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Introduccion

Los farmacos antitumorales con base de Pt (cisplatino y
sus derivados carboplatino y oxaliplatino) son los mas
utilizados en el tratamiento de tumores sélidos (1). Sin
embargo, presentan una gran reactividad con proteinas,
coordindndose a través de los grupos dadores
(nitrégeno y azufre) presentes en histidina, metionina,
cisteina y el grupo N-terminal, lo que se traduce en
efectos toxicos y resistencia al tratamiento (2).
Carboplatino y oxaliplatino presentan efectos
secundarios menores o mas tolerables que cisplatino, y
una menor resistencia al tratamiento. No obstante, el
cisplatino es una opcidn irremplazable en multitud de
tratamientos quimioterapéuticos, aunque su
administracién lleva asociada la aparicién de fracaso
renal agudo (FRA) en el 30 % de los pacientes tratados
(3). Este hecho también supone una limitacién de la
dosis administrable del firmaco y, por lo tanto, de su
eficacia y precipita la interrupcién del tratamiento
cuando aparecen indicios de dafio renal, llevando a su
sustitucién por otras opciones farmacoldgicas menos
eficaces (3).

Fruto de una larga colaboracidon entre nuestro grupo y el
Laboratorio de Fisiopatologia renal del Hospital General
Universitario Gregorio Marafién de Madrid (HGUGM), se
han realizado estudios multidisciplinares con Ia
combinacion de técnicas analiticas y ~-6micas y el empleo
de modelos animales de fracaso y proteccién renal por
farmacos de platino. Para ello, se han desarrollo
métodos basados en espectrometria de masas elemental
y molecular acopladas a técnicas de separacion
cromatograficas y electroforéticas, y métodos de
bioimagen en tejido renal (4, 5).

Hemos demostrado que el dafio renal causado por
cisplatino se encuentra asociado a su acumulacién en las
células epiteliales del tibulo proximal renal (RPTECs)
(6), que desciende desde la corteza a la médula renal
externa (7), aunque también se han encontrado indicios
de dafio a nivel del tibulo distal en la médula (8).
Durante afios, se ha dedicado un gran esfuerzo en tratar
de desarrollar farmacos que pudieran evitar el FRA
producido por cisplatino (9), ya que ello supondria la
posibilidad de aumentar la dosis administrable y, por
tanto, la eficacia del tratamiento oncoldgico. Sin
embargo, en la actualidad no existe ningtin firmaco en
clinica que permita abordar este problema sin afectar a
la eficacia del antitumoral (9). En colaboracién con el
HGUGM, hemos demostrado que cilastatina, un
inhibidor especifico de la dehidropeptidasa renal I
(DHP-I) anclada en las balsas de colesterol, permite
proteger el rifién del dafio causado por cisplatino (10)

(Figura 1). Este hecho se comprob6 tanto a nivel de
cultivos primarios de RPTECs, como en los rifiones de
modelos animales de FRA inducido por cisplatino (7,
11), sin afectar al efecto antineoplasico. El mecanismo de
la proteccién frente a la muerte celular por apoptosis
esta relacionado con la anulacién de diversas etapas de
la sefalizacién de la ruta extrinseca de la apoptosis,
junto con la disminucién de la acumulacidn intracelular
de cisplatino (Figura 1).
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Figura 1. Efecto protector de cilastatina, por su unién a la DHP-
I en las balsas de colesterol de las membranas de las RPTECs,
sobre la nefrotoxicidad inducida por cisplatino.

Recientemente, un estudio clinico realizado en el
HGUGM en pacientes oncolégicos con carcinomatosis
peritoneal tratados con quimioterapia hipertérmica
intraperitoneal (IPEC) con cisplatino, ha demostrado
que cilastatina (administrada como fairmaco comercial
cilastatina+imipenem) reduce la incidencia de FRA, y
por tanto incrementa en un 20% la tasa de supervivencia
a la quimioterapia (12). Estos resultados tan
prometedores dieron lugar a diversas patentes
internacionales (propiedad el HGUGM) sobre el uso de
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cilastatina como nefroprotector y ala superacion exitosa
de los correspondientes ensayos clinicos en fase [ y esta
previsto que cilastatina entre préximamente en ensayos
clinicos en fase II.

Dada la importancia del problema asociado al FRA, es
necesario poder entender mejor los procesos
moleculares asociados al dafio renal causado por
cisplatino, para poder descubrir nuevas dianas
farmacolégicas que permitan desarrollar terapias
efectivas de proteccién renal, ya sean especificas o
universales. Por otro lado, comprender mejor el efecto
protector de cilastatina a nivel molecular podria
también servir para la mejora y disefio de terapias
nefroprotectoras. Asimismo, la diagnosis del FRA se
basa normalmente en la medida de parametros como la
creatinina o el nitrégeno ureico en suero sanguineo, que
resultan elevados cuando ya el dafio renal se ha
desencadenado (3). Poder contar con nuevos
biomarcadores que permitan el diagndstico mas
temprano de esta patologia es también necesario,
ademas de poder contar con marcadores de la posible
nefroproteccién farmacoldgica.

Bioimagen elemental en tejidos por LA-ICP-MS

Aunque el cisplatino produce nefrotoxicidad, se ha
observado que el oxaliplatino no la induce, mientras que
el carboplatino lo hace s6lo en concentraciones muy
elevadas (13). Por ello, el estudio de la distribucion de
los tres fArmacos en las diferentes zonas del rifién puede
ayudar en la comprensién de los mecanismos de
nefrotoxicidad y nefroproteccién. La técnica por
excelencia para el estudio de distribuciones elementales
en muestras biolégicas es la ablacién laser (LA) acoplada
a ICP-MS. Sin embargo, para poder obtener imagenes
cualitativas en tejidos comparables, es necesario
emplear una metodologia de estandarizaciéon que
permita normalizar las bioimadgenes obtenidas en
diferentes sesiones de medida. Con este fin se desarrollo,
en colaboracion con el instituto BAM y la Universidad
Humboldt de Berlin, un método de estandarizacion
interna mediante el enriquecimiento de una tinta
comercial con el patrén Ir y la impresién homogénea de
dicha disolucién sobre la superficie de ldminas sagitales
de tejido de 4 pm de grosor (para facilitar la completa
ablaciéon de la muestra) (14). Asi se consiguié la
obtencion de bioimagenes cualitativas normalizadas con
una resolucién espacial de 8 pm, que permitié comparar
la diferente distribucién de los farmacos antitumorales
de Pt en el rifién de ratas tratadas con los tres farmacos
a dosis en las que aparece el FRA. Se observé que el
cisplatino se distribuye principalmente por la zona de la
corteza renal (6) (Figura 2); al igual que el carboplatino
(14). Mientras que la distribucién del oxaliplatino es mas
0 menos homogénea por las zonas cortical y medular
(14). Este hecho explicaria la ausencia de nefrotoxicidad
en los tratamientos con oxaliplatino. La menor
concentracion de oxaliplatino encontrada en la corteza
pudiera deberse a su expulsion de las células tubulares
a través del transportador de la membrana apical

MATE2-K y esto podria explicar su caracter no
nefrotéxico. También se observé el desplazamiento de
elementos esenciales como Zn y Cu en las zonas de
mayor acumulaciéon de Pt (6), lo que se explica por la
competencia de las drogas de platino por
transportadores celulares, como el transportador CTR1
en el caso del Cu (6).
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Figura 2. A) Imagen LA-ICP-MS de la distribucién de Pt en
rifidn de rata tratada con 5mg kg-! de cisplatino. B) Tincién con
hematoxilina-eosina de una seccién adyacente de rifion.

Por otro lado, la coadministraciéon a las ratas de
cilastatina junto con cisplatino result6 en una
disminucion del Pt acumulado en la corteza (6), lo que se
relaciona con la nefroproteccion ejercida.

La obtencién de bioimagenes elementales cuantitativas
mediante LA-ICP-MS supone un reto que se abordd
adaptando la metodologia anterior para el analisis por
dilucién isotépica (LA-ICP-IDMS) aplicando el trazador
(194Pt) en la tinta de impresidon (15). El error obtenido en
la determinacién de Pt fue del 10 % y el LOD de 50 fg. Se
obtuvo una concentracién de cisplatino en el rifién de
28.5 mg kg1, similar a la obtenida previamente por el
grupo mediante la mineralizacién de rifiones
procedentes del mismo tipo de tratamientos (16). Se
observé que a pesar de las mayores dosis de
carboplatino administradas, su ratio de acumulaciéon en
el rifén es muy inferior al observado para cisplatino y
oxaliplatino. La gran ventaja que presenta esta
metodologia, ademdas de su relativa sencillez y bajo
coste, es que se puede adaptar a cualquier elemento, ya
que la tinta se puede enriquecer con los patrones y
trazadores adecuados en cada caso, y a cualquier tipo de
muestra biolégica, lo que abre un gran abanico de
posibilidades dentro de la Quimica Analitica.

Lipidémica en tejidos por MALDI-Imagen y LC-MS

En los ultimos afios, las técnicas de andlisis masivo -
Omicas basadas en espectrometria de masas,
especialmente la metaboldmica (tanto “no dirigida”
como “dirigida”), junto con el empleo de herramientas
quimiométricas, se perfilan como métodos muy utiles
para la comprension de los procesos moleculares
asociados a las patologias renales y para el
descubrimiento de biomarcadores diagndsticos (17).

En colaboracién con el HGUGM y la Universidad
Humboldt de Berlin, hemos realizado estudios
lipidémicos de nefrotoxicidad por cisplatino, mediante
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el analisis MALDI-MS-Imagen de rifiones de ratas (18).
Los mapas de la distribucién lipidica renal, con una
resolucion espacial de 100 pum, permiten, diferenciar
lipidos que pudieran estar alterados en corteza o médula
(Figura 3). Ademas, hemos desarrollado un método de
estandarizacion basado en el empleo de patrones
internos lipidicos impresos sobre el tejido, para la
comparaciéon de imagenes lipidicas en rifiones
analizados en diferentes sesiones (19).

Cisplatino

Figura 3. Imagenes MALDI-IMS superpuestas para el acido
fosfatidico (36:1) y fosfatidilinositol (34:0) en secciones de
rifién de ratas control o tratadas con cisplatino y/o cilastatina.
Adaptado de Ref. (20).

Los estudios realizados en los modos de ionizacién
negativo y positivo muestran que ambos son
complementarios y aportan imagenes utiles de los 76
lipidos que se ven alterados por el cisplatino,
principalmente fosfolipidos, sulfatidos y cardiolipinas.
Estos pudieran estar relacionadas con procesos
topograficos, de sefializacién y estructurales en los
tejidos dafiados. Ademdas, se demostré que la
coadministracién de cilastatina con cisplatino normaliza
significativamente su distribuciéon lipidica renal, y
reduce la peroxidacion lipidica (20). Este hecho se
relaciona con el dafio renal que sufre principalmente la
corteza, donde el dafio estructural en las células de los
tubulos proximales pudiera originar la liberacién de
ciertos fosfolipidos de membrana y su migracién a la
médula a través de los tibulos renales. También se
observa cierto dafio en los tibulos renales distales, lo
que podria explicar la disminucién del nivel de ciertos
fosfolipidos en la médula. Este estudio ha supuesto un
avance en la comprensién de los dafios en la estructura
mitocondrial y en la membrana celular en relacién con
la apoptosis renal y el efecto nefroprotector de
cilastatina.

Los buenos resultados obtenidos en los estudios
anteriores nos han permitido avanzar hacia la aplicacion
de métodos de lipidémica dirigida mediante analisis LC-

Qtrap-MS/MS, mas accesibles en los laboratorios de
analisis. Tras la extraccién de los lipidos de las cortezas
y médulas renales, se analizaron 108 especies (21), que
incluyen fosfolipidos, ésteres de colesterol y
esfingolipidos. Se han observado alteraciones en los
niveles de unos 60 lipidos en ambas estructuras renales
asociadas al FRA por cisplatino. Por otro lado, la
administracién de cilastatina revierte la situacion
parcial o totalmente para muchos de los lipidos.

Los resultados obtenidos mediante MALDI-IMS y LC-
MS/MS, junto con el andlisis multivariante de
componentes principales (PCA) (Figura 4) o anélisis
discriminante (PLS-DA o OPLS-DA), nos han permitido
identificar posibles biomarcadores lipidicos de FRA en
rifién, asi como biomarcadores de proteccién con
cilastatina.
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Figura 4. Andlisis de componentes principales en base a
lipidos de corteza (a) y médula (b) renal en ratas control o
tratadas con cisplatino y/o cilastatina. Adaptado de Ref. (20).

Biomarcadores de FRA en fluidos bioldgicos

Nuestra hipotesis es que el FRA asociado a cisplatino
podria producir alteraciones metabolicas en el rifidn,
mas alla de los lipidos, a nivel de diversos tipos de rutas
metabdlicas, y que el tratamiento con cilastatina podria
revertir algunos de esos cambios, proporcionando
informacién adicional sobre los procesos de dafio y
protecciéon renal. La detecciéon de este tipo de
alteraciones, ademas de dilucidar los mecanismos
moleculares involucrados en el FRA, puede también
permitir el descubrimiento de nuevos biomarcadores
diagnosticos, siendo de especial interés en biofluidos de
obtencidn poco invasiva (suero u orinas) en pacientes.
Estos estudios los estamos realizando actualmente, en
colaboracion con el HGUGM y el CEMBIO (Universidad
CEU San Pablo), en modelos de ratas tratadas con los
fArmacos, mediante metabolémica “no dirigida” con el
empleo de técnicas analiticas complementarias de MS
(LC-qTOF, GC-TOF o GC-Q y CE-TOF), que permitiran
maximizar la informaciéon metaboldmica cuantitativa y
cualitativa; previa extraccion/derivatizacion de los
metabolitos.

Sobre los datos metaboldomicos generados, se realizaran
andlisis univariante y multivariante y se calcularan las
areas bajo las curvas ROC para validar los
biomarcadores encontrados, que se cuantificardn y
validaran mediante LC-QqQ.
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