos con una funcidn protectora en las intoxicaciones por plomo, al

intervenir en la extraccidon de ALA del interior de la barrera hematoencefalica (43).

El ataque agudo se suele tratar con hemina intravenosa, que produce mejoria al tercer o cuarto
dia de administracién al restaurar los niveles hepaticos del grupo hemo, disminuyendo la
expresion de ALAS1 mediante el feedback negativo, pero con posibles efectos adversos (flebitis,
agregacion plaquetaria, prolongacion del tiempo de protrombina y, con tratamientos repetidos,
sobrecarga hepatica de hierro) (39,40). Por eso se estdn buscando alternativas como la terapia
génica con vectores virales que transportan hidroximetilbilano sintetasa a los hepatocitos o un
pequeiio RNA de interferencia (siRNA; small interfering RNA) dirigido contra el RNA mensajero

hepatocitario de ALAS1, llamado Givosiran.

Givosiran se administra por via subcutanea, disminuye los niveles de ALA y PBG a las 24 horas,
mantiene el efecto durante 1 mes y disminuye los sintomas y la frecuencia de ataques agudos
de porfiria aguda intermitente (39,45). El Givosiran esta conjugado con un ligando trivalente de
N-acetilgalactosamina, que se une especificamente al receptor de asialoglicoproteina de los
hepatocitos (45). ENVISION fue un ensayo clinico fase 3, doble ciego, controlado con placeboy
aleatorizado, que compard Givosiran subcutaneo mensual 2,5 mg/kg frente a placebo durante
6 meses (45). Al comienzo del estudio, 27% de los pacientes eran hipertensos y 34% tenian
FGe<60 ml/min/1,73m?2. Tras los 6 meses, hubo un descenso del 74% en la tasa media anualizada
de ataques agudos de porfiria en el grupo del Givosiran (definido como hospitalizacién, visita
médica urgente o administracién intravenosa de hemina en casa) (p<0,001) (45). Durante el

periodo de intervencién, la mediana de los niveles urinarios de ALA disminuyé un 86%, de
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20+16,8 a 4,0+2,4 mmol/mol de creatinina (media + DE niveles normales 0,539+0,3 mmol/mol
de creatinina (46) y limite superior de la normalidad 3,8 mmol/mol de creatinina (47) y de PBG
un 91%, de 50,4+34,3 a 12,9+4,6 mmol/mol de creatinina (media * DE niveles normales
0,0281+0,0238mmol/mol de creatinina (46) y limite superior de la normalidad 1,5 mmol/mol de
creatinina (47), ambos con p<0,001 frente a placebo (45). Los efectos adversos renales se
reportaron en 7 (15%) pacientes en el grupo del Givosiran vs 3 (7%) pacientes en placebo, siendo
la mayoria un aumento de creatinina o reduccion del filtrado glomerular. De éstos, 5 (10%)
pacientes en el grupo del Givosiran presentaron inicio o empeoramiento de su ERC frente a 1 en
el grupo placebo. Dos pacientes del grupo del Givosiran que tuvieron empeoramiento de su ERC
y fueron clasificados como efectos adversos graves, se sometieron a biopsia renal cuyo resultado
era concordante con sus comorbilidades (hipertensidén y PAKD) (45). En el estudio se evidencio
un ascenso de las cifras de creatinina desde fases tempranas que fueron generalmente
reversibles con el tiempo sin modificar las dosis de Givosiran (45). No queda clara la causa de la
sefial de seguridad de ERC del Givosiran, pero podria deberse a una acumulacién en los tubulos
renales, ricos en mitocondrias, favoreciendo niveles subdptimos de ALAS1, siendo los tubulos
proximales los mas afectados. Futuras investigaciones podrian incluir la medicion del FGe, para
excluir un efecto funcional sobre el transporte tubular de creatinina, y una evaluacion de las
consecuencias de la deficiencia de ALAS1 en los tubulos renales en condiciones de estrés
similares a las de pacientes con porfiria aguda intermitente debido a la ERC subyacente y la

sobrecarga de hierro (48).

8. Colistina

La colistina, también llamada polimixina E, es un antibiético de la familia de la polimixina, aislado
del Bacillus polymyxa var Colistinus. Las polimixinas tienen una ventana terapéutica muy
estrecha, siendo su principal limitacidn la nefrotoxicidad produciendo FRA, lo que hizo que
cayera en desuso (12,13). Ultimamente ha vuelto a cobrar relevancia dado el aumento de
infecciones por bacterias multirresistentes y la ausencia de nuevas terapias antibidticas, por lo
que es la principal opcidn de tratamiento en infecciones por bacterias multirresistentes Gram
negativas (13). Los pacientes que desarrollan FRA tienen mas incidencia de ERC en el futuro, de
ahi que disminuir la nefrotoxicidad tenga implicaciones a corto y largo plazo (12). Actualmente,
no existen terapias apropiadas para evitarla, por lo que generalmente no se consigue la dosis
terapéutica dptima y/o se tiene que interrumpir el ciclo antibiético, facilitando la aparicion de

mas resistencias (13).
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Colistina es un heptapéptido ciclico con una cadena lateral tripeptidica acilada en su extremo
aminoterminal por un acido graso (13). A nivel clinico se usan dos formas: colistina sulfato y
colistimetato de sodio (CMS; un préfarmaco no activo, menos nefrotdxico, que se transforma
en colistina endégenamente) (49). Cada miligramo de CMS corresponde a 12.500 Ul de CMS, y
cada 2,67 mg de CMS contienen 1 miligramo de actividad de colistina base (CBA), pero para
simplificar las unidades se estima que 1.000.000 Ul de CMS equivale a 80 mg de CMS y a
aproximadamente 33 mg de CBA (49,50).

La colistina ejerce su efecto bactericida principalmente disrumpiendo la membrana celular de
las bacterias Gram negativas, interaccionando con el lipopolisacdrido (LPS) y aumentando la
permeabilidad de membrana, lo que produce una fuga del contenido celular activando las vias
de muerte celular (13). Otras posibles hipdtesis son la neutralizacién del LPS o la inhibicién de la

respiracion bacteriana. La Figura 8 representa el manejo renal de la colistina.

aclaramiento conversion a aclaramiento
no renal colistina no renal
— CMS » colisting =—————

reabsorcion
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renal
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renal

Figura 8. Representacion esquemadtica de la disposicion renal de CMS y de colistina. La gran reabsorcidn de colistina
desde el filtrado glomerular a los capilares peritubulares expondria a las células tubulares a una alta concentracion
intracelular de estas moléculas. La secrecion neta tubular de CMS desde el capilar peritubular a la luz tubular a través
de las células epiteliales tubulares podria resultar en una conversion intracelular de CMS a colistina, potenciando la
exposicion de estas células a colistina. Teniendo en cuenta que la colistina necesita actuar desde la vertiente
intracelular para generar dafio en la membrana celular, el transporte transcelular de colistina facilita este acceso y,
por tanto, el dafio celular tubular. El grosor de la flecha se corresponde con la magnitud del proceso. CMS:
colistimetato de sodio. Adaptado de (51).

La extrema nefrotoxicidad hizo que la colistina cayese en desuso, ya que se asociaba
principalmente con la dosis, pero también con la duracién de la administracién y las
concentraciones plasmaticas (12). La mediana de tiempo hasta desarrollar FRA es de 3 dias (49).

En los ultimos afos, el aumento en la incidencia de infecciones por bacterias multirresistentes

34



ha hecho necesario su uso, principalmente en Staphylococcus aureus meticilin-resistente,
enterococos vancomicin-resistentes y algunos bacilos Gram negativos (Pseudomonas

aeruginosa, Acinetobacter baumannii, familia Enteobacteiaceae) (13,50).

Muiltiples regimenes de administracidn se han propuesto para disminuir la nefrotoxicidad sin
evidenciar una clara reduccién de la incidencia de FRA (12). En base a las concentraciones
minimas inhibitorias de los microorganismos y el riesgo de FRA, la concentracion plasmatica
media objetivo en equilibrio estacionario debe ser 2 mg/L de colistina (50). Las ultimas guias de
administracién de polimixinas del afio 2019 recomiendan administrar una dosis de carga
intravenosa de 300 mg de colistina sulfato (aproximadamente 9 millones de Ul de CMS) v, tras
12-24 horas, administrar la primera dosis de mantenimiento (50). En pacientes con funcion renal
normal, la dosis de mantenimiento diaria deberia ser 300-360 mg de colistina sulfato (9-10,9
millones de Ul de CMS) divididas en dos dosis administradas en periodos de 12 horas,

monitorizando la funcién renal y ajustando la dosis acorde a ella (Tabla 2) (50).
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Tabla 2. Equivalencia de las dosis de colistina segun sus presentaciones. CBA: actividad de colistina base; CMS:
colistimetato de sodio. Adaptada de (50).

Dosis diaria de CMS para concentracion plasmatica media en estado
estacionario de colistina de 2 mg/L

Aclaramiento Cr (ml/min) mg CBA/dia Millones Ul CMS/dia

0 130 3,95
5-<10 145 4,40
10-<20 160 4,85
20-<30 175 5,30
30-<40 195 5,90
40-<50 220 6,65
50-<60 245 7,40
60-<70 275 8,35
70-<80 300 9,00
80-<90 340 10,3

>90 360 10,9

La colistina produce necrosis tubular proximal aguda de forma dosis dependiente (13). La
incidencia de NTA varia segun estudios que usan diferentes criterios para definirlo (12,13). El
uso de los criterios KDIGO para definir un FRA facilitarian la comparacion. Otro factor de
confusion son los diferentes regimenes de administracion usados. Dada la ausencia de datos
precisos sobre su farmacocinética y farmacodindmica se generan, en muchos casos, dosis
infraterapéuticas. Sin embargo, en aquellos casos en los que se aumenta la dosis intentando
alcanzar la actividad minima bactericida, se registra nefrotoxicidad en hasta un 44%, impidiendo

su uso (13).

En un estudio retrospectivo de 249 pacientes tratados con colistina intravenosa, la incidencia de
FRA segun criterios KDIGO fue 12% vy 29% a los 2 y 7 dias, respectivamente, tras el inicio del
tratamiento, llegando a requerir TRS un 7% de los pacientes (52). En un andlisis retrospectivo de
298 pacientes tratados con CMS intravenosa durante al menos 48 horas, un 46,3% (138/298)

desarrollé FRA: 37,7% estadio 1, 23,9% estadio 2 y 38,4% estadio 3. Los principales predictores
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de FRA fueron la edad >75 afios, la presencia de ERC previa y el uso concomitante de farmacos
vasopresores. Los factores predictores de la gravedad del FRA fueron la hipoalbuminemia, el uso
de farmacos vasopresores y la duracién del tratamiento con colistina >7 dias. Sin embargo, el
riesgo de FRA por colistina empezé a aumentar tras 2 dias de tratamiento, y fue mayor a mayor
duracidn. La presencia de FRA fue un factor de riesgo de mortalidad, siendo mayor en aquellos

con FRA estadio 2 y 3 frente a estadio 1 (53).

8.1. Mecanismos de la nefrotoxicidad por colistina

La nefrotoxicidad por colistina disminuye el filtrado glomerular y causa proteinuria tubular,
cilindruria (presencia de cilindros en la orina) y oliguria (disminucién del volumen de orina). En
los estudios histoldgicos de rifiones de ratas tras 7 dias de tratamiento con colistina se observo
dilatacion tubular, vacuolizacién y necrosis del epitelio celular con numerosos cilindros, pero sin

datos de respuesta inflamatoria o cicatrizacion fibrosa (13).

Inicialmente se atribuyd la patogenia a su efecto detergente sobre la membrana celular. Sin
embargo, investigaciones recientes indican que es necesario la acumulaciéon intracelular del

antibidtico y que la mitocondria puede ser una diana primaria del dafio celular (13).

Teoria del detergente: la colistina, principalmente en su forma de colistina sulfato, interactia
con las cargas anidnicas de los fosfolipidos desestabilizando la membrana. Al igual que ocurre
con las bacterias, la interaccion colistina-fosfolipido anidnico deberia producir la muerte celular
en células eucaridticas. Las membranas celulares son ricas en fosfolipidos anidnicos, sin
embargo, en las bacterias las cargas anidnicas quedan expuestas al medio extracelular mientras
que en las células eucariotas quedan expuestas al medio intracelular, por lo que un prerrequisito
para esta teoria seria la entrada de la colistina dentro de la célula, donde tendria acceso directo

a la regién anidnica (Figura 9) (13).
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Figura 9. Composicion lipidica y distribucion de las cargas anionicas de la membrana plasmdtica en procariotas y
eucariotas. Los fosfolipidos cargados negativamente se expresan en la cara externa de las membranas procariotas y
en la interna de las eucariotas, por lo que la colistina tiene que entrar en la célula eucariota a través de algin
transportador para dafiar la membrana. El colesterol, constituyente de las células eucariotas, estabiliza y protege la
membrana de la actividad detergente de la colistina. Adaptado de (13).

Transporte de colistina al interior de la célula: las células epiteliales tubulares expresan
multiples transportadores, a nivel basolateral o en el reborde en cepillo, que son la ruta de
entrada de muchos farmacos. La colistina es reabsorbida principalmente por endocitosis
(megalina) y por dos transportadores: PEPT2 y OCTN2 (13,54). De ahi que el tibulo proximal,

rico en estos transportadores, sea tan sensible a la toxicidad por colistina.

Efecto intracelular de colistina: diversos estudios indican un posible efecto sobre el estrés
mitocondrial y del reticulo endoplasmico (12,13). La morfologia mitocondrial cambia de su
forma filamentosa a una forma fragmentada tras exponerse a colistina (12). Este cambio
conformacional genera una pérdida del potencial de membrana, aumenta la produccion de
superoéxido, llevando a potenciar el dafio mitocondrial y activar la apoptosis suprimiendo
moléculas antiapoptéticas (vg Bcl2) y aumentando o activando las proapoptéticas (Bax, FAS, FAS
ligando (FasL) y dominio de muerte asociado a Fas (FADD), Grp78/Bip, ATF6, GADD153/CHOP y

caspasa 12) (12,13). La mitocondria presenta una membrana externa y una interna, que
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delimitan el espacio intermembranoso. La composicién de la membrana externa es similar a la
membrana celular mientras que la membrana interna es similar a la membrana procariota, dado
el origen endosimbidtico de la mitocondria (55). Es muy posible que estas teorias patogénicas
estén anticuadas, dado que en la actualidad se piensa que la necrosis programada tiene un papel
mas relevante en el FRA que la apoptosis y un impacto sobre |la necrosis programada, via lesion
mitocondrial de la cara interna de la bicapa lipidica de la membrana celular, seria mas plausible
dados los hallazgos histoldgicos y el papel fundamental de la disrupcidn de la membrana celular
en su mecanismo de accion antibacteriano. Dado que la colistina inhibe la respiracion celular en
bacterias Gram positivas y negativas, podria ejercer un efecto similar en mitocondrias de células
eucariotas (13). Ademas, la autofagia, proceso encargado de eliminar las organelas y proteinas
danadas, disminuye. Esto limita las posibilidades de eliminar mitocondrias dafiadas,

empeorando el control del dafio celular (Figura 10) (12).
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Figura 10. Modelo actual propuesto sobre los mecanismos de apoptosis de las células tubulares mediado por colistina.
AIF: factor que induce apoptosis; CAT: catalasa; CDK2: quinasa 2 dependiente de ciclina; cytC: citocromo C; FADD:
Dominio de muerte asociado a Fas; Fas: un receptor de muerte celular; FasL: FAS ligando;, MAPKs: proteina quinasas
activadas por mitégenos; MDA: malondialdehido;, MR: megalina; NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de células B activadas; OCTNI1: transportador de cationes orgdnicos 1; PEPT: transportador
polipeptidico; RE: reticulo endopldsmico; ROS: Especies reactivas de oxigeno; SOD: superdxido dismutasa. Adaptado
de (51).

No existen terapias protectoras eficaces. Disminuir los factores de riesgo intercurrentes que se
asocian a mayor incidencia de FRA no siempre es posible, ya que el uso de colistina suele ser en
pacientes gravemente enfermos y con mucha comorbilidad, como la diabetes mellitus,

obesidad, hipoalbuminemia y la edad avanzada (12,56).
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Multiples compuestos se han testado in vivo en animales con relativa eficacia, pero en humanos,
solo el acido ascdrbico y la vitamina E (Alfa-tocoferol) se han probado sin evidencias de disminuir
el dafio, a pesar de que ambos son potentes antioxidantes y que el acido ascérbico puede
reemplazar al NADH como un donante de electrones en la cadena respiratoria (13,57). Esta
observacién no sorprende, dado el fracaso de terapias antioxidantes en multiples condiciones
humanas después de reportarse datos positivos en animales. Otro posible factor protector seria
la melatonina. Se comenzd un ensayo clinico (Clinicaltrials.gov NCT03725267) para evaluar el
efecto de la melatonina en la toxicidad por colistina que tuvo que parar el reclutamiento debido

a la pandemia COVID19.

9. PEPT2 (SLC15A2)

9.1.éQué es PEPT2?

La familia SLC15 esta formada por dos transportadores: PEPT1 (codificado por SLC15A1) y PEPT2
(codificado por SLC15A2). Ambos son cotransportadores H*/péptido que, ademas de captar di-
y tripéptidos, intervienen en la farmacocinética y farmacodindmica de varios farmacos
peptidicos o con estructuras péptido-like como los antibidticos B-lactamicos (58). PEPT1 se
localiza principalmente a nivel intestinal, representando un transportador de alta capacidad,
pero poca afinidad, mientras que PEPT2 se localiza a nivel renal siendo un transportador de baja
capacidad, pero de alta afinidad (59). Al principio, la funcion del PEPT2 como recaptador de di-
/tripéptidos fue recibida con escepticismo, dada la baja concentracion de estas moléculas en el
plasma. En cambio, los oligopéptidos que se filtran por el glomérulo son rapidamente
hidrolizados por peptidasas. Esto, junto con la reabsorcién tubular proximal del 60% del agua
filtrada, aumenta la concentracion de di-/tripéptidos en la luz tubular muy por encima de la del

plasma (60). De aqui en adelante nos centraremos en el transportador PEPT2.

9.2. Estructura y funcion de PEPT2

PEPT2 media un transporte activo acoplado a un protdén y, usando el gradiente electroquimico
de este Ultimo, transporta di- y tripéptidos en contra de gradiente de sustrato (5,61), incluyendo

péptidos zwitteridnicos, anidnicos y catidnicos, asi como farmacos péptido-like. Dada la
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necesidad de un H* para el transporte, a nivel renal hay una asociacion funcional del

transportador PEPT2 con NHE1 y/o NHE2 (Figura 11) (61).

Apical Basolateral
Orina Sangre

dd

péptidos
ATP
3 Nat

Na*

" 2 K*
Diy tri-péptidos/
Farmacos péptido-like

ADP+Pi

célula tubular proximal

Figura 11. Localizacion y relacion del transportador PEPT2 con otros transportadores en el tubulo renal proximal.
Membrana apical: 1. PEPT2; 2. Antiportador Na*/H*. Membrana basolateral: 3. Aproximadamente 9 transportadores
diferentes de aminodcidos; 4. Transportador de péptidos; 5. Na*-K* ATPasa. aa: aminodcidos; ADP: adenosin difosfato;
ATP: adenosin trifosfato; Pi: fosforo inorgdnico. Adaptado de (60).

PEPT2 tiene 729 aminoacidos con diversos sitios de glicosilacion y fosforilacion (58). Su
estructura tridimensional ha sido determinada por Alphafold, un sistema de inteligencia artificial
capaz de predecir las estructuras proteicas. La Figura 12 muestra la localizacidon de PEPT2 en el
rifidn y su topologia esquematica. La Figura 13 muestra una representacién esquemadtica del
transportador PEPT1, como modelo aplicable al resto de transportadores de péptidos humanos,
destacando diferentes aminodcidos esenciales para la funcién del transportador o que
modifican la afinidad por sustrato o la dependencia del pH. La Figura 14 y Figura 15 muestran la
estructura tridimensional de PEPT2, cuya regién mas importante es aquella orientada hacia el
exterior, que es la responsable de la captura de péptidos y fdrmacos desde el lado extracelular

de la membrana y, por tanto, la que tiene importancia para el desarrollo de farmacos (5).
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Figura 12. PEPT2: su localizacion en el rifién y su topologia esquemdtica. De (5).
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Figura 13. Representacion esquemdtica de los dominios transmembrana de PEPT1 donde se muestran los aminodcidos

esenciales para diferentes funciones, modulando la afinidad por sustrato o la dependencia del pH. Este modelo es
aplicable al resto de transportadores de péptidos humanos. De (61).
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Prolina 409

Leucina 350

Figura 14. Estructura tridimensional del transportador PEPT2, destacando los aminodcidos leucina 350 y prolina 409,
cuya modificacion da lugar a las dos variantes de PEPT2. De (62), acceso agosto/2024.
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Figura 15. Representacion de PEPT2, destacando el dominio transmembrana (transportador) y el dominio extracelular
compuesto por dos dominios IgG en tandem. De (5).

En ratas (R. norvegicus), su estructura (RnPEPT2) ha sido analizada por microscopia
crioelectrénica y es similar a la humana (5). Contiene 2 dominios: uno transmembrana (TM),
compuesto por 12 hélices, que reconoce a los péptidos y protones, y otro extracelular entre TM9
y TM10 (Figura 12). Las hélices TM1 a TM6 conforman el grupo N-terminal y las hélices TM7-
TM12 el grupo C-terminal. El dominio extracelular estd formado por dos dominios de
inmunoglobulina G conectadas en tdndem y que asientan directamente sobre la zona C-terminal
(5). Este dominio solo se une por un puente de hidrégeno al dominio transportador, de la
arginina 553 a la cadena lateral carbonilo (backbone carbonyl group) de la asparagina 328 del
TM7, el cual tiene un gran loop que se extiende horizontalmente desde el transportador antes
de conectar con TM8 (5). Funcionalmente, se cree que el dominio extracelular se une a la tripsina
extracelular (a través del aspartato 576 y glutamato 599), localizando la proteasa cerca del
dominio TM para aumentar la eficiencia del transporte de péptidos catiénicos (5). Este dominio
extracelular es flexible, pudiendo moverse, capturando proteasas, ya que no tiene ningun
contacto substancial con el dominio TM y estd unido mediante extensiones flexibles desde el
TM9y TM10 (5). En la cara citosélica, entre el grupo N-y C-terminal, hay un dominio intracelular
de 42 aminoacidos con una hélice alfa que sale del transportador en un angulo de 909, al final
de la cual hay dos cadenas laterales de arginina que ayudan a estabilizar este dominio a la cara
intracelular de la membrana (5). Este dominio también interactia con TM7, una de las hélices
clave en la entrada, y se asienta cerca de la zona C-terminal del TM12. Por tanto, interacciones
con este dominio pueden influir en la estabilidad del TM7 y afectar a la dindmica de entrada del
transportador (Figura 15) (5). En cambio, los residuos de histidina parecen jugar un papel en la

dependencia del pH (61).
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PEPT2 adopta una conformacién abierta hacia el exterior, dejando una cavidad de
aproximadamente 37 angstrom desde el lado extracelular hacia la entrada intracelular. Esta
puerta intracelular estd construida por las zonas citoplasmicas de TM4, TM5, TM10y TM11 (5) .
En cambio, la entrada extracelular esta conformada por TM1, TM2, TM7 y TM8. La histidina 87
del TM1 forma un puente salino con la asparagina 317 del TM7, la cual realiza el cierre de la

entrada extracelular tras la unién del protén y del péptido (5).

Cuando los péptidos entran en la cavidad dipolar, suelen adoptar una posicidon similar con
interacciones similares. La parte N-terminal de los péptidos interacciona con el glutamato 622
de TM10 vy, a través de puentes de hidrégeno, con dos asparaginas: Asn 192 del TM5 y Asn 348
de TM8. En el lado opuesto, las zonas C-terminales interaccionan con la arginina 57, que forma
parte del motivo ExxER57 de TM1. Tanto la arginina 57 como el glutamato 622 son
funcionalmente criticos en el mecanismo de transporte de péptidos y protones, y variaciones de
ambos aminodacidos abolen el transporte, tanto en los transportadores de bacterias como de
mamiferos (5). Ademads, los péptidos proyectan su grupo carbonilo N-terminal hacia la
asparagina 192, lo que les permite posicionar su cadena lateral hacia el punto de unién de la
entrada, facilitando las posteriores interacciones entre la zona N-terminal y las asparaginas 192
y 348 y el glutamato 622. Por tanto, un determinante de la afinidad del PEPT2 por los péptidos
es la presencia de un grupo carbonilo cerca del N-terminal, ayudando a estabilizar las

interacciones de la regién N-terminal de los ligandos (5).

El cambio conformacional de la entrada exterior hacia la interior comienza cuando la regién N-
terminal del péptido entra y se une al dcido aspartico 317 del TM7. Después, se mueve hacia el
interior saltando del acido aspartico 317 al glutamato 622 del TM10. En esta posicién, dada la
caracteristica dipolar de la cavidad, orienta su regién C-terminal hacia la arginina 57, que forma
parte del motivo ExxER (5). Una vez unido, las regiones TM1 y TM2 se acercan a TM7 y TMS,
cerrando la entrada extracelular y estabilizando la interaccién entre la histidina 87 y el acido
aspartico 317. En este estado cerrado, el protdn de la histidina 87 se transfiere al glutamato 622
a través del acido aspartico 317. Al unirse el protdn al glutamato 622, rompe la unién con la zona
N-terminal del péptido. Posteriormente, la protonacidn del motivo ExxER lleva a la disrupcion
de las interacciones con lisina 127 que mantiene a TM4 y TM5 en su sitio, permitiendo que se
separeny se libere el péptido y los protones hacia el interior (Figura 16) (5). El tiempo que tarda

en reiniciarse este ciclo es el principal paso limitante para el transporte (63).
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Figura 16. Representacion esquemdtica del ciclo de transporte del PEPT2 detallado en el texto. De (5).

9.3. Sustratos

Se estima que PEPT2 reconoce 300-400 dipéptidos y mas de 7000 tripéptidos, siendo uno de los
transportadores proteicos mas promiscuos identificados (64). Varias caracteristicas parecen
estar relacionadas con la afinidad por PEPT2: un grupo amino N-terminal libre, una alta densidad
de electrones alrededor del grupo carboxilico en dipéptidos o alrededor del grupo carbonilo del
segundo aminodacido en tripéptidos, una alta densidad de electrones en la primera y tercera
cadena lateral, asi como la presencia de cadenas laterales hidrofébicas y la presencia de un
grupo a- o B-amino carbonilo (58,65). Estas caracteristicas clave que determinan la afinidad por

PEPT2 estan mostradas en la Figura 17 (61).
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Figura 17. Caracteristicas clave necesarias para el reconocimiento de péptidos por PEPT2. Adaptado de (61).

Dado que PEPT2 tiene una gran variedad de sustratos, entre ellos muchos farmacos, variaciones
en su capacidad funcional influirdn en el aclaramiento renal de sus sustratos. Por ejemplo, en
ratones knock-out (KO) para PEPT2, las concentraciones plasmaticas de ALA y cefadroxilo son
mas bajas que en ratones normales (wild-type; WT) (66). Los ratones KO eliminaron mas glicina
y cistina en orina, posiblemente derivado del metabolismo de cys-gly, un producto de
degradacion de la gamma-glutamil-cisteinil-glicina (67). La Tabla 3 muestra la gran variedad de

sustratos del PEPT2.

Tabla 3. Algunos de los sustratos que reconoce el transportador PEPT2, agrupados por familias. ALA: dcido delta
aminolevulinico; Cremophor EL®: CrEL; Lys[Z(NO)]-Lys[Z(NO2)]: Lisil[Z(NO,)]-Lisil[Z(NO,)]; Solutol HS15®: SOL o
macrogol 15 hidroxiestearato; Tween 20%: Tw20 o polisorbato 20; Tween 80%: Tw80 o polisorbato 80. Ref: (60,61,68—
81).

Competidores no

Sustratos

transportables
Antibidticos
e Betalactamicos:
o Acido 6 aminopenicilanico
o Acido 7-aminocefalosporanico
o Acidocilina
o Amoxicilina
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Ampicilina
Bencilpenicilina
Cefaclor
Cefadroxilo
Cefalexina
Cefaloglicina
Cefaloridina
Cefalotina
Cefamandol
Cefamicina C
Cefapirina
Cefdinir
Cefepime
Cefixima
Cefmetazol
Cefodizime
Cefotaxima
Cefoxitina
Cefpirome
Cefpodoxima
Cefradina
Cefroxadina
Cefsulodin
Ceftazidima
Ceftibuten
Ceftriaxona
Cefuroxima
Ciclacilina
Cloxacilina
Dicloxacilina
Flucoxacilina
Metampicilina
Moxalactam
o Oxacilina
e Polipeptidicos:
o Actinomicina
o Polimixina B
o Colistina
Inhibidores del enzima convertidor de
angiotensina:

O OO O OO OO0OO0OO0OO0OO0OO0oOO0oOO0o0OO0OO0OO0OO0OO0o0OO0o0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0 O0

e Quinapril
e Fosinopril
e Captopril
e Ramipril

e Lisinopril

Antitumorales:
e Bestatina

Inhibidores del enzima convertidor de
angiotensina:
e Enalapril

Antagonistas del receptor de angiotensina
2:

e losartan

e Irbesartan

e Valsartan

e Eprosartan
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Otros:

o ALA

e (Carnosina

e Melatonina

e Ciclo-trans-4-L-hidroxiprolil-L-serina
(JBP485)

Antivirales:

e Valaciclovir

e Valganciclovir

e Entecavir

Excipientes farmacoldgicos (inhiben):

e Tween 20®

e Tween 80®

e Solutol HS15®

e Cremophor EL®

9.4. Distribucion tisular

Otros:
e Alafosfalina
e Lys[Z(NO)]-Lys[Z(NO)]

Antivirales:
e Aciclovir

Antidiabéticos orales:
e Glibenclamida
e Nateglinida

PEPT2 se expresa principalmente en el tubulo proximal renal. En el rifidon de rata, PEPT2 se

expresa principalmente, pero no exclusivamente, en la pars recta, pero no se encontré en otras

regiones de la nefrona y recapta el 85% de los péptidos filtrados (59,66,67). PEPT2 se expresa

también en astrocitos, células subependimales, ependimales y epiteliales del plexo coroideo de

ratas, en la regién en contacto con el liquido cefalorraquideo (donde ayuda a eliminar moléculas

desde el liquido cefalorraquideo hacia el exterior del SNC, como en la intoxicacién por plomo

donde estd aumentada la sintesis de ALA intracerebral y PEPT2 ayuda a excretar el exceso de

ALA (43,61,82), en el pulmdén (neumocitos alveolares tipo I, epitelio bronquial y endotelio de

pequefios vasos) (83), y en macréfagos residentes del sistema nervioso entérico, bazo y glandula

mamaria (58,59) (Figura 18).
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Figura 18. Distribucion tisular de PEPT2. a) La expresion a nivel cerebral tiene relevancia en células epiteliales del plexo
coroideo donde se expresa en la region en contacto con el liquido cefalorraquideo (LCR), extrayendo moléculas. En
este caso representamos ALA (82). b) A nivel pulmonar se expresa, entre otras células, en la célula epitelial alveolar
tipo Il, extrayendo la matriquina prolina-glicina-prolina (PGP) de las vias aéreas (VVAA), modulando la inflamacion
local por otros estimulos (83). c) Expresion de PEPT2 a nivel renal, principalmente en el tubulo renal proximal (59).

9.5. Variantes génicas de PEPT2

El gen SLC15A2, que codifica PEPT2, estd localizado en el locus 3gq13.3-g21 con 22 exones
(58,66). El analisis de haplotipos detectd dos variantes alélicas principales: PEPT2*1 y PEPT2%*2,
distribuidas de forma muy similar en poblacidn blanca, aproximadamente 44% y 47%,
respectivamente (43). Estan caracterizados por dos SNPs no sindnimos muy frecuentes que se
encuentran en un casi completo desequilibrio de ligamiento, es decir, se transmiten juntos (43),
gue son rs2257212 en el que hay una sustitucion C/T en el exdn 13, llamado p.Leu350Phe c.1048
C>T; y rs1143671, donde hay otra sustitucion C/T en el exdn 15 llamado p.Pro409Ser ¢.1225 C>T
(Tabla 4) (43). Dado que se transmiten en desequilibrio de ligamiento, la variante PEPT2*1
presenta las sustituciones C/C y contiene los aminoacidos Leucina 350 y Prolina 409,
presentando mas afinidad por los sustratos, pero con misma Vmax, siendo ésta la variante de alto
riesgo para el desarrollo de ERC en la porfiria aguda intermitente (43,84). En cambio, la variante
PEPT2*2 presenta las sustituciones T/T, contiene los aminoacidos Fenilalanina 350 y Serina 409,

tiene menor afinidad y, por tanto, menor riesgo de desarrollar ERC en la porfiria aguda
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intermitente (Tabla 4) (43,84,85). Ademds, ambas variantes presentan también diferente
sensibilidad al pH extracelular (61). La variante PEPT2*1 presenta mayor recaptacion de
sustratos a un pH extracelular de 6,0 en comparacion con la variante PEPT2*2, mientras que no

hubo diferencias entre ambas variantes a pH 5,5, 6,5y 6,8 (84).

Tabla 4. Variantes de la secuencia de PEPT2. Se muestran posiciones del exon 13 y 15 con las diferentes bases y el
aminodcido resultante. La variante PEPT2*1 presenta una C en ambas posiciones (C/C), con el resultado de Leucina
350y Prolina 409, mientras que la variante PEPT2*2 presenta una T en ambas posiciones (T/T), con el resultado de
Fenilalanina 350 y Serina 409. El cdigo de colores resume su asociacion con afinidad por sustrato y riesgo de ERC en
la porfiria aguda intermitente (alta afinidad y alto riesgo en rojo, baja afinidad y bajo riesgo en verde). De (85), acceso
mayo/2022

Posicién Posicion dbSNP rs# Posicion Alelo Aminoécido
cromosoma mRNA cluster id aminoacido | dbSNP
G

Valina (V)

121924957 1085 13 rs2257212 350 T Fenilalanina (F)

C Leucina (L)

G Alanina (A)

T Serina (S)
121928439 1262 15 rs1143671 409

c Prolina (P)

A Treonina (T)

La diferencia en la afinidad por el sustrato de las variantes PEPT2*1 y PEPT2*2 puede tener

impacto clinico a nivel renal, cerebral y pulmonar.

A nivel renal, PEPT2 se localiza en la cara luminal de las células tubulares proximales,
reabsorbiendo diferentes moléculas filtradas por el glomérulo. La variante PEPT2*1, con mayor
afinidad, reabsorberd mayor cantidad de sustrato que la variante PEPT2*2. Si el sustrato es
nefrotdxico, como ocurre con la colistina y el ALA de la PAI, la variante PEPT2*1, al reabsorber
mayor nefrotoxina, generara mayor dafo celular, confiriendo mayor riesgo de FRA y desarrollo

posterior de ERC.

A nivel cerebral, cobra importancia en la intoxicaciéon por plomo. El plomo se une a la enzima
ALA dehidratasa, creando un cuadro similar a una PAI, aumentando los niveles de ALA
intracerebrales, lo que altera la activacién de los canales de sodio, activa los autorreceptores
GABA,, estimula la liberacion de glutamato, altera su transportador GLT-1 e inhibe

irreversiblemente la recaptacion de glutamato por los astrocitos. Por tanto, el aclaramiento de
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ALA cerebral, dependiente de PEPT2, es importante para disminuir el dafio. En este caso, la
variante PEPT2*1, de alta afinidad y que aclarard ALA mds rapido, parece asociarse a menos
clinica y dafio crénico que PEPT2*2, de baja afinidad, al contrario de lo que ocurriria en el rifidn

(82).

A nivel pulmonar, PEPT2 se expresa en la luz de las vias aéreas y modula el dafio pulmonar
agudo, que se caracteriza por una inflamacién progresiva mediada por neutréfilos, pudiendo
llegar a un sindrome de distrés respiratorio agudo. Una caracteristica clave del SDRA es la
degradacion proteolitica de la matriz extracelular generando matriquina, que son fragmentos
bioactivos de la matriz extracelular que modifican el comportamiento celular. Una matriquina
derivada de la degradacion del coldgeno, prolina-glicina-prolina o PGP, y su version acetilada,
actian como ligandos de los receptores CXCR1 y CXCR2 de los neutréfilos, aumentando su
reclutamiento y activacidn. Por tanto, el acimulo pulmonar de PGP potenciard el dafio pulmonar
agudo al reclutar mas neutrdfilos. En este sentido, al igual que ocurre en el cerebro, el
aclaramiento de PGP disminuira el dafio pulmonar, por lo que la variante PEPT2*1 conferiria

proteccion en comparacién con la variante PEPT2*2 (83).

9.6. Regulacion

La expresion y funcion del PEPT2 depende de adaptaciones fisioldgicas, patoldgicas y
tratamientos farmacoldgicos. Dado que requiere protones para su funcionamiento, cualquier

alteracion del gradiente de pH o del voltaje de membrana afectara a la actividad transportadora.

La Tabla 5 resume la modulacién de PEPT2 in vitro o in vivo en mamiferos.

Tabla 5. Resumen de los modelos experimentales de PEPT2, in vitro e in vivo. BCRP: breast cancer resistance protein;
EGF: factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor); ERC: Enfermedad renal cronica; IP: intraperitoneal;
MRP2: multidrug resistance-associated protein 2; PDZK1: Na+/H+ exchange regulatory cofactor NHE-RF3; P-gp: P-
glicoproteina; Poli I:C: dcido poliinosinico: dcido policitidilico.

Especie Modelo Estimulo Impacto sobre PEPT2 Tejido
, Poli I:C IP (5 Disminuye mRNA y s
Gestante (dia 18) ] STt a2 Rifidn (86)
il 1 Dismi ,
Gestante (dia 14) Poli I:CIP (10 isminuye mRNA a6 h RIFGN (87)
Rata mg/kg) pero no a 24/48 h
3G (eiftessm Disminucion mRNA Rifion (88)
5/6)
ERC (nefrectomia Aumento actividad y o
89
5/6) MRNA Rifion (89)
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10. La Medicina de Sistemas como método para generar

hipotesis validables experimentalmente

La Medicina de Sistemas se define como la aplicacidn del enfoque de sistemas a la prevencion,
comprension, modulacidn y recuperacion de trastornos del desarrollo y procesos patoldgicos en
la salud humana, que considera los sistemas del cuerpo humano como parte de un todo

integrado, incorporando interacciones bioquimicas, fisiolégicas y medioambientales (103,104).

Es un concepto derivado de la Biologia de Sistemas. Aunque los pioneros de la Biologia de
Sistemas fueron criticados por realizar “expediciones de pesca” a ver que encontraban, sin basar
los experimentos en hipdtesis a priori, la Biologia de Sistemas ha demostrado ser una
metodologia cientifica disruptiva que ha permitido avanzar rdpidamente el conocimiento,
permitiendo identificar moléculas clave de entre miles de candidatos rapidamente y evitando
los culos de saco de la investigacion causados por lo extremadamente limitado del conocimiento

bioldgico y médico.

Los métodos de la Medicina de Sistemas han ido evolucionando. El panorama cientifico inicial
estuvo dominado por la transcriptémica. Mas recientemente se han producido avances en
protedmica y gendmica. En concreto, el GWAS es un analisis de una variacidn genética a lo largo
de todo el genoma humano con el objetivo de identificar su asociacién a un rasgo observable.
GWAS permite obtener informacidn sobre la asociacién de variantes génicas con enfermedades
humanas Si bien, en la actualidad se estd generando grandes bases de datos de exomas y
genomas completos que significara otro paso de gigante para la mejor comprension de la
patogenia de las enfermedades renales. En esta tesis hemos utilizado una aproximacidn mixta,
integrando bases de datos publicas de GWAS con bases de datos propias de transcriptomica
renal para caracterizar el papel de nuevas moléculas en el dafio renal, con una clara vision

traslacional.
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La Medicina de Sistemas puede ser un método poderoso para identificar moléculas de interés y

dianas terapéuticas en enfermedades renales.

En concreto, la combinacidn del andlisis de grandes bases de datos humanas de polimorfismos
genéticos con bases de datos de transcriptémica renal murina puede identificar nuevas dianas
terapéuticas con relevancia para la patologia humana que pueden explorarse

experimentalmente en modelos animales.

En base a esta aproximacidn inicial, hemos hipotetizado que PEPT2 puede ser una diana
terapéutica en enfermedades renales y hemos abordado esta hipdtesis en un modelo
nefrotdxico murino con clara relevancia terapéutica clinica para un problema no resuelto: como

aprovechar el poder antimicrobiano de colistina, limitando su nefrotoxicidad.
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1.

Combinar bases de datos GWAS humanas con bases de datos de transcriptdmica murina
para identificar nuevas potenciales dianas terapéuticas en la enfermedad renal humana que

puedan caracterizarse en modelos preclinicos.
Combinar una revision bibliografica con data mining (mineria de datos) para identificar una
patologia renal en la que se pudiera testar la relevancia terapéutica de la molécula

identificada usando nuevas herramientas terapéuticas.

Como resultado de los dos objetivos anteriores, identificar una nueva aproximacion

terapéutica que ofrezca nefroproteccidon para resolver un problema clinico no resuelto.
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La Figura 19 resume el abordaje de investigacion. Este estudio se realizd en 3 fases, una primera
parte de busqueda bibliogréfica, una segunda parte de mineria de datos, y una tercera parte
experimental. En la primera parte de busqueda bibliografica se buscaron las publicaciones
originales o metaanalisis que contuviesen datos de GWAS asociados a ERC o FRA humano. El
listado de genes obtenido de dichos estudios fue comparado con los genes diferencialmente
expresados una base de datos de transcriptdmica en un modelo murino de FRA por acido félico
alas 24 horas (105). Tras este proceso se selecciond el gen SLC15A2 y su producto, PEPT2, como
objeto de estudio, ya que estaba asociado en estudios GWAS humanos a funcion renal (106—
108) y estaba diferencialmente expresado en el FRA murino, sugiriendo relevancia clinica y
experimental. Ademds, de entre los 81 genes que también cumplian los criterios de expresién
diferencial (Fold-Change; FC >1,00 o <1,00) estadisticamente significativa (p ajustada, FDR
<0,05), se priorizaron los 13 cuya expresion diferencial fuese >2,00 o <0,50. Se realizé una
busqueda bibliografica de cada uno de los 13 genes, selecciondndose SLC15A2 por ser una
posible diana poco estudiada y modificable en ERC. Tras esto se realizé una nueva busqueda
bibliografica para recoger y analizar lo descrito hasta este momento sobre PEPT2 y su relevancia
para patologias renales, generando hipdtesis sobre su posible papel en la nefrotoxicidad por

colistina, en la ERC asociada a porfiria y en la Nefropatia Mesoamericana y de Sri-Lanka.

En la segunda parte, mineria de datos, se realiz6 una busqueda y analisis centrada en

SLC15A2/PEPT2 de las bases de datos Nephroseq (http://v5.nephroseq.org/), Kidney Interactive

Transcriptomics (KIT) (http://humphreyslab.com/SingleCell/) y Genome Aggregation Database

(GnomAD) (https://gnomad.broadinstitute.org/). Nephroseq y KIT son dos motores de

busqueda de investigacion de acceso publico de donde se pueden extraer datos de
transcriptomica de rifidn total o de tipos celulares individuales, respectivamente, realizados
previamente por otros investigadores, permitiendo analizar la expresion de genes en rifiones
humanos y animales con enfermedades renales. En esta busqueda se identificaron todos los
estudios experimentales y en humanos en los que se habia medido la expresion de SLC15A2 en
tejido renal, glomérulo y tubulo-intersticio. Se analizaron y resumieron los resultados. GhomAD
es otro motor de busqueda de investigacion donde estan recogidas todas las variantes génicas

conocidas junto con su frecuencia poblacional. De nuevo, se buscé informacién sobre SLC15A2.

La tercera parte, experimental, que abordd la modulacién terapéutica de PEPT2 en modelos
que se consideraron relevantes en base a la informacion obtenida de las diversas fuentes.
1. Modelos de dafio renal celular in vitro (células de tubulo proximal humano HK2 y de tubulo

proximal murino MCT) y de dafio renal in vivo (ratones) agudo por colistina
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2. Modelo de dafio celular in vitro por ALA (células MCT)

|

Busqueda PubMed
GWAS AND (Kidney OR CKD OR chronic kidney
disease OR AKI OR acute kidney injury)

Modelo murino FRA
nefrotdxico

\
n=757 n=676 referencias no relacionadas(Abstract)
referencias n=58 referencias no relacionadas (texto completo)
\/
23 referencias GWAS humanos Transcriptomica FRA murino
n=224 genes n=28361 gene probes
l |
v
n=207 genes comunes
GED en transcriptomica FRA
FDR <0,05
FC <0,50; n=8
FC>2,00; n=5
Busqueda PubMed para los
13 genes AND kidney
SLC15A2/PEPT2 priorizado por
diana potencialmente accionable
poco estudiado en ERC
|
v v v
Mineria de Cultivos .ceIuIares FRA |r1 vivo
datos _Estudlos _d’e -Estudlos Fi’e
intervencion intervencion
® O

Q =

Figura 19. Abordaje de la investigacion. Datos recogidos de la literatura de genes asociados con enfermedad renal,
seleccion del gen de estudio y su producto, mineria de datos y desarrollo de los modelos experimentales. ERC:
enfermedad renal cronica; FC: fold change; FDR: false discovery rate; FRA: fracaso renal agudo; GED: genes expresados

diferencialmente; GWAS: genome-wide association study.

62



1. Busqueda bibliografica

El objetivo de nuestro estudio fue encontrar un gen asociado a ERC y FRA humanos que haya

sido identificado mediante GWAS.

El paso inicial fue una blsqueda bibliografica a través de PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) que contuviese los términos “Genome-Wide Association
Studies (GWAS) AND (Kidney OR CKD OR chronic kidney disease OR AKI OR acute kidney injury)”
realizada el 7/10/2018. De los 757 resultados, 23 publicaciones originales o metaanalisis que
contenian datos de GWAS y permitieron identificar 224 genes asociados con enfermedad renal
en humanos. De estos, 207 fueron encontrados en una base de datos interna de transcriptémica
renal publicada anteriormente correspondiente a las 24 horas de un modelo de fracaso renal
agudo murino inducido por acido félico en comparacién con ratones inyectados con vehiculo
(105). Para limitar el nimero de genes de interés, seleccionamos los genes expresados
diferencialmente (GED) en FRA murino entre los 207 genes compartidos, estableciendo como
criterios tanto un fold-change (FC<0,50 o >2,00) y un false discovery rate (FDR <0,05),
identificando 13 genes que se habian asociado a enfermedad renal humana mediante GWAS y
estaban muy diferencialmente expresados en FRA murino, asegurando asi la relevancia clinicay
experimental y la posibilidad de estudiar su funcidn y potencial como diana terapéutica en el

FRA murino.

Finalmente, se realizé una nueva busqueda bibliografica a través de PubMed buscando las
relaciones de los 13 genes priorizados con enfermedad renal. Tras analizar los resultados
obtenidos, seleccionamos el gen SLC15A2 como objeto de estudio por ser una potencial diana
terapéutica en enfermedad renal que cumplia criterios de novedad, plausibilidad bioldgica
(disponibilidad de evidencia clinica convincente que apunte a un mecanismo de accién viable) y

viabilidad (existencia de enfoques intervencionistas que ya se utilizan en entornos clinicos).

2. Mineria de datos

La mineria de datos se realizé en bases de datos de transcriptdmica de tejido renal, orientandose
a caracterizar la expresion de SLC15A2, asi como en bases de datos sobre la prevalencia

poblacional de cada una de las variantes alélicas.
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2.1. Acceso y busqueda de datos en Nephroseq

El motor de busqueda Nephroseq esta dirigido por el Profesor Matthias Kretzler, un nefrélogo y

médico internista de la Universidad de Michigan, quien a través de invitaciones otorga acceso a

la base de datos a investigadores interesados. Nephroseq contiene bases de datos

transcriptdomicas globales (bulk) de rifidn total, glomérulos o tubulointersticio Con mi usuario y

clave personal, junto con el Profesor Alberto Ortiz, tutor de este trabajo, accedimos los dias

comprendidos entre 1 de enero 2023 y el 1 de marzo 2023 (http://v5.nephroseq.org/).

El acceso se realizé a través de la pagina web: http://v5.nephroseq.org/; la busqueda se realizd

en el siguiente orden:

1.

Se introdujo “SLC15A2” en la caja de busqueda principal localizada en la esquina superior

izquierda.

Se aplicaron dos filtros independientes dentro de la seccion tipo de andlisis (Analysis type):

2.1. Analisis por biomarcadores clinicos: se seleccionaron andlisis por filtrado glomerular
estimado (GFR analyses) y por proteinuria (proteinuria analyses). En este caso los
valores de p, ry FC fueron: p<0,05; r-value: todos (All); FC: >1,50 (Figura 20).

2.2. Andlisis de enfermedad frente a control (Disease vs. Control Analyses). En este caso los
valores de p, ry FC fueron: p<0,05; r-value: todos (All); FC: todos (All) (Figura 21).

Se excluyeron todos aquellos resultados que hiciesen referencia a muestras de sangre.

Se exploraron cada uno de los estudios en los que se realizé transcriptdomica en tejido renal

y se habia determinado mRNA de SLC15A2, se clasificaron los estudios por:

4.1. Estudios en humanos o experimentales.

4.2. Tipo de patologia glomerular.

4.3. Tipo de tejido estudiado: Renal, Glomérulo o Tubulointersticio.

Se revisaron las comparaciones hechas de forma automatica en el programa. En el analisis

por filtrado glomerular y proteinuria, se extrapolaron los resultados de log en base 2 a

numeros decimales, elevando 2 al valor correspondiente a cada muestra de filtrado

glomerular y proteinuria. Posteriormente, se calculé, a través de Microsoft Excel, la mediay

la desviacion tipica para los valores de filtrado glomerular y la mediana y el rango

intercuartilico para los valores de proteinuria.

En el andlisis de enfermedad frente a control, la definicion de “rifién normal” podia variar

en cada estudio, pudiendo ser: nefropatia de cambios minimos, rifiones procedentes de

donantes vivos o rifiones con tumores renales, de una parte alejada del tumor.
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: Q search < Analyses for SLC15A2 &
Name summary [ENSETS
 SLC15A2 x
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»

Displaying 8 analyses

Figura 20. Orden de realizacion de la busqueda en Nephroseq en el andlisis por biomarcadores clinicos.
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Figura 21. Orden de realizacion de la busqueda en Nephroseq en el andlisis de enfermedad frente a control.

2.2.Acceso y busqueda de datos en Kidney Interactive Transcriptomics

Kidney Interactive Transcriptomics o KIT es una herramienta para consultas sobre
transcriptomica de células individuales en riflones murinos y humanos, asi como de organoides
humanos. Todas las bibliotecas fueron creadas con células o nucleos y usando InDrop, DropSeq,

sci-RNA o 10X Chromium.

65



El motor de busqueda KIT esta dirigido por el Profesor Benjamin D. Humphreys, un nefrélogo e
internista de la Universidad de Washington en St. Louis. Accedimos a las bases de datos de
transcriptomica los dias comprendidos entre 1 de enero 2023 y el 1 de marzo 2023

(http://humphreyslab.com/SingleCell/).

El acceso se realizd a través de la pagina web: http://humphreyslab.com/SingleCell/; la

busqueda se realizé en el siguiente orden (Figura 22):

1. Se introdujo “SLC1I5A2” en la caja de busqueda principal localizada en la parte inferior
derecha.

2. Seleccionamos la base de datos de transcriptomica de la que queremos ver resultados.
Repetimos este proceso por cada una de las bases de datos de interés.

3. Excluimos aquellos resultados de rifiones humanos obtenidos de organoides (nimeros 6, 7
y 9), rifones fetales humanos (nimero 8) y pulmén (nimero 12).

4. Recogimos las figuras que expresaban resultados de transcriptémica, separando los

resultados obtenidos de rifiones humanos de los obtenidos de modelos murinos.

Menu KIT K y v t v f

Homepage

Search Kidney Interactive Transcriptomics
Comparative Analysis

Gallery

FAQs

Contact

The Humphreys Laboratory

Get in touch with us

Data Visualization Tool g @

Figura 22. Orden de realizacién de la busqueda en KIT
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2.3. Acceso y busqueda de datos en GnomAD

GnomAD fue lanzado originariamente en 2014 con el nombre de Exome Aggregation Consortium
(ExAC) como una asociacion de investigadores buscando juntar y harmonizar las secuenciaciones
de genomas y exomas obtenidos de una gran variedad de proyectos de secuenciacién a gran
escala y resumir todos estos datos para la comunidad cientifica. Este proyecto es dirigido por
dos codirectores, Heidi Rehm y Mark Daly. La base de datos de GhomAD se compone de

secuencias de genomas y exomas de todo el mundo.

El acceso se realizd a través de la pagina web: https://gnomad.broadinstitute.org/; la basqueda

se realizd en el siguiente orden (Figura 23):

1. Se introdujo “SLC15A2” en la caja de busqueda principal localizada en la parte superior
central.

2. Seleccionamos la version 2.1.1 en el desplegable presente a la izquierda de la caja de
busqueda.

3. Buscamos la seccidn indicada como “gnomAD variants”, donde se recogen todas las
diferentes variantes.

4. Se marcaron las opciones pLoF, Missense/Inframe indel, Synonymous y Other.

5. Se marcaron las opciones Exomes, Genomes, SNVs e Indels.

6. Se ordenaron las variantes resultantes por frecuencia alélica (Allele Frequency) de mayor a
menor.

7. Se exportaron las variantes a CSV.

8. Procedimos al andlisis de las variantes cuya frecuencia poblacional fuese >1%.
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Variant 1D Source HGVS Consequence VEP Annotation Lo Curation  Clinical Significance  Flags Allele Count
[ N G] €1909-34G>A @ intron 210317

[G] €620-53T>A ® intron 14258

(G} €868-66A>G @ intron 14278

[G] €1206+73G>A @ intron 14286

[G] €1035+73T>A ® intron 1277

(6] €1241465C>T @ intron 14253

(G} €1003-46dupT @ intron 14155

[c N G] €1342-47C>G @ intron 114038

[} G] €958-21A>T @ intron 119680

[ N 6] €1124+137>C ® intron 119644

[ ) G] p.Prod0gser © missense 119562

[c ) G] p.Leu3soPhe © missense 119693

(e} G] PAGS03Lys © missense 119455

[e)c) pAla284Ala @ synonymous e ] 119235

[c)G] €619+ 14dupT @ spiice region 119432

[c N c] €1003-28A>T ® intron 118725

[ N 6] pAla387Ala @ synonymous [ v | 118474

[ N G] €1003-356>C ® intron 89705

121631841-G-A 86 €A429-27G>A ® intron 89394
993-T-G [ N 6] €528+26T>G ® intron 12860

Figura 23. Orden de realizacion de la busqueda en GnomAD.
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3. Estudios experimentales

3.1. Estudios in vivo. Modelos animales

El trabajo se llevd a cabo conforme directrices nacionales e internacionales y ha sido aprobado
por el comité de ética de investigacion animal del Instituto de Investigacién Sanitaria Fundacion

Jiménez Diaz (lIS-FID).

Los modelos animales se realizaron en ratones hembra de la cepa C57BL/6 (Charles River, Ecully,
Francia) de genotipo salvaje (WT, de sus siglas en inglés, Wild Type), de entre 12 y 14 semanas
de edad. Los ratones se mantuvieron en jaulas ventiladas siguiendo un ciclo de luz oscuridad de
12 horas, temperatura constante de 252C y con alimento (Altromin Spezialfutter GmbH & Co.

KG, 1320, Rod14, HiHyg — Maintenance Diet for Mice and Rats) y agua suministrados ad libitum.

3.1.1. Modelo de dafio renal inducido por colistina en ratones in vivo

Se usaron cuatro grupos de ratones wild-type hembra C57BL/6 (de 12 a 14 semanas de edad)
de las instalaciones para animales del 1IS-FID (n=4 para el grupo control y n=6 para el grupo de
colistina). A los ratones control se les administré vehiculo (solucién salina) intraperitoneal (ip);
a los ratones control de cefadroxilo, 34,6 mg/kg de cefadroxilo ip dos veces al dia durante 7 dias
(109); a los ratones del grupo de colistina, 10 mg/kg de colistina ip dos veces al dia (total 20
mg/kg/dia) durante 7 dias (110) y a los ratones con colistina + cefadroxilo, 34,6 mg/kg de
cefadroxilo dos veces al dia seguido, 20 minutos después de cada dosis, con 10 mg/kg de
colistina durante 7 dias, ambos ip (Figura 24). Las dosis de cefadroxilo y colistina se obtuvieron

de la literatura (109,110).

3.1.1.1. Eutanasia y extraccion de muestras.

Los ratones fueron anestesiados con una mezcla de ketamina 100 mg/kg (Ketalar®, Pfizer, Nueva
York) y xilacina 15 mg/kg (Xilagesic, Laboratorios Calier, Barcelona) via ip. Las muestras de sangre
se obtuvieron en el momento de la eutanasia por puncidn cardiaca. Mediante centrifugacion, se
obtuvo el plasma utilizado para los andlisis bioquimicos realizados en el Servicio de Bioquimica
del Hospital Fundacion Jiménez Diaz. Los rifiones fueron perfundidos in situ con una solucién

salina al 0,9% (Braun) mediante la canalizacidon del ventriculo izquierdo. A continuacion, se
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extrajeron los rifiones y se decapsularon. La mitad del rifién de cada ratén se fijé en formalina
tamponada y se incluyé en parafina para inmunohistoquimica y la otra mitad se congeld

rapidamente en nitrégeno liquido para estudios de RNA y proteinas (Figura 24).

4 Grupos:

Control: vehiculo (suero salino) n=4

Cefadroxilo: 34,6 mg/kg ip dos veces al dia durante 7 dias (4 horas) n=4
Colistina: 10 mg/kg ip dos veces al dia durante 7 dias (4 horas) n=6
Cefadroxilo + Colistina: 34,6 mg/kg ip dos veces al dia durante 7 dias (4 horas)
+ 20 min después—> 10 mg/kg ip dos veces al dia durante 7 dias (4 horas) n=6

PWNR

s X2

- 4h | Cefadroxilo | | Colistina

-
I l, |/"2 w N, liquido (mRNA, Proteinas)
| |

. 7 8
1 Dias (3‘ Parafina (IHQ)

wT g%
Extraccion de muestras de plasma

Figura 24. Modelo experimental de fracaso renal agudo inducido por colistina en ratones C57BL/6. Ip: intraperitoneal.

3.2. Estudios in vitro

3.2.1. Lineas celulares

Basandonos en la informacién obtenida en KIT, las células tubulares proximales son el tipo
celular renal clave que expresa SLC15A2, por lo que se estudiaron células tubulares proximales
humanas y murinas. Las células de la linea celular de tubulo proximal renal murino (en adelante,
MCTs del inglés murine cortical tubule cells) fueron cedidas por el profesor Eric G Neilson de la
Universidad de Pensilvania (111). Las células MCT fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado con un 10% de Suero Bovino Fetal
decomplementado (SBF, Ref, F7524, Sigma-Aldrich), 2 mM L-Glutamina (Ref. 2503008,
Thermofisher), 100 U/ml Penicilina (Ref, 15140122, Thermofisher), 100 pug/ml Estreptomicina
(Ref, 15140122, Thermofisher). Las células se incubaron a 37°C, con una presion parcial de CO,

del 5% y una humedad relativa del 95%. Las células de tubulo proximal humano HK2 (ATCC,
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Rockville, MD, USA) fueron cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con un 10% de SBF
decomplementado, 2 mM L-Glutamina, 100 U/ml Penicilina, 100 pg/ml Estreptomicina, 5 pg/ml
de insulina, 5 pg/ml de transferrina, 5 ng/ml de selenito de sodio y 5 ng/ml de hidrocortisona.
Las células se incubaron a 37°C, con una presion parcial de CO; del 5% y una humedad relativa
del 95%. Las células HK2 se genotiparon para SLC15A2 como se detalla en la seccién 3.2.1.1.
Posteriormente, se deplecionaron de suero durante 24 horas antes de la estimulacién y durante

todo el experimento.

3.2.1.1. Genotipado de las células HK2

En humanos, SLC15A2/PEPT2 es polimérfico. Existen dos variantes del transportador PEPT2 en
células humanas, siendo la variante PEPT2*1 (C/C) aquella asociada a mayor afinidad por el
sustrato y confiriendo, hipotéticamente, mayor riesgo de desarrollar ERC por nefrotdxicos que
fueran sustratos que la variante PEPT2*2 (T/T) (43). Estas variantes se encuentran en los exones

13 y 15y estan en desequilibrio de ligamiento.

En colaboracidn con el Departamento de Genética del Hospital Fundacién Jiménez Diaz se
procedido a la secuenciacién de las células HK2 empleadas en nuestros experimentos. El

procedimiento realizado fue el siguiente:

1. Se sembraron células HK2, se recogieron a las 24 horas y se extrajo el DNA mediante el

uso de un extractor automatico.

2. Las variantes génicas se encuentran en los exones 13 y 15 del transportador PEPT2
(gen SLC15A2). Se  utilizaron los  siguientes  primers  disefiados en

https://eurofinsgenomics.eu/en/, acorde a la metodologia usada por Tchernitchko et al,

(43) para la amplificacién de esos exones, utilizando las condiciones y temperaturas de

melting sugeridas por la casa comercial:

o 13 forward: 5'-TGTGAGACAGAGTGTAAACAAGCA-3’
e 13 reverse: 5-AAAACCAATCCTCACTAAGAAAAA-3'

e 15 forward: 5’ATTTTTCAGAGGGAGAAAACTATGTC-3'
e 15reverse: 5-AATTCATTCAGGTACACACCTCAC-3’
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3. Mediante la electroforesis en gel de agarosa comprobamos que los exones se
amplificaron (Figura 25). Posteriormente, se purificaron los productos de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y se secuenciaron ambos exones mediante un
secuenciador POP7 3130X/Genetic analyzer de Applied Biosystems de 16 capilares en el

departamento de Genética.
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Figura 25. Ele‘ctroforesis en gel de agarosa

4. Los resultados de la secuenciacion fueron contrastados con las bases de datos del NCBI
para comprobar la variante génica y si se corresponden con los SNP descritos

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi y https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.

3.2.2. Estimulos

El rango de concentraciones de colistina (sal de sulfato de colistina, Ref, C4461, Sigma-Aldrich),
cefadroxilo (Sigma-Aldrich) y ALA (Sigma-Aldrich) utilizadas para los estudios celulares se
obtuvieron inicialmente de la literatura (68,112) y, posteriormente se ajustaron segun estudios
de dosis-respuesta que evaluaron la muerte celular. A 25 pg/ml (equivalente a 9,36 pg/ml de
actividad base de colistina), la colistina fue citotdxica tanto para las células MCT como para las
HK2. Cefadroxilo no fue tdxico en las dosis entre 1 ug/mly 2 mg/ml a las 24 h; fue téxico a 2
mg/ml a las 48 hy a 2250 ug/ml a las 72 h (datos no mostrados). Se probaron dosis de 25 y 50
pug/ml de cefadroxilo para determinar la proteccién contra 25 ug/ml de colistina, lo que
corresponde a relaciones de exceso molar de 3,2:1 y 6,4:1, respectivamente, sin observar

diferencias, por lo que se utilizaron 25 pg/ml en la mayoria de los experimentos. En
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experimentos preliminares, las proporciones molares de cefadroxilo:colistina <1,0 no fueron

protectoras.

3.2.3. Extraccion de RNA

El RNA total procedente de muestras de tejido congelado en nitrégeno liquido se extrajo
pulverizando el érgano en un troquel y se lisé posteriormente siguiendo las instrucciones del
protocolo del fabricante para el reactivo Trizol (Invitrogen, Paisley, UK). En las muestras
procedentes de cultivos celulares, se retird el medio de cultivo y con la ayuda de un raspador,
se recogieron las células para su posterior lisis en el reactivo Trizol, también siguiendo el
protocolo del fabricante y, finalmente aislando y purificando el RNA mediante el método
cloroformo-isopropanol. La cuantificacion del RNA total se realizdé en un espectrofotémetro tipo
Nanodrop 1000 (Bionova Cientifica S.L. Implen) mediante medida de absorbancia a 260 nm
(teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia corresponde a un rendimiento de 40 pg/ml
de RNA). La pureza de la muestra se comprobé mediante los cocientes de absorbancia 260/280
y 260/230 nm, cuyos valores mayores de 1,8 indicaron ausencia de contaminacién proteica y

fendlica, respectivamente.

3.2.4. Transcripcion reversa y PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR)

La transcripcién reversa (RT) se realizd con 1 pug de RNA total utilizando el High Capacity cDNA
Archive Kit (Ref. 4368813, Applied Biosystems, Life Technologies), en un termociclador Thermo
ABI Quantstudio 5 PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA) con las siguientes

condiciones: 10 min a 25°C, 2 horas a 37°Cy 5 minutos a 85°C.

Los niveles de cDNA de los genes a estudio se determinaron utilizando la reaccidn en cadena de
la polimerasa a tiempo real (qPCR) mediante el sistema de deteccién de secuencias Real-Time
FAST PCR 7500 (Life Technologies) con el software Prism 7000 System SDS (Applied Biosystems).
Para ello, se empled el preparado comercial Master Mix (Roche Diagnostics) conteniendo la
TagDNA polimerasa activada por temperatura (Ref. RR390A, Takara, Japdn), asi como los
nucledtidos y el tampdn necesarios para la reaccion, junto con la muestra de cDNA y el cebador
especifico comercial de cada gen diana (desarrollados previamente por Applied Biosystems,
Foster City, CA) (Tabla 6) (113). En la misma reaccién (multiplex) se afiadieron cebadores para

amplificar también el cDNA del gen que codifica la Gliceraldehido-Fosfato-Deshidrogenasa
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(Gapdh) como control interno de la reaccién. Todas las medidas se hicieron por duplicado. Los
resultados se normalizaron con sus correspondientes valores de Gapdh. El nimero de copias de
MRNA se calculd a partir del valor Ct (ciclo umbral) mediante el método de cuantificacion

DeltaDelta Ct .

Tabla 6. Listado de las sondas utilizadas en la PCR cuantitativo a tiempo real.

Fluoréforo/especie Referencia

Ccl2 (MCP-1) FAM/Raton Mm00441242_m1
Ccl5 (RANTES) FAM/Raton Mm01302427_m1
Colla2 (Colageno I) FAM/Raton MmO00483888 m1
GAPDH FAM/Raton Mm99999915 m1
GAPDH VIC/Ratén Mm99999915 m1l

Fn1 (Fibronectina ) FAM/Raton MmO01256744 _m1
Klotho FAM/Raton MmO00502002_m1

3.2.5. Inmunohistoquimica

Se utilizaron secciones de 3 um de tejido incluido en parafina que fueron montados en portas
de carga positiva (Envision detection kit; DAKO) (113). Los cortes fueron desparafinados a 602C
durante toda la noche e hidratadas con concentraciones de alcoholes decrecientes.
Posteriormente se realizd la recuperacion antigénica en una solucién de citrato utilizando el

sistema PT-link de Dako (pH 6 0 9, a 952C durante 20 minutos).

A continuacion, se bloqued la peroxidasa endégena incubando las muestras durante 30 minutos
con una solucién de H,0; al 3% en metanol-H,0. Las uniones inespecificas del anticuerpo
primario se bloquearon utilizando la soluciéon PBS/BSA 4%/suero 10% (de la misma especie en
que se produjo el anticuerpo secundario). Tras ello, los tejidos se incubaron con el anticuerpo
primario especifico, un anticuerpo policlonal de rata contra el antigeno F4/80 (1:50; Serotec,
Oxford, UK), durante toda la noche diluido en PBS/BSA 2%/suero 2% a 4°C y en condiciones de
humedad. Al dia siguiente, se incubd con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente
1 hora a temperatura ambiente diluido en PBS/BSA 2%. Tras lavar el exceso de anticuerpo
secundario biotinilado con PBS1x, se incubaron los cortes con el complejo avidina-biotina-

peroxidasa (Vectastain Elite ABC HRP system; Vector laboratories, CA) durante 30 minutos a
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temperatura ambiente. Este complejo se habia preparado 30 minutos antes en condiciones de
oscuridad y humedad. Como controles negativos, las muestras se incubaron con una
inmunoglobulina no especifica del mismo isotipo que el anticuerpo primario. La deteccién del
anticuerpo se determiné mediante adicién del cromdgeno 3,3"-diaminobencidina (DAB, Dako).
Finalmente, los cortes se contrastaron con hematoxilina de Carazzi (Ref. 10034813, Fisher), se
deshidrataron, se fijaron en xilol y se montaron utilizando DPX (Merck). Las preparaciones
fueron analizadas mediante microscopia éptica usando un sistema de puntuacién cuantitativa,

el software Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Bethesda, MD).

En el caso de los macréfagos (F4/80), las células positivas fueron cuantificadas usando también
el software Image-Pro Plus y a ciegas en 15 campos por seccién de la corteza renal elegidos
aleatoriamente a un aumento de 20x de magnificacién. Los resultados se expresaron como

porcentaje de drea tefiida versus drea total cuantificada.

3.2.6. Estudios de muerte celular y apoptosis

Para estos estudios, las células fueron cultivadas en placas de doce pocillos. La apoptosis fue
medida por citometria de flujo. Para la evaluacién de la muerte celular mediante tincidon con
anexina V/7-amino-actinomicina D (7-AAD), se emplearon 5x10° células por pocillo. Las células
se levantaron, se lavaron con PBS frio, se resuspendieron en 60 pl de tampdn de unidn y se
tiferon con 2,5 pl de PE-anexina Vy 5 pl de 7-AAD. Las células se incubaron durante 15 minutos
a 372C en la oscuridad. Posteriormente se afiadieron 240 pl de tampdn de unidn (justo antes de
la citometria de flujo). Las células se analizaron utilizando el citémetro FACS Canto y el programa
informatico FACS Diva (BD Biosciences). La tincidon con anexina V (conjugada con PE) es un
proceso previo a la pérdida de integridad de la membrana que ocurre en las Ultimas etapas de
la muerte celular como resultado de procesos apoptdticos o necrdticos. La tincidon con Anexina
V se usa tipicamente junto con un colorante vital como el 7-AAD. Por lo tanto, las células tefiidas
sélo con anexina V se evaluaron como si se encontrasen en una fase temprana de muerte celular,
mientras que las células tefiidas con anexina Vy 7-AAD fueron evaluadas como si se encontrasen

en un estadio de muerte celular tardia (114).
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3.3. Andlisis estadistico

Los ensayos in vitro fueron replicados un minimo de 3 veces y en los modelos in vivo se
emplearon 4-6 ratones por cada situacidon experimental. El analisis estadistico se realizo
utilizando el software GraphPad Prism 8 (CA, EE. UU.). Los resultados se expresan como media
+ desviacidn tipica (DT). La significancia en el nivel p<0,05 se evalué mediante la prueba t de
Student para dos grupos de datos con distribucidn normal o test de Mann-Whitney para dos
grupos de datos con distribucién asimétrica y ANOVA para tres o mds grupos con correccion

post-hoc de Bonferroniy Kruskal-Wallis, respectivamente, para distribucidn normal y asimétrica.
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Resultados
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1. Primera parte: busqueda bibliografica

El 7/10/2018 se realizé la siguiente busqueda en PubMed: “GWAS AND (Kidney OR CKD OR
chronic kidney disease OR AKI OR acute kidney injury). De los 757 resultados, recogimos 23
publicaciones originales o metaandlisis que contenian datos de GWAS y permitieron identificar
224 genes asociados (Tabla suplementaria 1) con enfermedad renal en humanos. De estos, 207
fueron encontrados en una base de datos interna de transcriptémica renal publicada
anteriormente correspondiente a las 24 horas de un modelo de FRA murino inducido por acido
folico en comparacion con ratones inyectados con vehiculo (105) (Tabla suplementaria 1). Para
priorizar genes de interés, seleccionamos los genes expresados diferencialmente (GED) en FRA
murino entre los 207 genes compartidos, estableciendo como criterios un FC <0,50 0 >2,00 y un
false discovery rate (FDR) <0,05 (Tabla 7), lo que limité el nimero de genes de interés a 8 genes
infraexpresados en el FRA nefrotdxico murino y 5 sobreexpresados. Un criterio menos restrictivo

(FC<1,00y >1,00) identificd 55 genes con FC<1,00 y 26 con FC>1,00 (Tabla 8).

Tabla 7. Priorizacion de genes compartidos por estudios de GWAS humanos identificando genes asociados a la
enfermedad renal y genes diferencialmente expresados en el FRA murino nefrotoxico cuya expresion disminuyd mds
de la mitad (FC<0,50) o aumenté a mds del doble (FC>2,00) con FDR<0,05. FC: fold-change; FDR: false discovery rate.

FC<0,50 FC>2,00
n=8 n=5

ACACB 0,4525 0,0082 2,0696 0,0125
ACSM5 0,2992 0,0072 ICAM1 2,0009 0,0049
CNDP1 0,2601 0,0213 ITGAX 2,7455 0,0034
DPEP1 0,3145 0,0091 ITGAM 3,5908 0,0088
GATM 0,3473 0,0196 PPM1J 3,4702 0,0057

SLC6A12 0,3509 0,0101

AGXT2L1 0,4105 0,0198

SLC15A2 0,3748 0,0122
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Tabla 8. Priorizacion de genes compartidos por estudios de GWAS humano identificando genes asociados a la
enfermedad renal y genes diferencialmente expresados en el FRA murino nefrotdxico cuya expresion disminuyd
(FC<1,00) o aumenté (FC>1,00) con FDR<0,05. FC: fold-change; FDR: false discovery rate.

Fold Change <1,00 Fold Change >1,00
n=55 n=26

ACACB HNF4A SLC24A5 ALMS1 SASH1
ACE HOXD8 SLC15A2 ARL15 SIK1
ACSM5 IRF5 SLC22A2 CARS SND1
ALDHZ2 KCNMA1 SLC22A4 CD2AP SORBS1
ANXA9 KLHDC7A SLC2A9 CTSS SPATAS5L1
APH1B KNG1 SLC34A1 ELMO1 WDR67
ARHGAP24 L2HGDH SLC47A1 EMP2 WDR72
BCAS3 LRPZ2 SLC6A12 HORMAD2
BMP4 MMP2 SLC7A9 ICAM1
CGNL1 MPPEDZ2 SLC8A1 ITGAX
CLDN8 MTMR3 STONZ2 ITGAM
CNDP1 ACAD11 TFDP2 ITIH4
COL4A3 ovolL1 TPRKB MAMSTR
CUBN PCK1 UBE2Q2 MCPH1
CWH43 PCMTDZ2 UmMoD MKL1
DPEP1 PDILT VEGFA MYHS9
EPB4.1L5 PLCB1 WNK4 PIGU
AGXT2L1 PLEKHH2 PIK3R1
GATM R3HDM2 PPM1J

El listado de 13 genes, mas restrictivo, mostrado en la Tabla 7, sufrid una segunda ronda de
priorizacion mediante una busqueda bibliografica a través de PubMed buscando las relaciones
de cada uno de los 13 genes con enfermedad renal en enero/2020, que recogia el nombre del
gen y sus variantes AND kidney. Por ejemplo, (acetyl-Coenzyme A carboxylase beta OR HACC275
OR acac OR AI597064 OR AW743042 OR Acc2 OR accb) AND kidney. Los resultados de la
busqueda se muestran en la Tabla 9. No se realizé busqueda de ICAM1 al ser una molécula muy

estudiada y carente de originalidad.
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Tabla 9. Resultados de busqueda bibliogrdfica de los genes compartidos por estudios de GWAS humano identificando
genes asociados a la enfermedad renal y cuya expresion esta disminuida a menos de la mitad (FC<0,50) o aumentada
a mds del doble (FC >2,00) con FDR<0,05 en el FRA murino por dcido félico a las 24 horas. FC: fold-change.

FC<0,50 n=8 FC>2,00 n=5

articulos articulos
recogidos/total recogidos/total
CTSS

ACACB 15/52 12/44
ACSM5 0/0 ICAM1 no realizada
CNDP1 17/37 ITGAX 9/161
DPEP1 9/228 ITGAM 30/524
GATM 21/91 PPM1J 1/1

SLC6A12 15/255

AGXT2L1 2/2

SLC15A2 24/125

Tras analizar los resultados obtenidos, seleccionamos el gen SLC15A2 como objeto de estudio
como potencial diana terapéutica en enfermedad renal. Los criterios aplicados fueron novedad,
plausibilidad biolégica (disponibilidad de evidencia clinica convincente que apunte a un
mecanismo de accidn viable) y viabilidad (existencia de enfoques intervencionistas que ya se

utilizan en entornos clinicos) (Tabla 10).

80



Tabla 10. Cumplimiento de los criterios de seleccion de los 13 genes preseleccionados, eligiéndose SLC15A2 como
objeto de estudio por cumplir los 3 criterios. FC: fold-change; FDR: false discovery rate.

Novedad | "1ausibilidad |y iad
bioldgica

ACACB
ACSM5
CNDP1
DPEP1
GATM
SLC6A12
AGXT2L1
SLC15A2
CTSsS
ICAM1
ITGAX
ITGAM
PPM1J

0,4525
0,2992
0,2601
0,3145
0,3473
0,3509
0,4105
0,3748
2,0696
2,0009
2,7455
3,5908
3,4702

0,0082
0,0072
0,0213
0,0091
0,0196
0,0101
0,0198
0,0122
0,0125
0,0049
0,0034
0,0088
0,0057

NA NA NA
X X
X
X
X X
X X X
X X
NA NA NA
X X
X X
X X

Una vez priorizado SLC15A2/PEPT2 para estudio, se realizé una busqueda bibliografica en

PubMed con el término “SLC15A2” obteniéndose 342 resultados el 6 mayo 2020. En estos

resultados, identificamos la interacciéon de PEPT2 con ALA, colistina, y matriquina como

clinicamente relevantes.

La estructura del PEPT2 se extrajo de (62).
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2. Mineria de datos identifica a SLC1I5A2 como un gen expresado
por células tubulares proximales y diferencialmente expresado

en multiples nefropatias humanas y experimentales

Mediante mineria de datos se recolectd primero la informacidn sobre la expresion génica de
SLC15A2 en las bases de datos de transcriptomica renal Nephroseq y KIT. Buscamos todos los
estudios de transcriptémica, tanto experimentales como en humanos, realizados previamente
por otros investigadores, en diferentes tipos de enfermedades renales, en donde se hubiese

medido la expresion de SLC15A2 en tejido renal, glomérulo o tubulointersticio.

2.1. Expresidén génica de SLC15A2 en transcriptémica de rifion total en

Nephroseq

En la primera parte de la busqueda en Nephroseq, se analizé la correlacién entre la expresion
génica (niveles de mRNA) de SLC15A2 en humanos con dos biomarcadores clinicos: filtrado

glomerular estimado y proteinuria, todos con p<0,05 y FC >1,50 (Tabla 11)

La Tabla 11 muestra una correlacién positiva entre el filtrado glomerular y la expresion de
SLC15A2 en las diferentes bases de datos analizadas salvo en aquellas muestras obtenidas de
rifiones de donante cadaver. En cada estudio, recogimos los filtrados glomerulares de cada

paciente y calculamos su media y DT.

Ademas, en muestras de pacientes con nefropatia membranosa, se ve una correlacién positiva
con la proteinuria, es decir, a mayor proteinuria, mayor expresién de SLC15A2. Sin embargo, en
muestras obtenidas de pacientes con Enfermedad de cambios minimos, la correlacién fue
negativa. Es importante destacar que la mediana de proteinuria en pacientes con cambios
minimos estd dentro del rango de la normalidad, esto es, corresponderia a 4 pacientes en

remision.
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Tabla 11. Andlisis de expresion de SLC15A2 con relacion a FGe y proteinuria con los siguientes valores: p-Value: 0,05;
r-Value: 0; Fold change: 1,5 en diferentes bases de datos obtenidos de (115) acceso enero/2023. DT: desviacidn tipica;
IQR: rango intercuartilico; Tublint: tubulointersticio.

Filtrado glomerular estimado

Ju CKD Tublnt Tubulointersticio 186 0,173 0,018 70,87 (38,43)
Ju CKD Tublnt 2 Tubulointersticio 42 0,4 0,009 76,31 (50,75)
Rodwell Agi

CAWEHABINE  Corteza ymédula renal 69 0,3 0,012 74,31 (23,67)
Kidney
Reich IgAN Tublnt Nefropatia IgA; Tublnt 24 0,446 0,029 75,94 (37,85)
Flech D t daver;

echner ohantes cadaver, 12 0594 0,042 43,66 (24,17)

Transplant Kidney rifion completo

Proteinuria
e dninos | s ] rvaue] pvate | s
Sampson ,
Nef t
Nephrotic SHepEE 8 0,784 0,021 40,49 (289,19)
membranosa; Tublnt
Syndrome Tublnt
Schmid Diabetes Enf. de cambios 4 0958 0,042 42(4,5)

TublInt minimos; Tublnt

En la segunda parte de la busqueda en Nephroseq, se analizd la expresion génica de SLC15A2
entre las diferentes patologias mencionadas y los rifiones “sanos”, todos con p<0,05 (Tabla 12).
Los datos se han separado segun correspondan a humanos o modelos animales, y si el tejido es

tubulointersticio o glomérulo.

En cuatro estudios se analizaron muestras correspondientes a tubulointersticio, comparando la
expresion de mRNA en nefritis IUpica, nefropatia diabética, glomeruloesclerosis focal y
segmentaria y vasculitis con rifién normal. En un estudio, la definicion de rifidn normal fue una
Enfermedad de cambios minimos y en otros estudios, rifiones de donantes vivos. La expresion
tubulointersticial de SLC15A2 aumenta en nefritis ldpica y glomeruloesclerosis focal y
segmentaria, en comparacion con rifiones de donantes sanos, y en nefropatia diabética en
comparacion con Enfermedad de cambios minimos. Sin embargo, se produce un descenso de la
expresion de SLC15A2 en rifiones de pacientes con vasculitis en relacidén con donantes vivos
sanos. Acorde con los datos de Nakagawa CKD Kidney, la expresién de SLC15A2 disminuye en

ERC frente a riflones normales. En el resto de los estudios con muestras humanas y en los
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modelos murinos, los datos se analizaron en glomérulo, y SLC15A2 tiene una expresién principal

en el tubulo proximal.

Tabla 12. Andlisis de expresion de SLC15A2 en relacion con diferentes enfermedades versus rifiones normales
(donantes vivos sanos, enfermedad de cambios minimos o controles) con los siguientes valores: p Value: 0,050; r Value:
All; Fold change: All en diferentes bases de datos de (115) acceso enero/2023. FC: Fold Change.

e L

Berthier Lupus TublInt Nefritis lUpica vs. Donantes vivos sanos 1,275

Nefropatia diabética vs.

Enfermedad de cambios minimos y control
Glomerulosclerosis focal y segmentaria vs.
Donantes vivos sanos

Schmid Diabetes Tubint 22 1,321 0,025

Ju CKD Tublnt 48 1,109 0,036
Ju CKD Tublnt Vasculitis vs. Donantes vivos sanos 52 -1,076 0,047

Nakagawa CKD Kidney  Enfermedad renal crénica vs. Rifion normal 53 -1,428 0,000726

Reich IgAN Glom Nefropatia IgA vs. Donantes vivos sanos 33 -1,133 0,002
gleour;ser Hypertension Nefrosclerosis vs. Nefrectomia tumoral 18 -1,410 0,002
Ju CKD Glom Vasculitis vs. Donantes vivos sanos 44 -1,179 0,002
e Hipertension arterial vs. 36 1,132 0,018

Donantes vivos sanos
Enfermedad de cambios minimos vs.

Ju CKD Glom - 35 -1,097 0,04
Donantes vivos sanos

edsanes | s ] 7| g

Hodgin Diabetes Mouse Nefropatia diabética vs. Rifién no diabético 10 2278 0,024

Glom (Modelo ratén db/db CS57BLKS)
Hodgin Diabetes Mouse Nefropatia diabética vs. Rifidon no diabético

17 -1,714 0,0000165
Glom (Modelo ratén DBA/2) ! !

2.2. Localizacién de la expresion de SLCI5A2 en transcriptomica de células

individuales en KIT

En esta seccion describimos los resultados de transcriptomica renal de células individuales en
diferentes rifiones humanos y murinos. Los datos estdn expresados como promedio de la
expresion (average expression scale o avg.exp.scale) y en porcentaje de células que expresan

dicho gen (pct.exp)
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2.2.1. Transcriptdomica en rifones humanos

La Figura 26 muestra los diferentes patrones de expresién de SLCI15A2 en rifidn humano. El panel
a) corresponde a la expresién de SLC15A2 medido por scRNA-seq en un rifidn sano de un
donante vardn de 70 afios con creatinina 1,1 mg/dl. La expresion de SLC15A2 es alta en la mitad
proximal de la nefrona (tubulo proximal y asa de Henle) frente a la nefrona distal (116,117). El
panel b) muestra la expresidon de SLC15A2 medido por snRNA-seq en un rifidn trasplantado con
rechazo agudo mixto (rechazo mediado por células T con células plasmaticas gradado con
BanfflB junto con rechazo mediado por anticuerpos C4d-negativo). El gen SLC15A2 se expresa
en células plasmaticas y también, pero en menor medida, en el tubulo proximal y asa de Henle
(116,117). Los paneles c) y d) muestran la expresién de SLC15A2 medida por snRNA-seq en 4525
nucleos de células renales de rifién sano. El panel c) identifica una baja expresién de SLC15A2
en la mayoria de células de los segmentos S1 y S2 del tubulo proximal y del asa ascendente de
Henle, sin embargo, algunos clusters de células presentan una expresién mayor, entre 1y 3
desviaciones tipicas mayor. El panel d) muestra resultados similares al panel a), alta expresion
principalmente en los segmentos mas iniciales del tubulo proximal (S1y S2) asi como en la region
ascendente del asa de Henle en comparacion con el resto de tipos celulares y segmentos

tubulares (117,118).
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Figura 26. Expresion de SLC15A2 en rifion humano. a) Expresion de SLC15A2 medida por scRNA-seq en células de un
rifién sano (116,117). b) Expresion de SLC15A2 medida por scRNA-seq en células de rifion trasplantado durante un
rechazo agudo mixto (n=1) (rechazo mediado por células T con células plasmdticas gradado como Banff1B junto con
rechazo mediado por anticuerpos C4d-negativo) (116,117). c) y d) Expresion de SLC15A2 medida por snRNA-seq en
4.524 nucleos de células renales de rifion sano (117,118). B cell: linfocito B; CD: tubulo colector; CNT: tubulo colector;
CD:IC: células intercaladas del tubulo colector; CD:PC: célula principal del tubulo colector; DT: tubulo distal; DCT: tubulo
contorneado distal; EC: célula endotelial; Fibroblast: fibroblasto; IC-A: célula intercalada A del tubulo colector; IC-B:
célula intercalada B del tubulo colector; LH: asa de Henle; LOH (AL): porcion ascendente del asa de Henle; LH (AL):
porcion ascendente del asa de Henle; LH(DL): porcion descendente del asa de Henle; LOH (DL): porcién descendente
del asa de Henle; Macrophage: macréfago; Mast cells: mastocitos; Mesangium: mesangio; Mono: monocitos;
myofibroblast: miofibroblasto; P: podocito; PC: célula principal del tubulo colector; Pericyte: pericito; Plasma: célula
plasmadtica; Podocyte: podocito; PT: tubulo proximal; PT(S1): segmento S1 del tubulo proximal; PT(S2): segmento S2
del tubulo proximal; PT(S3): segmento S3 del tubulo proximal; scRNA-seq: secuenciacion de RNA usando la célula
completa (single cell; sc); snRNA-seq: secuenciacion del RNA celular usando sélo el nucleo aislado (single nuclei; sn); T
cell: linfocito T.

La Figura 27 muestra la expresidon de SLC15A2 en rifiones sanos obtenidos mediante nefrectomia

total o parcial por masa renal. La expresion medida por snRNA-seq fue muy leve o nula en casi

86



todos los tipos celulares y segmentos tubulares salvo en el tubulo proximal y en el asa

ascendente gruesa de Henle (117,119) acceso febrero/2023).

SLC15A2
Percent Expressed e 10 @ 20 @ 30

SLC15A21 @ L

AR ARSI KU L GLE TR 00 06§96 800 NS
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Figura 27. Expresion de SLC15A2 medida mediante snRNA-seq en células de 5 rifiones humanos adultos sanos
obtenidos por nefrectomia total o parcial por masa renal (117,119). CNT: tubulo conector; DCT1 y DCT2: tubulo
contorneado distal; ENDO: célula endotelial; FIB: fibroblastos; ICA: células intercaladas A del tubulo colector; ICB:
células intercaladas B del tubulo colector; LEUK: leucocitos; MES: células mesangiales; PC: célula principal del tubulo
colector; PEC: célula epitelial parietal; PODO: podocito; PT: tubulo proximal; PT_VCAM1: células del tubulo proximal
con aumento de expresion de VCAM1; snRNA-seq: secuenciacion del RNA celular usando sélo el ntcleo aislado (single
nuclei; sn); TAL: porcion ascendente gruesa del asa de Henle.

2.2.1.1.  Expresion de SLCI5A2 en rifiones humanos diabéticos

La Figura 28 compara la expresion de SLC15A2 medida por snRNA-seq en 23.980 nucleos de
rifiones sanos (empleados como controles) o con nefropatia diabética temprana, obtenidos
mediante nefrectomia por masa renal. En la Figura 28 a), la expresién de SLC15A2 es similar en
el asa de Henle de pacientes control y diabéticos. Sin embargo, parece haber un leve aumento
de la expresidn en el tubulo contorneado proximal en pacientes diabéticos frente a los controles.
La Figura 28 b) muestra que el porcentaje de células que expresan SLCI5A2 en el tubulo
contorneado proximal es mayor en diabéticos frente a controles, mientras que en el asa de

Henle es mayor en controles que en diabéticos (117,120) acceso febrero/2023).
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Figura 28. Expresion de SLC15A2 medido por snRNA-seq en 23980 nticleos de células de rifiones humanos sanos (n=3)
o con nefropatia diabética temprana (n=3) obtenidos mediante nefrectomia por masa renal (117,120). CD: tubulo
colector; CD-ICA: células intercaladas A del tubulo colector; CD-ICB: células intercaladas B del tubulo colector; CD-PC:
célula principal del tubulo colector; CT: tubulo conector; DCT: tubulo contorneado distal; ENDO: célula endotelial;
LEUK: leucocitos; LOH: asa de Henle; MES: células mesangiales; PCT: tubulo contorneado proximal; PEC: célula epitelial
parietal; PODO: podocito; snRNA-seq: secuenciacion del RNA celular usando sélo el ntcleo aislado (single nuclei; sn);

En la Figura 29 se muestra la expresion de SLC15A2 medida por snRNA-seq en 7 rifiones humanos
con enfermedad renal diabética y 6 rifiones humanos sanos obtenidos mediante nefrectomia
por masa renal o de rifiones de donantes empleados como controles. La expresion de SLC15A2
es similar en riflones controles y en nefropatia diabética en células negativas para claudina 16
de la porcion ascendente gruesa del asa de Henle (TAL1) y en el tibulo proximal con expresion
de VCAM1 (células de tubulo proximal con fenotipo de reparacion fallida) pero con leve
sobreexpresidn en rifiones diabéticos a nivel del tubulo proximal y de las células positivas para
claudina 16 de la porcién ascendente gruesa del asa de Henle (TAL2) en comparacion con los

controles (117,121) acceso febrero/2023).
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Figura 29. Expresion génica de SLC15A2 medida mediante snRNA-seq y snATAC-seq en 7 rifiones humanos con
enfermedad renal diabética y 6 controles de rifiones humanos sanos obtenidos mediante nefrectomia por masa renal
o de rifiones de donantes (117,121). ATL: porcion ascendente fina del asa de Henle; Cont: Control; DCT1: segmento
inicial del tubulo contorneado distal; DCT2: segmento distal del tubulo contorneado distal; DKD: enfermedad renal
diabética; ENDO: célula endotelial; FIB: fibroblastos; ICA: células intercaladas A del tubulo colector; ICB: células
intercaladas B del tubulo colector; LEUK: leucocitos; MES: células mesangiales; PC: célula principal del tubulo colector;
PCT; tubulo contorneado proximal; PEC: célula epitelial parietal;, PODO: podocito,; PT: tubulo proximal; PT_VCAMI1:
células del tubulo proximal con aumento de expresion de VCAM1 descritas como células tubulares proximales con
reparacion fallida (failed-repair, FR);; snRNA-seq: secuenciacion del RNA celular usando sélo el ntcleo aislado (single
nuclei; sn); TAL1: células CLDN16 (claudina 16) negativas de la porcion ascendente gruesa del asa de Henle; TAL2:
células CLDN16 (claudina 16) positivas de la porcion ascendente gruesa del asa de Henle.

2.2.1.2.  Expresion de SLC15A2 en enfermedad renal poliquistica

autosémica dominante humana

La Figura 30 muestra la expresion de SLC15A2 medida mediante snRNA-seq en 8 rifiones
humanos con enfermedad poliquistica autosémica dominante obtenidos mediante nefrectomia
y 5 controles de riflones humanos sanos obtenidos mediante nefrectomia por masa renal. La

expresion génica es mayor y el porcentaje de células que expresan SLC15A2 también en el tubulo
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proximal sano (en comparacién con las células del tubulo proximal con reparacion fallida) y de
la porcién ascendente gruesa del asa de Henle en los controles, frente a los rifiones poliquisticos,

donde la expresién es menor de forma comparativa (117,122)acceso febrero/2023).
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Figura 30. Expresion de SLC15A2 medida mediante snRNA-seq en 8 rifiones humanos con enfermedad poliquistica
autosémica dominante obtenidos mediante nefrectomia y 5 controles de rifiones humanos sanos obtenidos mediante
nefrectomia por masa renal (117,122). ATL: porcién ascendente fina del asa de Henle; CNT_PC: tubulo conector y
células principales; DCT: tubulo contorneado distal; ENDO: célula endotelial; FIB: fibroblastos; ICA: células intercaladas
A del tubulo colector; ICB: células intercaladas B del tubulo colector; LEUK: leucocitos; PEC: célula epitelial parietal;
PODO: podocito; PT: tubulo proximal; FR-PTC: células del tubulo proximal con aumento de expresion de VCAM1
descritas como células tubulares proximales con reparacion fallida (failed-repair, FR); snRNA-seq: secuenciacion del
RNA celular usando sdlo el nucleo aislado (single nuclei; sn); TAL: porcion ascendente gruesa del asa de Henle.
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2.2.2. Expresion de Slc15a2 en transcriptomica de nefropatias murinas

experimentales

La Figura 31 muestra la expresion de Slc15a2 medida mediante snRNA-seq en dos modelos
murinos diferentes. En la Figura 31 a), correspondiente a riflones sanos de ratones adultos, se
evidencia que la expresidn de Slc15a2 es mayoritaria en el segmento S3 del tubulo proximal, en
la porcidn ascendente del asa de Henle, en el tubulo contorneado distal y en el tibulo conector
(117,123) acceso febrero/2023). La Figura 31 b) muestra un modelo murino de rifiones fibréticos
a los 14 dias de una obstruccién ureteral unilateral (UUQO). La expresion de Slc15a2 es también
mayoritaria en el segmento S3 del tibulo proximal y en la porcidn ascendente gruesa del asa de
Henle, observdndose también expresién en podocitos. En el resto de células estudiadas la

expresion es minima o inexistente (117,123) acceso febrero/2023).

a) b)
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Figura 31. Expresion de Slc15a2 en dos modelos murinos experimentales. a) Expresion de Slc15a2 medida mediante
snRNA-seq en rifiones sanos de ratones adultos (117,123). b) Expresion del Slc15a2 medida mediante snRNA-seq en
rifiones fibroticos de ratones 14 dias después de cirugia de obstruccion ureteral unilateral (117,123). Act. Fib:
fibroblasto activador; CD-PC: célula principal del tubulo colector; CNT: tubulo conector; DCT: tubulo contorneado
distal; Dediff. PT: tubulo proximal desdiferenciado; DL + tAL: porcion descendente y ascendente fina del asa de Henle;
EC: célula endotelial; IC: células intercaladas del tubulo colector; IC-A: células intercaladas A del tubulo colector; IC-B
0 ICB: células intercaladas B del tubulo colector; JGA: aparato yuxtaglomerular; LH(AL): porcién ascendente del asa de
Henle; LH(DL): porcion descendente del asa de Henle; MIC: células mesangiales; M®: macréfagos; Pod: podocito; Prolif.
PT: tubulo proximal en proliferacion; PT(S1): tubulo proximal segmento 1; PT(S2): tubulo proximal segmento 2; PT(53):
tubulo proximal segmento 3); snRNA-seq: secuenciacion del RNA celular usando sélo el nucleo aislado (single nuclei;
sn); TAL: asa ascendente gruesa de Henle.

La Figura 32 muestra la expresion de Slc15a2 medida mediante snRNA-seq en rifiones de ratones
sin dafio y tras isquemia-reperfusién renal (IRl) bilateral. El panel a) muestra la expresién de

Slc15a2 medida mediante snRNA-seq en rifiones de ratones sanos, sin dafio, y a las 4h, 12h, 2
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dias, 14 dias y 42 dias tras IRl bilateral. La expresién de Slc15a2 en rifilones sanos es
principalmente en el segmento S3 del tubulo proximal, pero a las 4 horas tras el dafio renal
agudo, la expresion de Slc15a2 disminuye en el segmento S3 del tubulo proximal y aumenta
transitoriamente en la porcién ascendente gruesa del asa de Henle cortical y medular, asi como
en la macula densa, desapareciendo a las 48 horas en todos los segmentos y tipos celulares. A
partir del dia 14 tras el dafo renal agudo reaparece la expresién de Slc15a2 en el segmento S3
del tubulo proximal (117,124) acceso febrero/2023). El panel b) expone la expresion de Slc15a2
medida mediante snRNA-seq en rifiones de ratones sin dafio y a las 4h, 12h, 2 dias y 42 dias tras
IRI bilateral, pero usando sélo ratones hembra. En las células renales de ratones hembra sin
dano la expresidn de Sic15a2 es mayoritaria en el segmento S3 del tubulo proximal y la seccién
desde el segmento S3 del tubulo proximal hasta la porcion ascendente gruesa del asa de Henle.
La expresion de Slc15a2 en ratones hembra disminuye significativamente ya desde las 4 horas
tras el dafio renal agudo, no volviendo a reaparecer hasta el dia 42 (117,125) acceso

febrero/2023).
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Figura 32. Expresion de Slc15a2 en dos modelos experimentales murinos de IRl bilateral. a) Expresion de Slc15a2
medida mediante snRNA-seq en rifiones de ratones sin dafio y a las 4h, 12h, 2 dias, 14 dias y 42 dias tras IRl bilateral
(117,124). b) Expresion del Slc15a2 medida mediante snRNA-seq en rifiones de ratones hembra sin dafio y a las 4h,
12h, 2 dias y 42 dias tras IRl bilateral (117,125). ATL: porcion ascendente fina del asa de Henle; CNT: tubulo conector;
CTAL: porcion ascendente gruesa del asa de Henle cortical; DCT: tibulo contorneado distal; DTL: porcién descendente
fina del asa de Henle; EC: célula endotelial; Fib: fibroblastos; IC: células intercaladas del tubulo colector; ICA: células
intercaladas A del tubulo colector; ICB: células intercaladas B del tubulo colector; MD: macula densa; MTAL: porcion
ascendente gruesa del asa de Henle medular; M®: macréfagos; PC: célula principal del tiubulo colector; PEC: célula
epitelial parietal; Per: pericitos; Pod: podocito; PT(S1): tubulo proximal segmentos 1; PT(S2): tubulo proximal segmento
2; PT(S3): tubulo proximal segmento 3; PTS3-TAL: desde el segmento 3 del tubulo proximal hasta la porcion ascendente
gruesa del asa de Henle; snRNA-seq: secuenciacion del RNA celular usando sélo el nucleo aislado (single nuclei; sn);
TAL: porcion ascendente gruesa del asa de Henle; TCELL: linfocito T; Uro: células uroteliales.
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La Figura 33 muestra la expresion de Slc15a2 medida por snRNA-seq en 83.315 nucleos de
células renales en un modelo de IRl bilateral en ratones Ki67<"®/fR™2; INTACT vs control. Se inyectd
tamoxifeno en los dias 2 y 3 post-IRI para inducir el marcaje con proteina verde fluorescente
(GFP) de la membrana nuclear de todas las células en ciclo celular en la induccion de la
reparacion renal y permitir el seguimiento de estas células hasta 4 semanas y 6 meses después
de la IRI. En el momento de la recogida, se separaron las células GFP+ y GFP-. En total se
procesaron 12 muestras: 3 muestras GFP+ (AKI_GFP+_4weeks) y 1 muestra GFP- (AKI_GFP-
_Aweeks) a las 4 semanas post-IRl; 4 muestras GFP+ (AKI_GFP+_6months) y 1 muestra GFP-
(AKI_GFP-_6months) a los 6 meses post-IRI; 2 controles a las 4 semanas (Ctrl_4weeks) y 1 control
alos 6 meses (Ctrl_6months) (para los controles no se realizé separacién de nicleos GFP+y GFP-
). La expresidn génica de Sic15a2 en ratones control es predominante en el segmento S3 del
tubulo proximal, tanto en la semana 4 como en el mes 6, aumentando su expresion en las células
de la porcidn ascendente gruesa del asa de Henle cortical y medular, tubulo distal y el segmento
del tubulo distal y tubulo conector a los 6 meses. En el modelo de FRA en ratones GFP+ a las 4
semanas, la expresiéon de Slc15a2 disminuye en el segmento S3 del tdbulo proximal,
recuperandose a los 6 meses, pero sin llegar a ser tan elevada como en el grupo control. Ademas,
a los 6 meses se evidencia expresidon en podocitos y, en menor medida, en la porcidon ascendente
gruesa del asa de Henle cortical y medular, tubulo distal y el segmento entre el tubulo distal y
tubulo conector, de forma similar a la expresion en los controles a los 6 meses. En el modelo de
FRA en ratones GFP-, la expresidon de Slc15a2 estd muy disminuida en todas las células renales
analizadas a las 4 semanas, reapareciendo a los 6 meses en la porcidn ascendente gruesa del asa
de Henle cortical y medular, tubulo distal, en el segmento entre el tubulo distal y tubulo
conector, asi como en el propio tubulo conector y en las células principales del tubulo colector,
en todos ellos de forma mas intensa que en los controles a los 6 meses (117,126) acceso

febrero/2023).

93



Expresion génica
SLC15A2

Podo ]

PTS1_11 avg.exp
PTS1 2+
N
PTS31 2
Injured PT - ‘ ‘ . 1
LORTL M) 0
CTAL- & 1
MTAL -

DT CB¥
- ] pct.exp
CNTH
PC_1+ ’
PC_21 . 25

IC-A+
IC-B- @ -
Uro 1
Interst . 75
Vasc+
Macroph 1 . 100
Leuk other+ 3

Bcell

P PP
&e S \&z &S $®e S
B &R L& £
O\«\/(‘\/ <2></ X/QQ»/ Vg
C & L K

/\{~\/

o A
N/ B
V\“b }k\/ ¥ b

Figura 33. Expresion de Slc15a2 medida mediante snRNA-seq en 83.315 nucleos de células renales de modelo de IR/
bilateral en ratones Ki67¢¢/ER72; INTACT vs control a las 4 semanas y 6 meses (117,126). AKl: fracaso renal agudo; Bcell:
linfocitos B; CNT: tubulo conector; Ctrl: control; CTAL: porcion ascendente gruesa del asa de Henle cortical; DT: tubulo
distal; GFP: proteina fluorescente verde; IC-A: células intercaladas A del tubulo colector; IC-B: células intercaladas B
del tubulo colector; Injured PT: tubulo proximal dafiado; Interst; células intersticiales; Leuk other: leucocitos; LOH-TL-
C: rama delgada del asa de Henle de nefronas corticales; LOH-TL-JM: rama delgada del asa de Henle de nefronas
yuxtamedulares; MTAL: porcion ascendente gruesa del asa de Henle medular; Macroph: macrofagos; PC: célula
principal del tubulo colector; Podo: podocito; PTS1: tubulo proximal segmento 1; PTS2: tubulo proximal segmento 2;
PTS3: tubulo proximal segmento 3; snRNA-seq: secuenciacion del RNA celular usando sdlo el ntcleo aislado (single
nuclei; sn); Uro: células uroteliales; Vasc: células vasculares.

La Figura 34 presenta la expresion de Slc15a2 medida por sci-RNA-seq3 en células renales del
tubulo proximal de ratén de un modelo de IRl unilateral y de UUO a diferentes tiempos (0, 6 h,
2,7,14 y 28 dias para IRl con n=2 para cada tiempo y 0, 2, 4, 6, 10 y 14 dias para UUO con n=2
para cada tiempo). En este modelo se definen diferentes estados celulares que ocurren tras el
dafio renal: estado sano, en inglés indicado en la figura como Healthy S1/52/S3, el dafio agudo
(Acute injury), el reparador (repairing), el de reparacién fallida (failed repair) y dos estados
intermedios entre sanos y de reparacion fallida, lamados células dafiadas tipo 1y tipo 2 (type 1
and type 2 injury). La Figura 34 a) muestra como la expresion de Slc15a2 disminuye tras el dafio
renal agudo por IRl desde las 6 horas hasta el dia 7, se recupera hasta valores basales en el dia
14y se sobreexpresa en comparacion con el control al dia 28. En el modelo de UUO, la expresion

disminuye desde el dia 2 hasta el dia 6, posteriormente se evidencia un aumento de expresion
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al dia 10 en comparacién con el control, volviendo a disminuir hasta valores basales en el dia 14.
La Figura 34 b) muestra la expresion de Sic15a2 segun el tipo celular renal juntando ambos
modelos experimentales. Se evidencia que la expresién es mayor en el tubulo proximal y en las
células intercaladas B del tibulo colector. En la Figura 34 c) se pueden ver los diferentes estados
de las células tubulares proximales en el modelo del dafio renal agudo por IRl donde, a las 6
horas, un gran porcentaje de células presentan un estado de dafio tipo 1, y un menor porcentaje,
dano tipo 2 y dafio agudo, que empiezan a descender desde el dia 2, destacando que al dia 28,
la gran mayoria de células vuelven a los estados sanos en los 3 segmentos del tubulo proximal
(S1, S2 y S3). La Figura 34 d) expone los diferentes estados celulares en el modelo de dafio renal
por UUO. En este caso, al dia 2 el estado de dafio que predomina es el tipo 2, con menor
porcentaje de dafio tipo 1 y células en reparacion, pero al dia 14, aproximadamente un 50% de
las células presentan un estado de reparacion fallida, persistiendo otro 30% con estado de dafio
tipo 2 y sélo un 10%, aproximadamente, de células con estado sano en los 3 segmentos del
tubulo proximal (S1, S2 y S3). La Figura 34 e) muestra la expresién de Slc15a2 en cada estado
celular, siendo mayoritaria en el segmento S3 del tubulo proximal sano, estando marcadamente
disminuido en el resto de estados o segmentos, salvo el segmento S2 sano y en el segmento S3

con dafio tipo 2 donde presenta una expresion intermedia (117,127) acceso febrero/2023).
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Figura 34. Expresion de Slc15a2 medida por sci-RNA-seq3 en dos modelos experimentales murinos. a) Expresion media
de Slc15a2 en células renales murinas en modelo de isquemia-reperfusion unilateral (IRI) y de uropatia obstructiva
unilateral (UOO) a diferentes tiempos (0, 6 h, 2, 7, 14 y 28 dias para IRl con n=2 para cada tiempo y 0, 2,4, 6, 10y 14
dias para UUO con n=2 para cada tiempo) frente a control. b) Expresion media de Slc15a2 segun el tipo celular renal
en ambos modelos conjuntamente. c y d) Representacion de los diferentes estados de las células tubulares proximales
en modelo IRl y UOO, respectivamente. e) Expresion media de Slc15a2 en cada estado celular (117,127). ATL: porcion
ascendente fina del asa de Henle; B/T: células inmunes; CNT: tubulo conector; DCT: tubulo contorneado distal; DTL:
porcion descendente fina del asa de Henle; EC: célula endotelial; Fib: fibroblastos; FR-PTC: células del tubulo proximal
con aumento de expresion de VCAM1 descritas como células tubulares proximales con reparacion fallida (failed-repair,
FR); ICA: células intercaladas A del tubulo colector; ICB: células intercaladas B del tubulo colector; IRI: dafio por
isquemia-reperfusion; Myofib: miofibroblastos; M®: macrdfagos; PC: célula principal del tubulo colector; Pod:
podocito; PT: tubulo proximal; PT-Aclnj: tubulo proximal con dafio agudo,; PT-Inj: tubulo proximal dafiado; PT-R: tubulo
proximal en reparacion; sci-RNA-seq3: single-cell combinatorial indexing RNA sequencing o secuencia de ARN de
indexacion combinatoria de una sola célula; TAL: porcion ascendente gruesa del asa de Henle; UUO: uropatia
obstructiva unilateral; Uro: células uroteliales.
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3. Data mining colocaliza variantes humanas de alto riesgo de ERC

a SLC15A2 como prevalentes en zonas de alto riesgo de ERCd

En un segundo ejercicio de mineria de datos se analizd la distribucién geografica de las
principales variantes de SLC15A2 en la base genémica humana GnomAD, con la hipdtesis de que
pudiera aportar informacion sobre la causa de nefropatias endémicas de causa desconocida. En
concreto, con su funcién como transportador, podria explicar por qué habia agrupacion
intrafamiliar y afectacidon infantil en nefropatias descritas de causa desconocida (ERCd)
recientemente, lo que seria compatible, entre otras posibilidades, con una predisposicion
genética preexistente y la aparicidn reciente de una nefrotoxina ambiental (¢pesticida?), que,

hipotéticamente, fuera sustrato de PEPT2.

3.1.Variantes génicas humanas de SLC15A2 en GhomAD

Aunque la prevalencia de ambas variantes del PEPT2 sea muy similar en poblacién europea, a

nivel mundial es heterogénea (Figura 35) (128)acceso junio/2022).

Prevalencia haplotipos PEPT2 en diferentes poblaciones

Asiatico oriental
Africano/Afroamericano
Europeo (no finlandés)
Europeo (finlandés)
Otro

Judio Ashkenazi

Asiatico del sur

Latino/americano mezclado

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

W PEPT2*1 mPEPT2*2

Figura 35. Prevalencia de la expresion de los haplotipos de PEPT2 en diferentes poblaciones a nivel mundial. Destaca
la escasa prevalencia de PEPT2*1 en asidticos orientales, en comparacion con la gran prevalencia en asidticos del sur
y en latinoamericanos. De (128) acceso junio/2022.

Cabe destacar que la variante PEPT2*1, que es la que presenta mayor riesgo de desarrollo de

ERC, tiene mayor prevalencia en el sur asiatico y en Latinoamérica. Estas dos zonas son las que
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presentaban mayor prevalencia de ERCd, en concreto de la Nefropatia Mesoamericana y la
Nefropatia de Sri-Lanka. Dado que existe una asociacion familiar de estas nefropatias,
hipotetizamos que los portadores de la variante PEPT2*1/*1, es decir, los que tengan los dos
alelos de alta afinidad, pudieran ser mas susceptibles a un hipotético componente ambiental no

descubierto o a diferentes toxinas del entorno (Figura 36).

High-Middie SDI_| 158,188
[HighsDI |27

Figura 36. Asociacion de la prevalencia de PEPT2*1 en la poblacion mundial (porcentaje en verde o rojo con fondo
amarillo) y las dreas calientes de ERCd. Nétese que la prevalencia de PEPT2*1 es alta en Sri-Lanka y en Mesoamérica
(porcentaje en rojo con fondo amarillo). De (20) con datos de (128).

A fin de evaluar nuestra hipdtesis, contactamos con el profesor Daniel R. Brooks (Epidemiélogo
y profesor asociado en Boston University School of Public Health) y con Dr. David Friedman
(profesor asociado de Medicina en Harvard Medical School) quienes estan realizando estudios
genéticos de la Nefropatia Mesoamericana, y nos informaron de que no tenian datos que
apoyaran la asociacion de variantes génicas de SLC15A2/PEPT2 con esta nefropatia, por lo que

abandonamos esta linea de investigacion.

En este sentido, los pacientes con porfiria aguda intermitente tendran diferente gravedad de
PAKD segun la variante alélica que presenten: PEPT2*1 (de alta afinidad) y PEPT2*2 (de baja
afinidad). En 122 pacientes con porfiria aguda intermitente: 26 presentaban el genotipo
PEPT2*1/*1, 62 el PEPT2*1/*2 y 32 el PEPT2*2/*2 para una distribucién de 47% y 52% de
PEPT2*1 y PEPT2*2, respectivamente. Dos pacientes se clasificaron como PEPT2*3 y se
excluyeron del analisis final (43). Tras un seguimiento de 10 afios, los portadores del genotipo

PEPT2*1/*1 (alta afinidad/alta afinidad) presentaban una ERC mas grave, teniendo el 65% una
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ERC G3-G5, en comparacién con el 29% y 22% de los PEPT2*1/*2 (alta afinidad/baja afinidad) y
PEPT2*2/*2 (baja afinidad/baja afinidad), respectivamente (43). La proteinuria era el doble en
los PEPT2*1/*1 comparado con los portadores del genotipo PEPT2*2. Ademas, la ERC progresé
mas rapido en el grupo PEPT2*1/*1 comparado con el PEPT2*2 (-11,0£3,3 ml/min/1,73m?en el
grupo PEPT2*1/*1 comparado con -2,4+1,9 ml/min/1,73m?en el grupo PEPT2*1/*2 y +3,44+2,6
ml/min/1,73m?en el PEPT2*2/*2, p=0,001), siendo el genotipo PEPT2*1/*1 un factor predictor
de la gravedad de la ERC (OR 6,85; IC 95% 1,34-46,20) y de la caida de la funcidn renal (OR 3,64;
IC95% 1,37-9,91) (43). La observacidn fue similar en los pacientes portadores de mutaciones en
la hidroximetilbilano sintetasa sin ataques de porfiria aguda intermitente, indicando que incluso
los niveles levemente elevados de ALA podrian ser toxicos para el tubulo renal (porcentaje de
pacientes con ERC G3-G5: 54% vs 2% y caida del FGe -13,0+18,0 ml/min/1,73m? vs -4,8+14,8
ml/min/1,73m?, en el grupo PEPT2*1/*1 frente a portadores de 1 o 2 alelos del PEPT2*2,
respectivamente, p<0,05) (43). Estos resultados se atribuyeron a una mayor reabsorcién tubular
de ALA (y exposicion a su toxicidad) en los portadores de PEPT2*1, dado que ALA es sustrato de
PEPT2 (43). Por tanto, los portadores de PEPT2*2 (que tiene menos afinidad por ALA) tienen una
ERC menos grave y una progresién mas lenta de la PAKD (Figura 37) (15,39,43). Ademas de las
variaciones del PEPT2 que afectan a su Km, otros polimorfismos pueden afectar a la expresion
del transportador, anadiendo mas complejidad a la interacciéon con sustratos y a su impacto

clinico (43).
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Figura 37. Propuesta sobre la influencia de PEPT2 en la toxicidad tubular por ALA. El transportador PEPT2 se expresa
en la membrana apical de las células del tubulo proximal. La variante PEPT2*1 tiene mayor afinidad por ALA que
PEPT2*2, y como consecuencia, la reabsorcion de ALA desde la orina a las células tubulares que expresan PEPT2*2 es
menor que en las que expresan PEPT2*1, generando menor toxicidad tubular. El grosor de la flecha corresponde a la
magnitud del proceso. Adaptado de (15).

4. Prueba de concepto: PEPT2 como diana terapéutica en el FRA

experimental

A continuacion, exploramos las repercusiones terapéuticas de la interferencia con cefadroxilo
del transporte tubular de nefrotoxinas (usando colistina como ejemplo clinicamente relevante)
por PEPT2. Elegimos un antibidtico (cefadroxilo) dado que, en el contexto de uso de colistina,
podria ser interesante administrar un segundo antibidtico. Ademas, seria viable realizar estudios
observacionales de practica clinica retrospectivos que permitieran evaluar si el uso combinado
de cefadroxilo (u otro antibidtico que interfiera con el transporte a través de PEPT2) y colistina
se asocia a menos nefrotoxicidad que colistina sola o asociada a otros antibidticos no
nefrotdxicos, de forma similar al analisis realizado por Alberto Tejedor y colegas como prueba

de concepto del efecto nefroprotector de cilastatina (129).
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4.1. Dafio renal inducido por colistina en ratones

En este modelo experimental se estudiaron 4 grupos: control, colistina, grupo pretratado con
cefadroxilo antes de la colistina y grupo al que solo se administrdo cefadroxilo. Primero
comprobamos que la administracion de colistina producia dafio renal en ratones. La Figura 38
muestra que los ratones que recibieron colistina presentaron peor funcién renal, evidenciado
por el ascenso de los niveles de urea y creatinina plasmaticos frente a los controles (p<0,005
para Urea y p<0,05 para Creatinina vs vehiculo). Sin embargo, la administracién de colistina en
los ratones pretratados con cefadroxilo produjo un menor ascenso de urea que la administracion
de colistina aislada (p<0,05), por lo que parece disminuir o prevenir el dafio renal por colistina.

La administracion aislada de cefadroxilo no tuvo efectos sobre la funcion renal.
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Figura 38. Cefadroxilo protege del fracaso renal agudo causado por colistina en ratones. a) urea plasmdtica. b)
creatinina plasmdtica. Ambas mediciones se realizaron al dia 7 de la administracién diaria de vehiculo, colistina y/o
cefadroxilo. *p<0,05 vs colistina o vehiculo; **p<0,005 vs vehiculo.

La colistina es un nefrotdxico tubular. Evaluamos la toxicidad tubular analizando la expresion de
dos moléculas asociadas a dafo tubular agudo, KIM1 y NGAL, mediante cuantificacion de mRNA.
KIM1, llamada también kidney injury molecule 1, es un marcador muy temprano de dafio renal,
sobre todo en fracaso renal agudo por IRl y en nefrotoxicidad por farmacos (130). En la Figura
39 se observa un aumento de la expresion renal de KIM1 y NGAL en el grupo de colistina
(p<0,0005 frente al control), confirmando que el dafio renal se asocia a toxicidad tubular. En el
grupo pretratado con cefadroxilo, la colistina produce una menor elevacién en la expresion de
ambos marcadores, siendo esta diferencia estadisticamente significativa frente a colistina sola

(p<0,005 para KIM1 y p<0,05 para NGAL), indicando que el bloqueo del transportador PEPT2 con
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cefadroxilo disminuye el dafio tubular. La administracién aislada de cefadroxilo no tuvo efecto

sobre la expresién de ambos marcadores.
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Figura 39. Cefadroxilo protege del dafio tubular agudo mediado por colistina en ratones. a) mRNA de KIM-1 a nivel
renal. b) mRNA de NGAL a nivel renal. Ambas mediciones se realizaron al dia 7 de la administracién diaria de vehiculo,
colistina y/o cefadroxilo. *p<0,05 vs colistina o vehiculo; **p<0,005 vs vehiculo; ***p<0,0005 vs vehiculo. KIM1: kidney
injury molecule 1; NGAL: neutrophil gelatinase-associated lipocalin o lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrdfilos.

Dentro de las funciones renales, el tdbulo renal produce Klotho, una hormona
antienvejecimiento que, ademas, a nivel renal tiene efectos antiinflamatorios, antifibréticos,
antioxidantes y antiapoptdticos (131). La disminucién en la expresion renal de Klotho es una de
las consecuencias mas tempranas tras un dano renal agudo (132). En la Figura 40 se muestra
como la colistina produce una disminucién significativa en la expresion renal de Klotho en
comparacién con los controles. Sin embargo, el pretratamiento con cefadroxilo no conservo la

expresion renal de Klotho.
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Figura 40. Cefadroxilo no protege de la disminucion renal de Klotho mediada por colistina en ratones. Cuantificacion
de la expresion renal de Klotho determinado mediante mRNA al dia 7 de la administracion diaria de vehiculo, colistina
y/o cefadroxilo. *p<0,05 vs colistina o vehiculo.

Con respecto a la inflamacidn, la Figura 41 muestra que la colistina aumenta la expresién de
citoquinas proinflamatorias como MCP-1, RANTES e IL-6 (p<0,0005 para MCP-1 y RANTES vs
control; p<0,005 para IL-6 vs control). Los ratones pretratados con cefadroxilo desarrollaron una
inflamacidn mas leve tras administrar colistina, evidenciado por un menor ascenso en los niveles
de mRNA de las citoquinas proinflamatorias (p<0,005 para MCP-1 vs Colistina; p<0,05 para
RANTES e IL-6 vs Colistina).
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Figura 41. Cefadroxilo disminuye la respuesta proinflamatoria renal mediada por colistina en ratones. a) mRNA de
MCP-1 a nivel renal. b) mRNA de RANTES a nivel renal. c) mRNA de IL-6 a nivel renal. Todas las mediciones se realizaron
al dia 7 de la administracidn diaria de vehiculo, colistina y/o cefadroxilo. *p<0,05 vs colistina o vehiculo; **p<0,005 vs
colistina o vehiculo; ***p<0,0005 vs vehiculo. IL-6: interleuquina 6, MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1 o
proteina quimiotdctica de monocitos 1; RANTES: regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted o
quimiocina de regulacion por activacion expresada y secretada por los linfocitos T.

Para determinar si el aumento de citoquinas proinflamatorias producia alteraciones
histolégicas, se realizd una inmunohistoquimica renal. La Figura 42 muestra los cortes
histoldgicos tefiidos con anti-F4/80 para detectar macréfagos murinos y la cuantificacion de la
infiltracién renal por macréfagos expresada como nimero de células F4/80 positivas por campo
de gran aumento. En ambas podemos observar un aumento de la infiltracién intersticial renal
por macrofagos tras la administracién de colistina y una reversion parcial con el pretratamiento

con cefadroxilo (p<0,005 vs vehiculo o colistina).
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Figura 42. Cefadroxilo protege de la inflamacion renal inducida por colistina en ratones. Inmunohistoquimica renal
para macréfagos murino F4/80 positivos medidos al dia 7 de la administracion diaria de vehiculo, colistina y/o
cefadroxilo. Imdgenes representativas y cuantificacion. Aumento original 20x. ***p<0,005 vs vehiculo o colistina. HPF:
campo de gran aumento.
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Una vez evidenciado que la toxicidad por colistina implica un dafio tubular renal agudo asociado
a inflamacidn, el siguiente paso fue determinar si habia aumento de la expresién de moléculas
profibrdticas, indicando una transicion de dafio tubular agudo a enfermedad renal crénica.
Medimos la expresion de fibronectina 1 (Fnl) y de Coldgeno 1a2 (Colla2). La fibronectina forma
parte de los componentes de la matriz mesangial y extracelular, junto con el colageno |l y IV,
laminina y proteoglicanos. Tras un dafio renal tubular, se produce activacion de los fibroblastos
intersticiales que aumentan la produccidon de diversos componentes de la matriz extracelular
intersticial como fibronectina y colageno tipo | y lll. En las fases iniciales de la fibrosis renal, el
depdsito de fibronectina precede a la produccién de las fibras de colageno (133). Por tanto, el
aumento de la expresién de Fnl es un marcador temprano de fibrosis. Con respecto al Colla2,
su expresion se relaciona con la fibrosis tubulointersticial, aumentando su expresién en células
epiteliales tubulares dafiadas (134). En la Figura 43 se observa que la colistina aumenta la
expresion de Fnl y Colla2 (p<0,0005 vs vehiculo) y como el pretratamiento con cefadroxilo
revierte parcialmente este incremento (p<0,05 vs colistina). El tratamiento con cefadroxilo
aislado no modificd la expresidon de ambas moléculas. Por lo tanto, el dafio tubular renal agudo
por colistina implica el desarrollo posterior de fibrosis y enfermedad renal crénica y el bloqueo

con cefadroxilo reduce este fendmeno.
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Figura 43. Cefadroxilo protege de la respuesta profibrética renal inducida por colistina en ratones. a) mRNA de
Fibronectina 1 a nivel renal. b) RNA de coldgeno 1a2 a nivel renal. Todas las mediciones se realizaron al dia 7 de la
administracion diaria de vehiculo, colistina y/o cefadroxilo *p<0,05 vs colistina o vehiculo; ***p<0,0005 vs vehiculo.
Colla2: coldgeno 1a2; Fnl: Fibronectina 1.
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4.2. Dafo celular inducido por colistina en células MCT in vitro

Con las concentraciones de 25 pg/ml de colistina y cefadroxilo, realizamos un experimento in
vitro con células tubulares proximales de ratén (MCT). La Figura 44 muestra la apoptosis celular
medida por citometria de flujo tras el estimulo con colistina, con o sin pretratamiento con
cefadroxilo, asi como el grupo control (vehiculo) y el grupo de tratamiento con cefadroxilo de
forma aislada. Podemos observar como la apoptosis celular estd aumentada a las 24 horas
(Figura 44 a) tras la exposicién a colistina (p<0,05 vs vehiculo), siendo aun mayor a las 48 horas
(Figura 44 b) (p<0,0005 vs vehiculo). El pretratamiento con cefadroxilo disminuye la apoptosis

celular observada a las 48 horas (p<0,005 vs colistina) (Figura 44 b).

a)  so- b)  so-
o
40 | 40 | e .
2 *
5 304 g 307 I
& =
Z . - .
S 204 s e & 204 .
1* - X ._l'_.
. 1 .
104 ¢ * 107 = :
—— N ry
. ’%‘ -
. » .
0 I I T T 0 [ [ [ I
Colistin - + + - Colistin - + + -
Cefadroxil - - + + Cefadroxil - - + +

Figura 44. Cefadroxilo protege las células de tubulo proximal murino de la muerte inducida por colistina. a, b)
Cuantificacion de la apoptosis en cultivo de células MCT mediante citometria de flujo tras la estimulaciéon con colistina,
cefadroxilo o ambos a las 24 h (a) 0 48 h (b). Colistina y cefadroxilo fueron usadas a dosis de 25 ug/ml que corresponde
a un ratio molar cefadroxilo:colistina de 3,2:1. *p<0,05 vs colistina o vehiculo;, **p<0,005 vs colistina o vehiculo;
***p<0,0005 vs vehiculo.

Al igual que en el modelo in vivo, se determind la expresion de citoquinas proinflamatorias
(MCP-1 y RANTES) a las 24 horas tras los diferentes estimulos (Figura 45). La colistina aumenté
la expresidon génica de ambas moléculas (p<0,005 para MCP-1 y p<0,0005 para RANTES vs
vehiculo), mientras que el pretratamiento con cefadroxilo evité el aumento (p<0,005 para MCP-

1y RANTES vs colistina).
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Figura 45. Cefadroxilo protege las células de tubulo proximal murino de la respuesta proinflamatoria inducida por
colistina. a) Cuantificacion de la respuesta proinflamatoria en cultivo de células MCT tras estimulacion con colistina,
cefadroxilo o ambos, medida como la expresion de mRNA de MCP-1 a las 24 horas. b) Cuantificacion de la respuesta
proinflamatoria en células MCT cultivadas tras estimulacion con colistina, cefadroxilo o ambos, medida como la
expresion de mRNA de RANTES a las 24 horas. Colistina y cefadroxilo fueron usadas a dosis de 25 ug/ml que
corresponde a un ratio molar cefadroxilo:colistina de 3,2:1. **p<0,005 vs colistina o vehiculo; ***p<0,0005 vs vehiculo.
MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1 o proteina quimiotdctica de monocitos 1; RANTES: regulated upon
activation, normal T cell expressed and secreted o quimiocina de regulacion por activacion expresada y secretada por
los linfocitos T.

4.3. Dafio celular inducido por colistina en células HK2 in vitro

Como primera aproximacién traslacional a un futuro impacto clinico de estos estudios,
realizamos un experimento in vitro con células tubulares proximales humanas (HK2), usando las
mismas concentraciones de colistina y cefadroxilo (25 pug/ml). Las Figura 46 y Figura 47 muestran
la apoptosis celular medida por citometria de flujo tras el estimulo con colistina, con o sin
pretratamiento con cefadroxilo, asi como el grupo control (vehiculo) y el grupo de tratamiento
con cefadroxilo de forma aislada. La Figura 46 representa la apoptosis celular medida por
citometria de flujo a las 48 horas de la exposicion a los diferentes estimulos. Se representan
cuatro cuadrantes (Q) en base a la expresién en la superficie celular de Anexina V (reflejado
como PE-A) o 7-AAD (reflejado como PerCP-Cy5-5A). El cuadrante Q1 refleja las células
necroticas (Anexina V negativas y 7-AAD positivas), el Q2 las células con apoptosis tardia
(Anexina V positivas y 7-AAD positivas), en Q3 las células vivas (Anexina V negativas y 7-AAD
negativas) y en Q4 las células con apoptosis temprana (Anexina V positivas y 7-AAD negativas).
Se puede observar que a las 48 horas tras el estimulo con colistina hay un aumento de células
apoptoticas (tanto tempranas, Q4, como tardias, Q2) y el pretratamiento con cefadroxilo las

disminuye visiblemente. La Figura 47 refleja la cuantificacion de la apoptosis total (apoptosis
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temprana y tardia conjuntamente) a las 24 horas (a) y 48 horas (b). Podemos observar como la
apoptosis celular estd aumentada a las 24 horas tras aplicar colistina (p<0,05 vs vehiculo), siendo
aun mayor a las 48 horas (p<0,0005 vs vehiculo). El pretratamiento con cefadroxilo disminuye la

apoptosis celular observada a las 48 horas (p<0,0005 vs colistina), no siendo significativa la

disminucién de la apoptosis a las 24 horas.
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Figura 46. Citometria de flujo donde se muestra la apoptosis celular en células HK2 in vitro a las 48 horas tras la
estimulacion con colistina, cefadroxilo o ambos, medida mediante la expresion en superficie de Anexina V'y 7-AAD. La
apoptosis total es la suma de apoptosis temprana y tardia (cuadrantes Q2 y Q4). PE-A equivale a Anexina V' y PerCP-
Cy5-5A equivale a 7-AAD. Se diferencian cuatro cuadrantes: Q1: células necrdticas (Anexina V negativas y 7-AAD
positivas); Q2: apoptosis tardia (Anexina V positivas y 7-AAD positivas); Q3: células vivas (Anexina V negativas y 7-

AAD negativas) y Q4: apoptosis temprana (Anexina V positivas y 7-AAD negativas). Cefa: Cefadroxilo; Col: Colistina;
PerCP-Cy5-5A: 7-Aminoactinomicina D.
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Figura 47. Cefadroxilo protege las células de tubulo proximal humano de la muerte inducida por colistina.
Cuantificacion de la apoptosis en cultivo de células HK2 mediante citometria de flujo tras la estimulacion con colistina,
cefadroxilo o ambos a las 24 h (A) 0 48 h (B). Colistina y cefadroxilo fueron usadas a dosis de 25 ug/ml que corresponde
a un ratio molar cefadroxilo:colistina de 3,2:1. *p<0,05 vs colistina o vehiculo; ***p<0,0005 vs Colistina o vehiculo.

Posteriormente, determinamos la expresion de citoquinas proinflamatorias (MCP-1 y RANTES)

a las 24 y 48 horas tras los diferentes estimulos (Figura 48). A las 24 horas, la colistina aumentd

la expresién de ambas moléculas (p<0,005 para MCP-1 y RANTES vs vehiculo), mientras que el

pretratamiento con cefadroxilo disminuyé el aumento de ambas moléculas (p<0,05 para MCP-1

y RANTES vs colistina). A las 48 horas, se observan los mismos efectos, un aumento aun mayor

de la expresiéon de MCP-1 tras colistina y una disminucidn tras pretratamiento con cefadroxilo

(p<0,05 vs vehiculo o colistina).
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Figura 48. Cefadroxilo protege las células de tubulo proximal humano de la respuesta proinflamatoria inducida por
colistina. a, b) Cuantificacion de la respuesta proinflamatoria en cultivo de células HK2 tras estimulacion con colistina,
cefadroxilo o ambos, medida como la expresion de mRNA de MCP-1 a las 24 h (a) y 48 h (b). c) Cuantificacidn de la
respuesta proinflamatoria en células HK2 cultivadas tras estimulacion con colistina, cefadroxilo o ambos, medida
como la expresion de mRNA de RANTES a las 24 horas. Colistina y cefadroxilo fueron usadas a dosis de 25 ug/ml que
corresponde a un ratio molar cefadroxilo:colistina de 3,2:1. *p<0,05 vs colistina o vehiculo; **p<0,005 vs colistina o
vehiculo. MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1 o proteina quimiotdctica de monocitos 1; RANTES: regulated

upon activation, normal T cell expressed and secreted o quimiocina de regulacion por activacion expresada y secretada
por los linfocitos T

4.4.Secuenciacion de las células HK2

Dada la existencia de dos variantes del transportador PEPT2 humano, siendo la variante PEPT2*1
(C/C) la asociada a mayor afinidad por el sustrato y presentando, hipotéticamente, mayor riesgo
de desarrollar ERC que la variante PEPT2*2 (T/T), determinamos la variante presente en las

células HK2 para interpretar los resultados obtenidos.
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De los primers usados, la lectura en Reverse obtuvo mejores resultados y de ella se realizé la
reversa complementaria de los exones 13 y 15, que seria equivalente a la version forward, y se
alined con las de las bases de datos usando BLAST (135). En el exdn 13 se detectd una base que
no alinea, presentando, en homocigosis, una T donde deberia haber una C, correspondiendo al

codigo de Fenilalanina 350 (Figura 49) (136).

Homo sapiens solute carrier family 15 member 2 (SLC15A2), transcript variant 2, mRNA
Sequence ID: NM_001145998.2 Length: 5354 Number of Matches: 1

Range 1: 1016 to 1107 GenBank Graphics

Score Expect [ Identities Gaps Strand
165 bits(89) 3e-38 | 91/92(99%) 0/92(0%) Plus/Plus
\4

Query 95 CAGGTTCTAAATCCCTTTCTGGTTCTTATCTTCATCCCGTTGTTTGACTTTGTCATTTAT 154

Sbjct 1816 CAGGTTCTAAATCCCCTTCTGGTTCTTATCTTCATCCCGTTGTTTGACTTTGTCATTTAT 1875

Query 155 CGTCTGGTCTCCAAGTGTGGAATTAACTTCTC 186

Sbjct 1876 CGTCTGGTCTCCAAGTGTGGAATTAACTTCTC 1187

Figura 49. Resultados del BLAST de la secuenciacion del exon 13. La flecha indica la base no alineada, evidencidndose
una T correspondiendo, por tanto, a la presencia de Fenilalanina.

Dado que ambas alteraciones se transmiten en desequilibrio de ligamiento, si hay una T en el
exon 13, deberia haber una T en el exdn 15. Tras secuenciar el exén 15, se observa, de nuevo en
homocigosis, una T donde deberia haber una C, correspondiendo al cédigo de Serina 409 (Figura

50) (137).

Homo sapiens solute carrier family 15 member 2 (SLC15A2), transcript variant 2, mRNA
Sequence ID: NM_001145998.2 Length: 3354 Number of Matches: 1

Range 1: 1187 to 1309 GenBank Graphic

Score Expect Identit Elé Gaps Strand

196 bits(106) le-47 118/12:3[96%} 3/123(2%) Plus/Plus
Query 133 AAGGAAATGGCCCCAGCC(AGTVCAGGTCCCCAGGAGGTTTTCCTAC AAGTCTTGAATCTG 192
e s LRI,
Query 193 GCAGATGATGAGGTGAAGGTGACAGTGGTGGGAAATCAARACAAT-CTCTGT -GATAGA- 249
N A R
Query 250 TCC 252

[
Sbjct 1387 TCC 1309

Figura 50. Resultados del BLAST de la secuenciacion del exdn 15. La flecha indica la base no alineada, evidencidndose
una T correspondiendo, por tanto, a la presencia de Serina.

Por tanto, las células HK2 presentan la variante PEPT2*2 (T/T) con Fenilalanina 350 y Serina 409,

la que presenta menor afinidad por sustratos. Ello implica que en estas células estariamos
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infraestimando el potencial lesivo renal de nefrotdxicos transportados por PEPT2 y el eventual

impacto terapéutico de interferir con este transportador.

5. Impacto traslacional: uso clinico de colistina

En un siguiente paso evaluamos la viabilidad de un estudio observacional retrospectivo para
evaluar el impacto de la asociacién de bloqueantes del transporte por PEPT2 sobre la
nefrotoxicidad de la colistina intravenosa. Con la ayuda del Servicio de Farmacia del Hospital
Fundacion Jiménez Diaz se recogieron todas las prescripciones de colistina hospitalaria entre
marzo/2022 y febrero/2024 y ambulante entre 2010 y 2023. Los servicios prescriptores fueron
la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y la Unidad de Cuidados Intermedios Respiratorios
(UCIR). La via de administracién fue inhalada para erradicar colonizaciones bacterianas en

pacientes con diversas enfermedades respiratorias, sin registrarse ningln uso intravenoso.

En definitiva, el patron de uso inhalatorio de colistina, destinado disminuir su nefrotoxicidad,
impidid evaluar en un estudio observacional retrospectivo el potencial nefroprotector de la
asociacién de colistina intravenosa con cefadroxilo u otro bloqueante del transporte a través de
PEPT2. Estamos buscando centros donde se use la colistina intravenosa a fin de plantear un

estudio colaborativo.

6. Modelo de dafio celularinducido por ALA en células MCT in vitro

En experimentos de prueba de concepto con células tubulares proximales murinas, ALA no
generd una respuesta proinflamatoria significativa sugerente de stress celular o citotoxicidad
(Figura 51). De acuerdo con publicaciones previas, observamos poca evidencia de citotoxicidad
por ALA 1 mM, una concentracién clinicamente relevante, a las 24 horas en células tubulares
proximales murinas (44). No obstante, es probable que ALA coopere con otras toxinas como PBG
para producir nefrotoxicidad y que la toxicidad aumente a partir de la 48h (44). En este sentido,
en algln experimento se observé un aumento de la expresion de MCP-1, RANTES y, sobre todo,

IL-6 a las 48h (Figura 51). Ante estos datos, no continuamos esta linea experimental.
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Figura 51. ALA no produce respuesta proinflamatoria significativa en las primeras 48 h en células de tubulo proximal
murino. a, b) Cuantificacion de la respuesta proinflamatoria en cultivo de células MCT tras estimulacion con ALA,
medida como la expresion de mRNA de MCP-1 a las 24 horas (a) y 48 horas (b). ¢, d) Cuantificacion de la respuesta
proinflamatoria en células MCT cultivadas tras estimulacion con ALA medida como la expresion de mRNA de RANTES
a las 24 horas (c) y 48 horas (d). e, f) Cuantificacion de la respuesta proinflamatoria en cultivo de células MCT tras
estimulacion con ALA, medida como la expresion de mRNA de IL-6 a las 24 horas (e) y 48 horas (f). *p<0,05 vs vehiculo;
**p<0,005 vs vehiculo; ***p<0,0005 vs vehiculo. IL-6: Interleuquina 6; MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1
o proteina quimiotdctica de monocitos 1; RANTES: regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted o
quimiocina de regulacion por activacion expresada y secretada por los linfocitos T.
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Los principales resultados de esta tesis son:

La mineria de datos reveld que SLC15A2, un gen que codifica el transportador de
péptidos y moléculas pequefias PEPT2, se expresa principalmente en células tubulares
proximales humanas y murinas, encontrandose un aumento de expresion en la diabetes
humana.

En experimentos de prueba de concepto con células tubulares proximales humanas y
murinas, la colistina, un antibidtico transportado por PEPT2, indujo citotoxicidad y
respuestas proinflamatorias, que se evitaron o mejoraron con cefadroxilo, un
antibidtico que inhibe el transporte mediado por PEPT2.

En experimentos de prueba de concepto en ratones, el cefadroxilo previno la
nefrotoxicidad por colistina, disminuyendo la inflamacién renal y la respuesta
profibrética inicial, es decir, un inhibidor del transporte mediado por PEPT2 disminuyd

la nefrotoxicidad de una nefrotoxina que es transportada por PEPT2.

El impacto potencial de esta tesis es:

1.

Estos resultados sientan las bases para ensayos clinicos de prevencién de la
nefrotoxicidad de la colistina mediante combinaciones inteligentes de antibidticos con
potencial para bloquear el transporte de colistina por SLC15A2/PEPT2.

Ademas, proporcionan una prueba de concepto de la implicaciéon potencialmente
accionable de SLC15A2 en la patogénesis de la enfermedad renal a través del transporte
de compuestos nefrotdxicos dentro de las células tubulares proximales.

Por ultimo, los presentes resultados sientan las bases para futuras investigaciones
encaminadas a identificar genes accionables entre aquellos cuyas variantes estdn

asociadas a la enfermedad renal.

1. El cefadroxilo previene la nefrotoxicidad por colistina

En nuestro modelo murino in vivo, el cefadroxilo disminuyé la nefrotoxicidad por colistina,

disminuyendo los marcadores de dafio tubular agudo, de citoquinas proinflamatorias, la

infiltracidn renal por macréfagos y la progresion a fibrosis. Sin embargo, no revirtid el descenso

en los niveles de Klotho evidenciados tras colistina. En células murinas MCT cultivadas,

cefadroxilo disminuyd la apoptosis inducida por colistina, asi como una disminucion de las
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citoquinas proinflamatorias, en concordancia con lo observado in vivo. En células humanas HK2,
al igual que las células MCT, el cefadroxilo previene la apoptosis producida por colistina y
disminuye la expresién de citoquinas proinflamatorias. Cabe destacar que la variante del
transportador PEPT2 en las células HK2 es PEPT2*2, la variante con menor afinidad por sustrato.
A pesar de ser la variante con menor afinidad, la administracién de colistina produjo dafio renal
significativo que fue prevenido con la coadministracién de cefadroxilo. Podemos inferir que en
la variante de mayor afinidad (PEPT2*1), el dafo producido seria mayor y, siguiendo el modelo
de inhibidor competitivo, la coadministracion con cefadroxilo podria ser igual de eficaz. En
resumen, el cefadroxilo, un inhibidor del transporte a través de PEPT2 protege de la
nefrotoxicidad por colistina, un sustrato de PEPT2, en modelos preclinicos in vitro e in vivo,
estableciendo la prueba de concepto para futuros estudios traslacionales. Asi, el efecto
protector del cefadroxilo podria ser de utilidad clinica para la administracién de colistina
intravenosa en pacientes con bacterias multirresistentes dado que la limitacién es su
nefrotoxicidad. Acorde a los datos presentados en la ficha técnica de la FDA sobre colistimetato
de sodio parenteral (138), tras la administracién intravenosa de 1 vial, que equivale a 150 mg de
CBA, la concentracién media urinaria de CBA es de 270 pg/ml a las 2 horas, descendiendo hasta
15 pg/ml a las 8 horas. En nuestro experimento demostramos que la concentracion de 25 pg/ml
de CMS (equivalente a 9,36 pug/ml de CBA) resultaba toxica para células MCT y HK2. La Figura 52
muestra la farmacocinética de colistina donde observamos que tras una dosis de 150 mg
intravenosos de CBA, las concentraciones urinarias permanecen por encima de 9,36 pg/ml
durante, aproximadamente, las primeras 10 horas, es decir, en concentraciones nefrotoéxicas. Si
bien el proceso real es mdas complejo, ya que el flujo tubular proximal presentaria una
concentracién de colistina mds similar a la plasmatica, pero constante, que se veria modificada
por la reabsorcidn de agua, la reabsorcion de colistina por las células tubulares proximales y el

aclaramiento renal de colistina con el tiempo.
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Figura 52. Farmacocinética de la colistina tras su administracion intravenosa e intramuscular. Durante las primeras
10 horas tras la administracion, las concentraciones urinarias de CBA se encuentran por encima de 9,36 ug/ml, dosis
usadas en nuestros experimentos produciendo nefrotoxicidad. Adaptado de (138).

Multiples estudios han analizado la incidencia de FRA por colistina. Shields et al. estudiaron
retrospectivamente 249 pacientes tratados con colistina intravenosa. La incidencia de FRA,
segun criterios KDIGO, fue 12% y 29% a los 2 y 7 dias, respectivamente, tras el inicio del
tratamiento con colistina, llegando a requerir TRS un 7% de los pacientes (52). Moghnieh et al.
analizaron retrospectivamente 298 pacientes tratados con CMS intravenosa durante al menos
48 horas, registrando la incidencia y gravedad del FRA, la mortalidad y analizando los factores
de riesgo asociados. Un 46,3% (138/298) de los pacientes desarrollaron FRA, siendo 37,7%
estadio 1, 23,9% estadio 2 y un 38,4% estadio 3. Los principales predictores de FRA fueron la
edad >75 afios, la presencia de ERC previa y el uso concomitante de farmacos vasopresores. Los
factores predictores de la gravedad del FRA fueron la hipoalbuminemia, el uso de drogas
vasopresoras y una duracion del tratamiento con colistina >7 dias. Sin embargo, el riesgo de FRA
por colistina empezd a aumentar tras 2 dias de tratamiento, siendo mayor a mayor duracién. La

presencia de FRA fue un factor de riesgo de mortalidad, siendo mayor en aquellos con FRA
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estadio 2 y 3 frente a estadio 1 (53). En el estudio de Moghnieh, el uso de CMS en terapia
combinada con otros antibiéticos fue de un 85,9%, pero no describen los antibidticos asociados
(53). Para intentar recopilar informacidn sobre si usaron cefalosporinas y si, ademas, su uso
combinado protegid de nefrotoxicidad, intentamos contactar repetidamente con los Drs

Moghnieh y Sayegh, autores de la publicacion, sin éxito.

Ahumada et al, en su revisién sobre la incidencia de FRA en pacientes tratados con colistina,
describen la gran variedad de disefos de estudios (prospectivos, retrospectivos, metaanalisis y
estudios aleatorizados con ciego simple) y de la incidencia de FRA reportada (desde 15,1 a
68,5%) (139). Sin embargo, la mayoria de los estudios que analizan los factores de riesgo de la
nefrotoxicidad por colistina son retrospectivos. El uso de vasopresores, diuréticos, otros
nefrotoxicos administrados junto a colistina, la edad avanzada (265 afios), obesidad (IMC>30),
puntuacion elevada en APACHE Il, ERC previa (aclaramiento de creatinina <50 ml/min) y la
hipoalbuminemia fueron factores mas frecuentes en pacientes con FRA. Ademds, en la mayoria
de los estudios mencionados, la presencia de FRA por colistina se asocié con aumento de la
mortalidad (12,53,140-147). Por lo tanto, existe la necesidad de buscar estrategias que

disminuyan la nefrotoxicidad asociada al uso de colistina.

En nuestro estudio, el cefadroxilo previno la nefrotoxicidad por colistina. La Tabla 3 muestra que
la gran mayoria de cefalosporinas son sustratos del PEPT2, por lo tanto, buscamos en la
literatura si existiese alguna publicacion donde se usase colistina de forma concomitante con
alguna cefalosporina. Zheng et al, en su estudio retrospectivo sin grupo control, recoge 31
pacientes tratados con la asociacidn de ceftazidima/avibactam (2,5 g ¢/8h) y colistina (750.000
Ul, equivalente a 25 mg de CBA, cada 12 horas) por infecciones multirresistentes por bacilos
Gram negativos (148). De 31 pacientes, 7 desarrollaron FRA (22,5%), incidencia acorde a la
presentada por Ahumada (139). Es el Unico estudio que recoge un tratamiento antimicrobiano
con una combinacidn de cefalosporinas con colistina, pero sin tener un grupo control de colistina
en monoterapia. Acorde a la ficha técnica de ceftazidima, tras la administracion intravenosa de
2 g, la concentracién sérica alcanzada es de 170 pg/ml, con una excrecidn urinaria de
aproximadamente 99% (149). La farmacocinética de la colistina es compleja a nivel renal, por lo
que solo podemos inferir aproximaciones en base a la farmacocinética mostrada en la Figura 52,
segun la cual, tras administrar 150 mg de CBA, las concentraciones urinarias de CBA pueden
alcanzar los 1000 pg/ml. En base a ella, si la dosis de CBA administrada en este estudio es 25 mg
(6 veces menor que la dosis usada en la Figura 52), el pico maximo urinario podria estimarse en

una sexta parte, es decir, 166 pg/ml, y en base a la tendencia de eliminacién, durante las
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primeras 6 horas, la concentracién urinaria de CBA estaria por encima de 9,36 pug/ml, dosis usada
por nosotros, generando nefrotoxicidad. La ceftazidima también es sustrato de PEPT2, pero su
Ki es aproximadamente 18 mM mientras que la Ki de cefadroxilo es 0,003 mM (68). Dado que la
Ki de ceftazidima es 6000 veces mayor que la de cefadroxilo, para que la ceftazidima realizase
un efecto nefroprotector la dosis deberia ser mucho mas elevada para bloquear el transportador

PEPT2 y proteger del FRA.

Con respecto a otros antibidticos, hay dos ensayos clinicos que asocian meropenem a colistina.
Paul et al, realizaron un ensayo clinico abierto, aleatorizado y de superioridad que incluyé 406
pacientes adultos con bacteriemia, neumonia asociada a ventilador, neumonia nosocomial o
urosepsis por bacterias Gram negativas resistentes a carbapenémicos. Comparé el tratamiento
con colistina intravenosa (9 millones de Ul, equivalente a 300 mg de CBA, en dosis de carga, y
posteriormente 4,5 millones de Ul, equivalente a 150 mg de CBA, dos veces al dia) y meropenem
(2 g cada 8 horas) frente a colistina en monoterapia. No hubo diferencias en el fallo clinico a los
14 dias ni en la mortalidad a los 28 dias. Sin embargo, con el tratamiento combinado hubo menos
incidencia de FRA y, ademas, de menor gravedad (segun escala RIFLE, 29% vs 48%, p=0,001, para
terapia combinada vs colistina) a los 14 dias, diferencia que desaparece a los 28 dias (20% vs
35%, p=0,075, para terapia combinada vs colistina) (150). El ensayo clinico OVERCOME
(aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo) comparé el tratamiento de neumonias y/o
bacteriemias por A. baumannii y P. Aeruginosa extensamente resistentes a antibidticos y
enterobacterias resistentes a carbapenémicos con colistina (CBA 5 mg/kg en dosis de carga y
1,67 mg/kg cada 8 horas) y meropenem (1 g cada 8 horas) frente a colistina en monoterapia en
464 participantes. No hubo diferencias en mortalidad a los 28 dias (37% vs 43%; p=0,17, para
terapia combinada vs colistina), ni incidencia o gravedad del FRA (segun escala RIFLE, 49% vs
52%, p=0,55, para terapia combinada vs colistina) (151). Ambos estudios usan practicamente la
misma dosis de CBA. En el estudio OVERCOME (151) la dosis est4 ajustada por peso (CBA 5 mg/kg
en la dosis de carga y 5 mg/kg/dia dividida en 3 dosis en mantenimiento) y, dado que la mediana
(IQR) de peso de los pacientes era 60 Kg (52-75), las dosis de CBA eran en torno a 300 mg (260-
375 mg), tanto en la dosis de carga como en la dosis total diaria. La dosis usada en el otro ensayo
(150) fue 9 millones de Ul en carga y 9 millones de Ul al dia dividida en dos dosis o, lo que es lo
mismo, 300 mg de CBA tanto en dosis de carga como a diario en mantenimiento. Llama la
atencién que ambos ensayos usaron la misma dosis de CBA pero la incidencia de FRA fue menor
en el ensayo de Paul et al, que usé mayor dosis de meropenem (150,151). Meropenem no es
sustrato conocido de PEPT2 vy, en teoria, no deberia bloquear la entrada intracelular de colistina

a nivel del tdbulo proximal. Un estudio retrospectivo muestra, también, que la asociacién de
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colistina con carbapenémicos tiene un efecto protector sobre el FRA con un OR ajustado (IC95%)
de 0,09 (0,01-0,8); p=0,03 (152). Una hipdtesis podria ser que, al combinar ambos farmacos,
puede obtenerse una mayor efectividad microbiolégica resultando en una respuesta
inflamatoria mas leve y/o una recuperacion mas temprana de la sepsis y, por tanto,

disminuyendo la disfuncién organica, incluyendo los rifiones (12).

En 2024, Mathew SK et al, describen por primera vez la influencia de variantes genéticas en los
transportadores de colistina (OCTN2, PEPT2, megalina y glicoproteina-P) sobre la nefrotoxicidad
por colistina (153). Tras secuenciar a 42 pacientes con Next Generation Sequencing, se
identificaron 12 SNPs que presentaban una asociacidn significativa con FRA. De estos 12 SNPs,
10 estan presentes en la secuencia del gen SLC15A2 y presentaban desequilibrio de ligamiento:
rs2257212, rs2257214, rs1143670, rs1143671, rs874741, rs7637569, rs2293616, rs1316397,
rs3817601, y rs2257109 (Pearson r>0.8), mientras que rs13397109 vy rs1339067,
correspondientes a megalina y PEPT1 respectivamente, no lo presentaban. Sin embargo, solo 3
SNPs fueron considerados de alta predisposicidon a desarrollar FRA por colistina y se usaron en
analisis posteriores: rs2257212 (SLC15A2 y su producto PEPT2), rs13397109 (LRP2 y megalina) y
rs1339067 (SLC15A1 y PEPT1). Aunque la dosis de colistina varid entre los pacientes, la mediana
del primer dia era 500 mg de CBA seguido de 300 mg de CBA diarios en mantenimiento. Los
pacientes con alta predisposicion tenian el SNP rs2257212 de forma aislada o la asociacion de 2
o mas de los 3 SNPs mencionados. De los 42 pacientes secuenciados, 6 desarrollaron FRA al
séptimo dia de tratamiento con colistina, de los cuales 4 fueron clasificados como de alta
predisposicidn a FRA por colistina. Los dos pacientes clasificados como baja predisposiciény que
desarrollaron FRA tuvieron exposicidon a concentraciones mas elevadas de colistina, a otros
farmacos que pueden aumentar la creatinina sérica y/o presentaban hipoalbuminemia. En esta
publicacidon se nombran los dos SNPs que definen las dos variantes de PEPT2: rs2257212 y
rs1143671. Sin embargo, las sustituciones que describen no se relacionan con las variantes
PEPT2*1 ni PEPT2*2. En la publicacion describen, para el SNP rs2257212, la sustitucion
€.1048C>G, cambiando leucina por valina (p.Leu350Val) y en el SNP rs1143671, la sustitucion
c.1225C>A, cambiando prolina por treonina (p.Pro409Thr) (153), mientras que la variante
PEPT2*1 presenta una C y la variante PEPT2*2 una T en ambas posiciones (1048 y 1225).
Llamativamente, aunque Mathew SK et al reporta dichos SNPs, la frecuencia poblacional
registrada para ambos SNPs, es decir, presencia de guanina en posicién 1048 y de adenina en
posicién 1225, tanto en GnomAD (154) como en PubMed ((136) para rs2257212 y (137) para
rs1143671) es 0,000000% a nivel global.
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En el hospital Fundacidon Jiménez Diaz, la administraciéon de colistina es principalmente
inhalada/nebulizada en pacientes con infecciones agudas o colonizaciones crénicas de
Pseudomona Aeruginosa en el tracto respiratorio, generalmente en bronquiectasias. La
ausencia del uso intravenoso es debido al riesgo de nefrotoxicidad. Clinicamente se podria
obtener beneficio en el tratamiento de las infecciones por Acinetobacter, pero no tenemos
infecciones por dicho germen en nuestra Unidad de Vigilancia Intensiva. Con respecto a la
farmacocinética de la colistina inhalada, tras administrar 66 mg de CBA (158 mg de CMS) con un
nebulizador, la concentracion maxima sérica fue de 0,13 pg/ml a las 2 horas, con una excrecion
urinaria media correspondiente al 4,3+1,3% de la dosis inhalada (155). En 2012, la EMA aprobd
Colobreathe, colistimetato de sodio administrado por via inhalada, para erradicar las infecciones
pulmonares crdnicas por P. Aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica. A pesar de que a nivel
pulmonar también existe PEPT2 que realizaria el paso del colistimetato del arbol bronquial a la
sangre, la absorcion de colistimetato es minima. Tras la administracién de 1.662.500 Ul de CMS
(equivalente a 125 mg de CMS y a 55 mg de CBA) dos veces al dia durante 7 dias consecutivos,
la concentracidn plasmatica maxima media alcanzada es de 455 ng/ml. La excrecidn urinaria es
menor del 3%, por lo que no requiere ajuste por funcién renal y no se han evidenciado datos de
nefrotoxicidad (156). En nuestros experimentos usamos una concentracion aproximadamente
1831 veces mayor (25 pg/ml de CMS) de la concentracién urinaria alcanzada tras la
administracion nebulizada (3% de 455 ng/ml=13,65 ng/ml), por lo que es esperable que no

genere dafio renal al ser administrada por via inhalada.

Un estudio retrospectivo analizé la incidencia de FRA por colistina inhalada (75 mg de CBA3 04
veces al dia) o intravenosa (2,5-5 mg/kg/dia de CBA en 2-4 dosis). Hubo mas FRA en el grupo
intravenoso (63/311; 20,26%) que en el grupo inhalado (12/153; 7,84%)(p<0,001). En el grupo
intravenoso se administré una mayor dosis diaria (366,27 vs 240,71 mg; p<0,001) y mayor dosis
acumulada (4388,03 vs 3112,85 mg; p=0,001) de CBA, asi como mayor uso de anfotericina B
liposomal y vancomicina que en el grupo inhalado (157). Dentro del grupo de colistina inhalada,
los pacientes con FRA recibieron una mayor dosis acumulada de CBA debido a una mayor
duracion del tratamiento, ya que la dosis diaria no presentaba diferencias estadisticamente
significativas. Es probable que los FRA en el grupo inhalado sean debidos a otras causas ajenas
a la colistina, dada la escasa absorcion de esta forma de administracidén acorde a su ficha técnica

(156).

A fecha marzo/2024, solo dos articulos mencionan el gen SLC15A2 en GWAS. En muchos GWAS

se han identificado numerosas variantes genéticas asociadas a ERC, pero, generalmente, sin
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poder identificar genes causales. En 2016, para intentar solucionar este problema, el CKDGen
Consortium combind los resultados de GWAS con estudios de genoma murino extraidos de “The
Mouse Genome Informatics” para identificar SNPs que influyan en alteraciones del FGe, de la
fisiologia o la morfologia renal. El gen Slc15a2 murino se encontrd asociado con alteraciones de
la fisiologia renal. Al analizar los GWAS humanos del CKDGen Consortium, se encontrd un SNP
del gen SLC15A2 que, al contrario que en ratones, solo era sugestivo de influir en el FGe, con
rsID rs1143670 y posicion cromosdmica 121646641 (108). Este SNP también fue descrito por
Mathew SK (153) dentro de las variantes genéticas que pueden influir en el transporte de

colistina, pero sin llegar a incluirlo en el andlisis final.

Wouttke et al. publicé, en 2019, un metaanalisis de GWAS sobre filtrado glomerular estimado en
individuos de diferentes ascendencias. Encontraron la asociacién de 308 loci con FGe, de los
cuales 200 eran nuevos y 108 ya eran conocidos de GWAS previos. En dicho metaandlisis se
recoge una alteracion intrénica dentro del gen SLC15A2, ya conocida previamente, cuyo rsID es
rs9868185 y cuya posicion dentro del cromosoma 3 es 121938746, que difiere de las posiciones
cromosdmicas que definen las variantes de SLC15A2 en los exones 13 (121924957) y 15
(121928439). Este SNP implica un cambio de guanina por adenina y su asociacién con el FGe fue
+0,026+0,0003 con p=5*10" y un OR para ERC de 0,97 (1C95%: 0,96-0,99; p=0,00074). En
cambio, al analizar este SNP por etnias, el efecto sobre el FGe solo fue significativo en individuos
de ascendencia europea (p=1,5*10"*) y del este de Asia (p=8,9*10%), al contrario que en

afroamericanos (p=0,15) e individuos del sur de Asia(p=0,7) (107).

El transportador PEPT2 también esta presente a nivel pulmonar y meningeo. A nivel pulmonar
interviene en el transporte de moléculas desde las vias aéreas hacia la sangre, es decir, aclarando
moléculas depositadas a nivel alveolar. Aunque la absorcién sistémica de colistina inhalada es
muy escasa con una excrecidn urinaria menor del 3%, podria surgir el planteamiento de
administrar cefadroxilo junto con colistina para disminuir ain mas dicha absorcidn y potenciar
el efecto local de la colistina. La administracion por via intratraqueal de cefadroxilo disminuyé
la absorcién de PGP acetilada, una matriquina derivada de la degradacion del colageno con
efecto quimioatrayente de neutréfilos que influye en la inflamacién pulmonar aguda y que es
aclarada del pulmoén por el transportador PEPT2 (83). La disminucidn del aclaramiento de PGP
acetilado aumento la inflamacion pulmonar. Dado que la colistina se administra en infecciones
agudas pulmonares y en erradicaciones de infecciones crénicas, estados en los que hay
produccién de PGP, disminuir el aclaramiento seria contraproducente al aumentar la lesion

pulmonar.

123



A nivel meningeo, el transportador PEPT2 elimina moléculas desde el liquido cefalorraquideo a
la sangre. La colistina, en forma de CMS, es uno de los farmacos mas usado para la
administracién intratecal (12). La coadministracion de cefadroxilo y colistina intratecal podria
ser tedricamente beneficiosa al disminuir el aclaramiento de colistina del liquido

cefalorraquideo.

2. Porfiria aguda intermitente o ERCd

Mas de un 50% de los pacientes con PAl sintomdtica presentan ERC, denominada PAKD. La PAKD
se caracteriza por un dafio agudo, durante los ataques con marcado aumento de ALA y PBG, y
crénico, por el cumulo de ataques repetidos y el exceso de ALA y PBG en periodos intercriticos
como nefrotdxicos (15). En ambos supuestos, ALA y PBG juegan un papel predominante siendo,
a priori, las moléculas causantes del dafo tubular agudo. En dos estudios, las variantes de PEPT2
influyeron en el riesgo de progresidn de la ERC (15,43). Tchernitchko et al, tras genotipar 122
pacientes con PAl demostré que aquellos portadores del genotipo PEPT2*1/*1 (alta
afinidad/alta afinidad) presentaban una ERC mas grave y con mayor progresién que los
portadores del genotipo PEPT2*1/*2 (alta afinidad/baja afinidad) y PEPT2*2/*2 (baja
afinidad/baja afinidad), siendo el genotipo PEPT2*1/*1 un factor predictor de gravedad (43). La
presencia de niveles elevados de ALA y del genotipo de riesgo incrementan el riesgo de
desarrollar PAKD. Por lo tanto, bloquear in vitro el transporte intracelular de ALA a través de

PEPT2 con cefadroxilo para prevenir la citotoxicidad era plausible bioldgicamente.

Sin embargo, en nuestro sistema experimental con células MCT, no observamos evidencia de
citotoxicidad por ALA que pudiera ser inhibida con cefadroxilo. De acuerdo con publicaciones
previas (44), observamos poca evidencia de citotoxicidad por ALA a 1 mM, una concentracion
clinicamente relevante, a las 24 horas en las células tubulares proximales murinas. Es probable
que ALA coopere con otras toxinas como PBG para producir nefrotoxicidad y que el periodo de
latencia pueda ser mayor que las 48 h que usamos en nuestro sistema experimental (44).
Futuros estudios deberian abordar si el uso combinado de ALA y PBG o la exposicion mas
prolongada a ALA o el empleo de lineas celulares que expresan la variante de riesgo de PEPT2
permitirian objetivar evidencia de citotoxicidad que permita abordar el posible impacto

protector de cefadroxilo.

124



A diferencia de la PAI, si pudimos seguir la hipdtesis de una posible asociacidon de SLC15A2 con
la Nefropatia Mesoamericana, ya que encontramos un grupo que habia realizado estudios

genéticos. Sin embargo, no observaron una asociacion con el gen SLC15A2.

3. Limitaciones

Entre las limitaciones, se trata de un estudio preclinico, que para adquirir pleno significado
traslacional, deberia ser validado en un estudio clinico. Ademas, los resultados se han obtenido
con un solo bloqueador de SLC15A2 y un solo nefrotdxico. El plan inicial fue testar al menos dos
agentes nefrotéxicos, pero en las condiciones del ensayo, no se observo toxicidad directa de ALA

sobre células tubulares renales cultivadas.

4. Fortalezas

El estudio se debe considerar una prueba de concepto generado a partir de una observacién
clinica, y abordado en ensayos preclinicos en células cultivadas e in vivo, que puede tener
relevancia para otros agentes nefrotdxicos en el futuro, asi como servir de base para el disefo
de ensayos clinicos que permitan ampliar el uso clinico seguro de colistina para infecciones por
organismos multirresistentes. El agente nefroprotector identificado, el cefadroxilo es
representativo de una familia de inhibidores que ya estan en uso clinico, se consideran seguros
y, al ser antibidticos, podrian contribuir a aumentar el impacto terapéutico de colistina en sus

escenarios mas habituales de uso clinico.
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Conclusiones
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La combinacion de bases de datos GWAS humanas con bases de datos de
transcriptdmica murina permitio identificar SLC15A2/PEPT2 como una nueva potencial

diana terapéutica en la enfermedad renal humana.

La combinacidn de una revisién bibliografica con mineria de datos identifico a las células
tubulares proximales como dianas claves de SLC15A2/PEPT2 y de la nefrotoxicidad por
colistina y a cefadroxilo como una herramienta terapéutica que permitiria testar la

relevancia terapéutica de SLC15A2/PEPT2.

Hemos generado una prueba de concepto de la implicacidn potencialmente accionable
de SLC15A2/PEPT2 en la patogenia de la nefrotoxicidad por colistina, ya que cefadroxilo

protegid a ratones de la nefrotoxicidad por colistina.

Estos resultados sientan las bases para ensayos clinicos de prevencion de la
nefrotoxicidad por colistina mediante combinaciones inteligentes de antibiéticos con
potencial para bloquear el transporte de colistina por SLCI5A2/PEPT2, especialmente

en pacientes con variantes genéticas que predisponen a la nefrotoxicidad por colistina.
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Conclusions
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Combining human GWAS databases with murine transcriptomics databases allowed the
identification of SLC15A2/PEPT2 as a new potential therapeutic target in human kidney

disease.

Combining a literature review with data mining identified proximal tubular cells as key
targets of SLC15A2/PEPT2 and colistin nephrotoxicity and cefadroxil as a therapeutic

drug that would allow testing the therapeutic relevance of SLC15A2/PEPT2.

In proof-of-concept experiments, we demonstrated the potentially actionable
involvement of SLC15A2/PEPT2 in the pathogenesis of colistin nephrotoxicity, as

cefadroxil protected mice from colistin nephrotoxicity.

These results lay the groundwork for clinical trials to prevent colistin nephrotoxicity
using smart combinations of antibiotics with the potential to block colistin transport by
SLC15A2/PEPT2, especially in patients with genetic variants predisposing to colistin

nephrotoxicity.

129



Material suplementario

130



Tabla suplementaria 1. Listado de los 224 genes asociados con enfermedad renal en humanos identificados en estudios
GWAS en la literatura. En negrita y rojo, los genes no encontrados en una base de datos interna de transcriptomica
correspondiente a las 24 horas de un modelo de fracaso renal agudo murino inducido por dcido folico en comparacion
con ratones inyectados con vehiculo (105). En negrita y negro, el gen estudiado.

A1CF CARS ELMO1 IRF5 MYBPHL PVT1 SOX11
A4GALT CASP9 EMP2 ITGA2 MYH9 QSOX2 SPATA5L1
ACACB CCDC123  EPB4.1L3 ITGAM MYO19 R3HDM2 SPATA7
ACAD11 CD2AP EPB4.1L5 ITGAX NAT8 RGMA SPTBN1

ACCS CDCAT EXOG ITIH4 NCALD RIN3 ST6GALNAC2
ACE CDHZ23 EYA4 KCNMA1 NDOR1 RPL3L STC1
ACOXL CDK12 FAM122A KCTD7 NEB RREB1 STONZ2

ACSM5 CFHR1 FAMA47E KIAA1614  NFATC1 RSPO3 SViIL
AFF3 CFHR3 FGF5 KLHDC7A NOS3 SASH1 TBX1
AGMAT CGNL1 FRMD3 KNG1 NPHP3  SDCCAG8 TFDP2
AGTR1 CHD9 GABRR1 L2HGDH NRG4 SEMA6D TNFSF13
AGXT2L1 CHMP1A GALNT11 L3MBTL3 NT5C3 = SERPINA4 TPRKB
AHR CISD2 GALNTL5 LAMAS OVOL1 | SERPINA5 TRAP1
AKR1A1 CLDN14 GATM LARP4B PARG SH3YL1 TSPAN14
ALDH2 CLDNS GCKR LASS2 PAX9 SHROOMS3 TSPANS
ALMS1 CNDP1 GCKR LRP2 PCK1 SIK1 TTC21B
ANXA9 COL4A3 GPR111 MAGI2 PCMTD2 SIK3 UBE2Q2
APH1B CPS1 GRM7 MAMSTR PDILT SLC12A3 UMOD
APOE CST3 GSTA2 MANBA PGAP3 SLC15A2 UNCX
ARG1 CST4 GUCY1A3 MARVELD3 PIGR SLC22A2 VEGFA
ARHGAP24 CSsT9 HLA-A MCPH1 PIGU SLC22A4 WDR37
ARL15 CTSS HLA-DQA MCTP2 PIK3R1 SLC24A5 WDR67
ASTN2 CUBN HLA-DQB |« METTLI0O @ PIP5K1B SLC2A9 WDR72
ATXN2 CWH43  HLA-DRB1 MKL1 PLCB1 SLC34A1 WDR73
BBS9 CYP26A1 HNF4A MLLT3 PLDN SLC47A1 WHAAM
BCAS3 DAB2 HORMAD2 MMP2 PLEKHH2 = SLC6A12 WNK4
BCL2 DACH1 HOXD8 MOSC1 PLXDC1 SLC7A6 WNT4
BCL2L14 DDX1 ICAM1 MPDU1 PLXNB1 SLC7A9 WWwP2
BLK DEFA IGF2 MPPED2 PPM1J SLC8A1 ZFHX3
BMP4 DLEUZ2 IGHMBP2 MSC PRKAG2 SMAD7 ZMIZ1
C1GALT1 DPEP1 INO8O MTHFS PRKAR1A SND1 ZNF641
CACNA1S EDEM3 IRF2 MTMR3 PRRX1 SORBS1 ZNF781
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