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RESUMEN (en espaiiol)

La insuficiencia renal aguda (IRA) se define como una rapida disminucién de la funcién renal,
siendo un factor importante en la progresion hacia el dafio renal crénico y la pérdida completa de la
funcién del 6rgano. Se origina por un dafio inicial agudo (nefrotoxicidad, sepsis o isquemia) que conlleva
cambios en la homeostasis proteica, induciendo un estrés de reticulo endoplasmico (RE) en las células
del tabulo renal, y activando la respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response, UPR).
Esta ruta se inicia con la activacion de tres proteinas (IRE1a, ATF6 and PERK), cuya sefializacién lleva a
incrementar la expresién de numerosos genes con el fin de mantener la homeostasis celular. IREla
activa el factor de transcripcién (FT) XBP1, clave en la expresion de genes que regulan la autofagia,
mientras que PERK, inhibe la sintesis general de proteinas y permite Ia activacion de los FT, ATF4 y
CHOP. Sin embargo, si el estrés de RE es intenso o prologando se desencadena la via apoptdtica (muerte
celular e inflamacién), agravando el dafio renal. En la patologia renal, las modificaciones de histonas se
han visto asociadas al dafio y a la progresién de la enfermedad. Concretamente, la familia de proteinas
BET, lectores epigenéticos que regulan la transcripcién mediante la union a regiones acetiladas de las
histonas, estdn implicados en los procesos de inflamacion y fibrosis, por lo que su modulacion
farmacolégica ha sido propuesta como un nuevo abordaje terapéutico en la patologia renal.

En base a estos antecedentes, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido identificar los
mecanismos epigenéticos, y de forma especifica los mediados por las proteinas con bromodominios BET
y la metilacién de histonas, implicados en la activacién de la respuesta a proteinas mal plegadas en el
dafio renal agudo inducido por isquemia, y su papel como potenciales dianas terapéuticas.

Los resultados revelan que las proteinas BET (principalmente BRD4), regulan la expresion de la
chaperona GRP78 y de los factores de transcripcion (FT) ATF4 y XBP1 en las células del epitelio tubular
renal sometidas a dafio renal mediado por estrés de RE. BRD4 reconoce y se une a las histonas
acetiladas presentes en la regién reguladora de los genes GRP78, ATF4 y XBP1 reclutando el complejo
transcripcional pTEF-b que activa a la RNA-pol Il y permite la transcripcién génica. La administracion del
inhibidor de proteinas BET, JQ1, en un modelo animal de dafio renal inducido por isquemia/reperfusion
disminuye la activacién de UPR, decrece la expresion de genes inflamatorios y apoptéticos, y conlleva a
un menor dafio histoldgico y a la recuperacién de la funcién renal. Estudios del perfil transcripcional en
genoma completo, tras el silenciamiento estable de XBP1 y ATF4 mediante tecnologia CRISPR-Cas9 en
células epiteliales de tibulo renal, revelan que la mayoria de las rutas adaptativas desencadenadas tras
la activacién de UPR dependen de XBP1. Por el contrario, ATF4 regula principalmente las vias asociadas
con procesos inmunes, inflamatorios y apoptoticos, siendo estas las mas susceptibles de modulacion por
el inhibidor de proteinas BET, JQ1.

El andlisis de las dindmicas de metilacién en los residuos de la histona H3, mostré que las
modificaciones H3K9me3 y H3K27me3 son fundamentales en la represién transcripcional de ATF4y
XBP1. En condiciones de estrés de RE, la inhibicién farmacoldgica de sus histonas desmetilasas, KDM4c y
JMID3 impide la expresién de estos FT y en consecuencia la activacién de los mecanismos moleculares
que dependen de ellos.
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En conclusién, los resultados derivados de esta tesis muestran que los mecanismos
epigenéticos mediados por las proteinas BET (BRD4) y las trimetilaciones en H3K9 y H3K27, juegan un
papel esencial en la expresién de las moléculas GPR78, ATF4 y XBP1 y en consecuencia en la regulacion
de la respuesta a proteinas mal plegadas desencadenada durante el dafio renal agudo. La inhibicion
farmacoldgica de las proteinas BET con JQ1 podria tener importantes implicaciones terapéuticas para
aliviar el dafio renal agudo y frenar la progresion hacia una enfermedad renal crénica.

RESUMEN (en Inglés)

Acute kidney injury (AKI) is characterized by a rapid decline of renal function, which is
associated with high mortality and morbidity and also is a critical mediator in the transition to chronic
kidney disease and to completely loss of kidney function. It is triggered by an initial acute damage
(nephrotoxicity, sepsis or ischemia) that leads to changes in protein homeostasis, inducing endoplasmic
reticulum (ER) stress in renal tubule cells, activating unfolded protein response (UPR). The UPR pathway
is initiated by the activation of three protein sensors (IREla, ATF6 and PERK) that regulates the
expression of numerous genes aimed to maintain ER homeostasis. IREla activates the transcription
factor XBP1, key in the expression of genes regulating autophagy. PERK, inhibits the protein synthesis
but allows ATF4 and CHOP expression. However, prolonged ER stress activates the apoptotic pathway,
resulting in cell death and inflammation, leading to the exacerbation of renal injury. In renal pathology,
histone modifications have been associated with damage and disease progression. Specifically, BET
family protein, epigenetic readers that regulate gene transcription by binding to acetylated lysine
residues on histones, are involved in inflammation and fibrosis processes, hence their pharmacological
modulation has been proposed as a new therapeutic approach in the kidney pathology.

Therefore, the main objective of this thesis has been to identify epigenetic mechanisms,
specifically those mediated by BET proteins and histone methylation, involved in the activation of the
unfolded protein response in acute kidney injury induced by ischemia and its role as potential
therapeutic target.

Results show that BET proteins (specifically BRD4), regulates the expression of the ER
chaperone GRP78 and the transcription factors (TF) ATF4 and XBP1 in renal tubular epithelial cells under
ER stress activation. BRD4 directly binds to the promoter region of GRP78, ATF4 and XBP1 through the
recognition of acetylated histone, which allow the recruitment of pTEF-b complex and the activation of
RNA-pol Il facilitating the gene expression. The administration of the BET inhibitor, JQ1, in a renal
damage model induced by ischemia-reperfusion injury decreases UPR activation and the expression
inflammatory and apoptotic genes, leading to less histological damage and recovery of kidney function.
Studies of the transcriptional profile in the whole genome, after generation of stable silencing of XBP1
and ATF4 by CRISPR-Cas9 technology, reveal that that most of the UPR pathways are dependent on
XBP1 and partially regulated by JQ1, while ATF4 mainly regulates pathways associated with
inflammatory processes, which are down-regulated by JQ1.

Analysis of the methylation dynamics in the residues on histone H3 showed that H3K9me3 and
H3K27me3 modifications play a key role in the ATF4 and XBP1 transcriptional repression. Under ER
stress conditions, the pharmacological inhibition of histone demethylases, KDM4c and JMJD3, avoid the
expression of these TFs and consequently the activation of the molecular mechanisms that depend on
them.

In conclusion, the results suggest that epigenetic mechanisms mediated by BET proteins (BRD4)
and the histone H3K9 and H3K27 trimethylations, play an essential role in the expression of GPR78,
ATF4 and XBP1 and consequently in the regulation of the unfolded protein response during induced
acute kidney injury. Pharmacological inhibition of BET proteins with JQ1 could have important
therapeutic applications to reduce the progression of acute kidney injury.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR
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2DG
4-PBA
AARS
AcH3
AcH4
ADN

ADNCc

AGEs

AMPK

APOL3

ARNmM

ATF4

ATF4-dep

ATF6

ATG13

ATG3
ATG5

BAD

BAK

2-Deoxy-D-glucosa

4 fenilbutirato
Alanyl-tRNA synthetase
Histona H3 acetilada
Histona H4 acetilada
Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico

codificante

Productos de Glicosilacion

Avanzada

AMP-activated protein

kinase
Apolipoproteina L3

Acido Ribonucleico

mensajero

Factor de  Transcripcion

Activador 4

Firma de respuesta a Tg

dependiente de ATF4

Factor de  Transcripcion

Activador 6

Autophagy-related  protein
13

Autophagy-related protein 3
Autophagy-related protein 5

BCL2 associated agonist of

cell death

BCL2 antagonist/killer 1

BAX

Bcl-2

BECN1

BID

BIM

BR

BRD2

BRD3

BRD4

BRDT

BUN

CALR

CANX

CCL2

CCL5

CCR10

CDK9

Chip
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BCL2 associated X, apoptosis

regulator

B-cell lymphoma 2 gene

apoptosis reqgulator
Beclin 1

BH3 interacting domain

death agonist
Bcl-2-like protein 11
Bromodominio

Bromodomain-containing

protein 2

Bromodomain-containing

protein 3

Bromodomain-containing

protein 4

Bromodomain-testis-specific

protein

Nitrogeno Urémico
Calreticulina
Calnexina

Chemokine (C-C motif) ligand
2

Chemokine (C-C motif) ligand
5

Chemokine (C-C motif)

receptor 10
Cyclin Dependent Kinase 9

Inmunoprecipitacién de

Cromatina
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CHOP

COL1A1

COX-2

CREB3

CSF3

CTGF

CX3CL1

CX3CR1

CXCL10

CXCL2

CXCL3

CXCL8

DAMP

DMSO

DNAJB11

DRB

C/EBP homologous protein
Collagen type | alpha 1 chain

Cytochrome c Oxidase

subunit I

cAMP responsive element

binding protein 3

Granulocyte colony-

stimulating factor

Factor de crecimiento de

tejido conectivo

Chemokine (C-X3-C motif)

ligand 1
CX3C chemokine receptor 1

Chemokine (C-X-C  motif)
ligand 10

Chemokine (C-X-C  motif)
ligand 2

Chemokine (C-X-C  motif)
ligand 3

Chemokine (C-X-C  motif)
ligand 8

Patrones moleculares

asociados a dafio
Dimetil Sulfoxido

Dnal heat shock protein

family (Hsp40) member B11

5,6-Dichlorobenzimidazole 1-

b-D-Ribofuranoside

EGFR

elF2a

ERA

ERAD

ERAP1

ERC

ERDJ4

ERDJ5

ERK

EROl1la

ERP-44

ERP-60

ERP44

EZH2

FC

FDA

FGF2

Epidermal Growth Factor

Receptor
Factor de iniciacion
eucariotico 2a

Enfermedad Renal Aguda

Degradacion de proteinas

asociada al RE
Aminopeptidasa de RE 1
Enfermedad Renal Crdénica

Dnal heat shock protein

family (Hsp40) member B9

Dnal heat shock protein

family (Hsp40) member C10

Quinasa de regulacién de

sefiales intracelulares

Endoplasmic Reticulum

Oxidoreductase 1a

Endoplasmic Reticulum

protein 44

Endoplasmic Reticulum

protein 60

Endoplasmic Reticulum

Resident Protein 44
Enhancer of zeste homolog 2

Incremento de la expresion

(Fold Change)

(Food and Drug

Administration)

Fibroblast Growth Factor 2



FoxO4
FT

GAPDH

GDE

GRP78
GRP94
H3K27me3
H3K9me3
HAT

HDAC
HDM

HEK293T

HEXIM1

HIF

HK2

HMT
I/R
iBET
IFN-y
IgG
IL18

IL1A

Forkhead box protein O4
Factor de Transcripcidon

Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa

Genes Diferencialmente

Expresados
Glucose-requlated protein 78
Glucose-regulated protein 94
Trimetilaciéon H3K27
Trimetilaciéon H3K9

Histona Acetil Transferasa
Histona deacetilasa

Histona Demetilasa

Linea celular embrionaria de

rifién

HEXIM  P-TEFb  complex
subunit 1

Factores inducibles por
hipoxia

Linea celular de epitelio

tubular renal

Histona Metiltransferasa
Isquemia-Reperfusion
Inhibidor de proteinas BET
Interferén Gamma
Inmunoglobulina G
Interleuquina-18

Interleuquina-la

IL1RII

IL23A

IL31RA

IL6

ILBR

IL8

IRA

IRE1

IkB

IkK

JAK2

JMID3

JMID6

JNK

KDM4c

KIM-1

KLF4

KMTs

KO-ATF4

KO-XBP1
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Receptor tipo Il de

interleuquina 1
Interleuquina-23a

Receptor A de interleuquina

31

Interleuquina-6

Receptor de Interleuquina-6
Interleuquina-8
Insuficiencia Renal Aguda
Inositol-Requiring Enzyme 1

Inhibitor of nuclear factor

kappa B

Inhibitor of nuclear factor

kappa B kinase
Janus quinasa 2

Jumonji  domain-containing

protein D3

Jumonji  domain-containing

protein D6

Quinasa c-JUN N-terminal
Demetilasa de lisinas 4c
Molécula 1 de lesién renal
Kruppel-like Factor 4
Metiltransferasa de lisinas

Knock out-ATF4 (Delecién de
ATF4)

Knock out-XBP1 (Delecion de
XBP1)
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LMA

LTB

MAPK

MCP-1

MEC

MST1

mTOR

ND

NF-xkB

NGAL

NLRP3

NUPR1

P-TEFb

PAI-1

PAM

PCR-RT

PDI

PDIA3

Leucemia Mieloide Aguda
Lymphotoxin beta
MAP quinasas

Proteina Quimiotactica de

Monocitos-1
Matriz Extracelular

mammalian STE20-like

kinase 1

mammalian Target of

Rapamycin
Nefropatia Diabética
Factor nuclear- kB

Gelatinasa asociada con

lipocadina del neutroéfilo

NLR family pyrin domain

containing 3
Proteina nuclear 1

Factor de elongacion

transcripcional postivo b

Inhibidor del activador del

plasmindgeno-1.

Motivo Adyacente al

Protoespaciador

Reaccién en cadena de la

polimerasa en tiempo real
Proteina Disulfuro Isomerasa

Proteina Disulfuro Isomerasa

A3

PERK

PI3K

PRC2

PVDF
RE

RelA

RNA polil

RNAseq

RORy

ROS

SDS

SEC24D

SEC61al

SELENOS

SERCA

SERP1

SFB

sgRNA

eukaryotic translation
initiation factor 2 alpha

kinase
Fosfoinositol 3 quinasa

Complejo Represor Policomb

2
Fluoruro de polivinilideno
Reticulo Endoplasmatico

RELA proto-oncogene, NF-kB

subunit
ARN polimerasa Il
Secuenciacion de ARN

Factor de transcripcion de
tipo huérfano del receptor

de acido retinoico

Especies Reactivas de

Oxigeno
Dodecil Sulfatosédico

SEC24 homolog D, COPII coat

complex component

SEC61 translocon subunit

alpha 1
Selenoproteina S

Sarco/endoplasmic reticulum

Ca(2+)-ATPase

Proteina asociada al estrés

deRE1
Suero Fetal Bovino

ARN guia



siRNA

SIRT1

SLC1A4

SLC1AS

SLC7A1

SLC7A11

SMAD7

SOCS2

STAT3

TAK1

TBS-T
Tg

TGF-B

TGF-B1

TLR
TLR3

TLR4

ARN pequeiio de

interferencia
Sirtuina 1

Transportador de

aminoacidos neutros A

Transportador de

aminoacidos neutros B

Transportador de
aminoacidos catidonicos de

alta afinidad 1

Transportador de

cistina/glutamato
SMAD family member 7

Supresor de la sefializaciéon

de citocinas 2

Transductor de sefial vy
activador de la transcripcién

3

Transforming growth factor-

6 (TGF-6)-activated kinase 1
Tampodn TRIS salino-Tween
Tapsigargina
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1. LA ENFERMEDAD RENAL

El rifdn es un organo vital encargado del mantenimiento de la homeostasis del organismo,
realizando funciones esenciales como la eliminacién de desechos del metabolismo en forma de
orina, el mantenimiento del equilibrio hidroeléctrico y acido-base, o la produccidon de hormonas
como la eritropoyetina, la renina o la vitamina D. Para ejercer estas funciones, es necesaria una
correcta perfusidn renal para mantener la presidn de filtracién adecuada, la integridad anatémica
y funcional del parénquima renal, y una via excretora libre que permita la eliminacién de la orina
(Chawla y col., 2017). La pérdida de estas funciones renales conlleva inevitablemente a una

insuficiencia renal aguda (IRA) o crénica.

La enfermedad renal constituye uno de los principales problema de salud publica a nivel
internacional debido a su fuerte impacto en la calidad de vida de los pacientes y a su elevado coste
econdmico. Se calcula que la IRA causa al menos 2 millones de muertes cada ano en el mundo
afectando a un 7-18% de los pacientes hospitalizados y a casi el 50% de los ingresados en una unidad
de cuidados intensivos (Chawla L, 2017). Ademas, los pacientes que se recuperan de un fracaso
renal agudo tienen un riesgo mayor (25%) de progresar hacia una enfermedad renal crénica (ERC)
(Bouchard y col., 2016). Siguiendo los criterios clinicos establecidos por las guias KDIGO (The Kidney
Disease: Improving Global Outcomes; Khwaja A, 2012), la IRA es definida como una diminucion
abrupta de la funcién renal producida durante un periodo de 7 dias 0 menos, mientras que la ERC
se define como anomalias estructurales y funcionales renales que persisten durante mas de 90 dias

(Khwaja A, 2012) (Figura 1).

Dafo inicial

IRA ERA

0o 2 7 90
Dias después del dafio inicial

Figura 1. Esquema de la progresion de la patologia renal. La insuficiencia renal aguda (IRA)
puede progresar a una enfermedad renal aguda (ERA) que desencadena con el tiempo en
la enfermedad renal crénica (ERC). Adaptado de Chawla L et al.,2017.
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Sin embargo, estas dos enfermedades no siempre son entidades diferentes y probablemente
representan un estadio continuo en el que los pacientes con IRA tienen un mayor riesgo de
desarrollar una ERC de novo o un empeoramiento de la ERC subyacente (Chawlay col., 2014; Amdur
y col., 2009; See y col., 2019). Asimismo, uno de los mas significativos factores de riesgo para el
desarrollo de IRA es la existencia de una ERC previa. Basdndose en estos criterios, se ha propuesto
el término de enfermedad renal aguda (ERA) para definir el curso de la enfermedad en pacientes

con IRA donde la pérdida de funcién renal continta después de 7 dias (Lameire y col., 2012).

A pesar de los continuos avances para definir y estratificar esos procesos, los mecanismos
moleculares subyacentes a cada estadio que condicionan la transicién entre ellas sigue siendo un
tema relevante de estudio (Basile y col., 2016; Guzzi y col., 2019). Por lo tanto, comprender las
bases moleculares que desencadenan este dafio renal es un desafio clave para un diagnéstico

precoz y para el desarrollo y la optimizacion de estrategias preventivas y terapéuticas.

1.1 Patogénesis del daiio renal agudo.

La insuficiencia renal aguda es un sindrome clinico complejo que afecta tanto a la estructura
como a la funcidén del rindn. A nivel clinico, la IRA es definida como la pérdida brusca de la funcién
renal, que conlleva a un aumento en los niveles de creatinina sérica y a la disminucién del volumen
de excrecién urinario. Estos criterios de diagndstico permiten clasificar a la enfermedad en 3

estadios, atendiendo ademas a la severidad de la enfermedad (Tabla 1).

Tablal.- Estadios de IRA

Estadio Creatinina sérica Diuresis
1 Aumento 1,5-1,9 veces el valor basal < 0,5 ml/kg/h durante 6-12 horas
2 Aumento 2,0-2,9 veces el valor basal < 0,5 ml/kg/h durante > 12 horas
3 Aumento 3 veces el valor basal < 0,3 ml/kg/h durante > 24 horas
Aumento > 4,0 mg/dl Anuria durante > 12 horas

Desafortunadamente, la creatinina sérica es un marcador tardio de la lesién renal aguda de
tal manera que la falta de biomarcadores tempranos impide un abordaje precoz de la enfermedad.

Por tanto una de las principales prioridades en el campo de la investigacidon nefrolégica es la
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estandarizacién de nuevos biomarcadores especificos para la IRA. La gelatinasa asociada con
lipocalina del neutréfilo (NGAL) y la molécula 1 de lesiéon renal (KIM-1) han sido descritos como
biomarcadores que pueden indicar el inicio o el grado de dano renal provocado, pero no permiten
predecir eficazmente la progresiéon de la ERC hacia la etapa terminal de la misma (Beker y col.,
2018). Tienen una alta sensibilidad y especificidad en la deteccién temprana de la IRA pero
dependen de varias condiciones de los pacientes como el grado de hidratacién, por tanto el

biomarcador perfecto para este tipo de insuficiencias aun estd por determinar.

La etiologia de la IRA es muy variada y pueden coexistir multiples factores en el tiempo,
incluyendo algunos especificos del rifién (nefritis intersticial aguda, vasculitis), condiciones no
especificas (isquemia, toxicidad) o patologia extra-renal (azotemia prerrenal, nefropatia obstructiva
postrrenal). Pero a pesar de las diversas causas que la pueden originar, las caracteristicas del dafio
renal agudo establecido son relativamente uniformes, con un dafo tubular agudo que media el

declive del nivel de filtracidon glomerular y en la mayoria de los casos un fallo renal oligurico.

A nivel fisiopatoldgico, la IRA conlleva una compleja interconexidn entre factores vasculares,
tubulares e inflamatorios. De forma resumida, el dafio nefrotdxico, isquémico o una sepsis, provoca
una destruccion aguda del parénquima renal que conduce al deterioro de los tubulos renales, y en
ultimo término a la disfuncion vascular, respuesta inflamatoria y muerte celular (Levey y col., 2017).
Dependiendo de la severidad del dafio, podemos hablar de un IRA transitoria o persistente. Cuando
el dafio es leve, los mecanismos de reparacion adaptativa pueden restaurar la integridad epitelial,
suprimir la respuesta inmune y restablecer la vasculatura (Figura 2). De esta manera, las células
tubulares que sobreviven al del dafio agudo, sufren una desdiferenciacién y las células madre
pluripotenciales proliferan para reemplazar las células dafiadas regenerando asi el epitelio tubular
y recuperando la funcién renal. Sin embargo, en lesiones graves o persistentes, la reparacién es
incompleta o maladaptativa (Figura 2). En este caso, las células tubulares sufren detencion del ciclo
celular G2/M, senescencia y muerte celular, lo que conlleva a la liberacion de factores
proinflamatorios. La atrofia y degeneracidon tubular, junto con la inflamacién sostenida y la pérdida
de microvasculatura, resultan en una fibrosis intersticial, caracterizada por la proliferacion y
activacion de fibroblastos y el depdsito de matriz extracelular (MEC), dando lugar a la ERC que con
el tiempo puede llevar a la necesidad de un tratamiento renal sustitutivo, didlisis o trasplante (Basile
y col., 2015). El dafio producido en las células epiteliales tubulares puede ser clave para entender

la resolucion de la enfermedad o la transicién a ERC.
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Figura 2. Mecanismos patoldgicos desencadenados durante el dafio renal agudo y
reparacion adaptativa (IRA transitorio) o maladaptativa (IRA persistente). Dependiendo
de la intensidad y severidad del dafio inicial, los mecanismos desencadenados conduciran a
la reparacion del dao o a la progresidn hacia un dafo renal crénico.

Una de las principales causas de la IRA es la isquemia, la cual puede desencadenarse por
diversas razones como un trasplante renal, complicaciones quirudrgicas, drogas vasoconstrictoras,
hemorragias, traumatismos o rabdomiolisis, entre otras. La isquemia renal se define como la
reduccion del flujo sanguineo (unilateral o bilateral) que puede producirse por la disminucion del
volumen sanguineo total o por una obstruccidn, desencadenando una bajada del aporte de oxigeno
y nutrientes, ademas de un deterioro en la eliminacidn de productos de deshecho del metabolismo
por parte del rifidn (Bonventre y col.,, 2011). Todo esto teniendo en cuenta que el rifidn,
especialmente las células del tubulo proximal, son altamente susceptibles al dafio isquémico debido

a su amplia y estrecha asociacidn con los vasos sanguineos.
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Las células tienen la capacidad de protegerse frente a una situacion de isquemia mediante
un mecanismo conservado evolutivamente que les permite mantener la homeostasis celular a
través del uso de sensores especificos del oxigeno y factores de transcripcion, los llamados factores
inducibles por hipoxia, HIFs. En las células del epitelio tubular, bajo situaciones de hipoxia, HIF-1a
se estabiliza y pasa al nucleo celular permitiendo la transcripcién de genes involucrados en el ciclo
metabdlico celular (GLUT1), la angiogénesis (VEGF), la eritropoyesis (EPO) o la supervivencia celular
(BNIP3) induciendo una respuesta celular protectora (Diaz-Bulnes y col., 2020). Sin embargo,
cuando la carencia de oxigeno y de nutrientes se prolonga en el tiempo, estos mecanismos
protectores resultan insuficientes, desencadendndose lesiones en diversos tipos celulares como el

endotelio, el epitelio tubular o en las células inmunes (Figura 3) (Basile y col., 2011).

En el endotelio se produce una vasoconstriccidon que dificulta la posterior recuperacién del
flujo sanguineo, un aumento de la permeabilidad vascular debido a alteraciones entre los contactos
de las células endoteliales, cambios en el citoesqueleto o aumento de la interacciéon entre
leucocitos y endotelio; y un incremento de la coagulaciéon debido a la perdida de factores

anticoagulantes y anti-inflamatorios que favorece la trombosis (Figura 3) (Maekawa y col., 2017).
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Figura 3. Eventos desencadenados como consecuencia del daio isquémico. La carencia de
oxigeno y nutrientes desencadena procesos patoldgicos en células endoteliales, tubulares
e inmunes que conducen a agarbar el dafio renal.
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Los mayores cambios son producidos en las células del epitelio tubular proximal, debido a
sus altos requerimientos metabdlicos para mediar el trasporte de iones, su limitada capacidad para
sufrir glicolisis anaerobia y su dependencia funcional de la microvasculatura (Bonventry col., 2011).
Después de la reduccién de los niveles de oxigeno, la célula es incapaz de mantener los niveles
adecuados de ATP intracelular necesarios para los procesos esenciales, lo que conlleva a diversos
cambios morfoldgicos, estructurales y funcionales en la célula epitelial que pueden terminar con la
muerte celular por apoptosis o necrosis (Molitoris y col., 1996) (Figura 3). A nivel morfoldgico, uno
de los primeros cambios que experimentan las células epiteliales es la pérdida del borde en cepillo
de la zona apical, lo que permite que se generen pequeias ampollas o vesiculas que posteriormente
son liberadas al lumen del tubulo (Kers y col., 2016). Estos restos celulares posteriormente pueden
unirse a proteinas como la uromodulina formando cilindros que van a obstruir el tubulo y llevar a
la pérdida del filtrado glomerular (Saikumar P y col., 2003). La pérdida de unién de las células
tubulares a la membrana basal genera areas de dilatacién tubular. La bajada del ATP celular lleva a
la despolimerizacidon y redistribucion del citoesqueleto de F-actina en la zona apical. Como
consecuencia se produce la perdida de unidn entre las células y mas importante, cambia la
polaridad celulary por lo tanto su funcién (Ashworth y col., 2001). Por ejemplo, las bombas ATPase-
Na+/K+ situadas en la parte basal de la células son redistribuidas a la parte apical generando un
trasporte bidireccional del sodio que origina una alta excrecién de este, caracteristica de los
pacientes con IRA (Molitoris, 1993). Ademads, las células epiteliales expresan citocinas
proinflamatorias (IL-6, IL-8, TGF-B) y quimicionas (RANTES, MCP-1) que actian como atrayentes de

las células inmunes (neutréfilos, macréfagos) contribuyendo a la inflamacién (Figura 3).

Si el dafio isquémico es severo, el destino de la célula epitelial tubular es la apoptosis o
necrosis. La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada y dependiente de la energia,
que resulta en la condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN que rapidamente va a ser
fagocitado por los macréfagos y células epiteliales contiguas (Linkermann y col., 2014). Sin
embargo, en la necrosis hay una pérdida de integridad de la membrana celular liberandose al
interior del tubulo o al intersticio material nuclear y citoplasmatico que va a incrementar la
inflamacidn (Anders y col., 2018). Incluso, cuando las células que sufren apoptosis no tienen un
nivel adecuado de ATP para llevar a cabo la desaparicién escalonada de las células, pueden sufrir

una necrosis secundaria.

En la muerte celular por apoptosis durante el dafio renal agudo intervienen tanto la via
intrinseca (Bcl2, citocromo c, caspasa-9) como la extrinseca (FAS, ADD, caspasa-8) (Sharfuddin y

col., 2011). El balance entre los factores proapoptoticos (BAX, BAD) y anti-apoptoticos (Bcl-2)
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determinara el desenlace de muerte celular o superveniencia. Estrategias terapéuticas dirigidas a
inhibir la apoptosis han mostrado su efecto protector en diversos modelos in vitro e in vivo de IRA

(Havasiy col., 2011).
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Figura 4. Rutas apoptéticas intrinseca y extrinseca. En la ruta intrinseca, la liberacién de
cyt ¢ de las mitocondrias da lugar a la formacidn del apoptosoma y la activacién de la
caspasa 9. Las caspasa 8 y 9 activan luego a las caspasa 3, 6 y 7. En la ruta extrinseca tras la
unién del ligando a receptores especificos, se forma el complejo DISC y se activa la caspasa
8. Ambos mecanismos dan lugar a la muerte celular por apoptosis.

Por su parte, la necrosis es un proceso dependiente de los niveles de ATP y de calcio
intracelular (Kaczmarek y col., 2013). A pesar de que inicialmente se creia que la necrosis era
accidental, actualmente se sabe que puede estar determinada y regulada genéticamente igual que
sucede con la apoptosis (Vanden Berghe y col., 2014). Se han descrito varias modalidades de
necrosis regulada como son la necroptosis, ferroptosis, piroptosis y necrosis regulada por transicién
de permeabilidad mitocondrial (Radi, 2018). Durante la lesidon renal aguda nefrotdxica, la
ferroptosis provoca una muerte celular inicial que desencadena una respuesta inflamatoria
agravando el dafio (Martin-Sanchez y col., 2017). En una segunda oleada, la muerte celular por
necroptosis y apoptosis amplificaria y mantendria el dafio renal agudo (Martin-Sanchez y col.,
2017a). Por ello, los inhibidores de la ferroptosis han sido propuestos como tratamiento inicial en

el dafo renal (Huy col., 2019). Estos procesos de necrosis conllevan a una inflamacién que a su vez
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perpetia los procesos de dafio en un bucle continuo conocido como necro-inflamacion
(Linkermann y col., 2014). La activacién del sistema inmune relacionado con la muerte celular es
debida a los DAMP (patrones moleculares asociados al dafio) liberados por las células necréticas de
los tubulos que activan los TLR de los macréfagos y las células dendriticas desencadenando la
liberacion de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias (Allam y col., 2012) que a su vez pueden
inducir varias formas de necrosis regulada agravando el dafio renal. Esto ocurre mediante la
liberacion de TNF-a e IFN-y (Dannappel y col.,, 2014; Mulay y col., 2016). Adicionalmente
desencadenan la induccién de la NETosis en neutréfilos provocando la liberacién de histonas con
un alto impacto citotoxico (Allam y col., 2014) y la activacidn de NLRP3 inducida por los DAMP que

desencadena la activacion de la caspasa-1 (Case y col., 2013).
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Figura 5. Bucle de necroinflamacion desencadenado en el dafio renal agudo Las células renales
necréticas librean DAMPS y alarminas activando las células del sistema inmune. La activacidn de estas
células provoca la liberacién de numerosas citocinas proinflamatorias, que pueden inducir varias
formas de necrosis regulada. Adaptada de Mulay y col., 2016.



Introduccion 29

2. EL RETICULO ENDOPLASMATICO Y LA RESPUESTA A PROTEINAS MAL PLEGADAS.

El reticulo endoplasmatico (RE) es un extensa red de membranas tubulares que se
encuentran separadas del citosol por una Unica bicapa lipidica, la membrana del RE. Entre las
funciones del RE estdn la sintesis de lipidos, el almacenamiento del calcio (Ca2 +) intracelular y quiza
la mds importante, el mantenimiento de la homeostasis proteica (proteostasis) (Arakiy col., 2012).
Es decir, el RE es el encargado de sintetizar las proteinas celulares, plegarlas de forma adecuada 'y
establecer las modificaciones postraduccionales (glicosilacién, fosforilacién, hidroxilacién,
metilacion o acilacidn) necesarias para el correcto funcionamiento celular. Numerosos estimulos
(hipoxia, inflamacién, isquemia/reperfusidén, estrés oxidativo) asi como variaciones en la
sefializacion intracelular (respuesta a la insulina, hiperlipidemia, hiperglicemia, desregulacién en
los balances de calcio o en las modificaciones postraduccionales), pueden alterar la proteostasis del
RE, llevando a la acumulacién de proteinas mal plegadas y al estrés de RE (Inagiy col., 2014) (Figura
6). Con el fin de mitigar este estrés y restaurar la homeostasis proteica, la célula activa un
mecanismo compensatorio denominado respuesta a proteinas mal plegadas o UPR (Unfolded
Protein Response).
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Figura 6. Respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico adaptativa y apoptética. La
respuesta de proteinas desplegada (UPR) puede ser inducida por diversos estimulos, que en
funcién de la intensidad y duracién del mismo desencadenan mecanismos adaptativos o
apoptéticos.
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Esta respuesta se activa debido a un desequilibrio en el nimero de proteinas mal plegadas
presentes en el RE y la capacidad de la maquinaria celular para restaurar la homeostasis proteica.
Una vez que la respuesta se desencadena su fin es doble; por un lado reparador, disminuyendo el
numero de proteinas que entran al reticulo mediante la reduccién de la sintesis de las mismas; y
por otro protector, incrementando la capacidad de reduccién de proteinas mal plegadas mediante
la activacién transcripcional de genes involucrados en el plegamiento y degradacién de las mismas.
Esto es lo que se conoce como respuesta adaptativa, y es clave en algunos tipos celulares que
requieren una tasa alta de sintesis de proteinas como pueden ser las células B pancreaticas y las

células plasmaticas (Rutkowski y col., 2010) (Figura 6).

Sin embargo, cuando el estrés de RE es muy fuerte o persistente a lo largo del tiempo, esta
respuesta es incapaz de restablecer la homeostasis proteica y se activan mecanismos de apoptosis
que llevan a la muerte de la célula (Ron y col., 2007) (Figura 6). Esta respuesta apoptética se
desencadena como consecuencia de periodos prolongados de hipoxia, deprivacion de nutrientes o
el aumento de los niveles de colesterol, lipidos, glucosa o citoquinas inflamatorias que se producen
en numerosas enfermedades (neurodegenerativas, obesidad, diabetes, infecciones virales, etc). El
equilibrio entre la ruta de UPR adaptativa y apoptética es critico para mantener la homeostasis del

RE o la activacién de rutas citotdxicas.

2.1 Rutas moleculares de UPR

La respuesta a proteinas mal plegadas es iniciada por tres proteinas ancladas en lamembrana
del RE; IRE1 (/nositol-Requiring kinase/Endoribonuclease), PERK (pancreatic eukaryotic translation
initiation elF-2a kinase), y el factor de transcripciéon de activacion 6 (ATF6) (Figura 7). En una
situacién de homeostasis celular, las regiones N-terminales de estas proteinas estan unidas a la
chaperona GRP78 (proteina regulada por glucosa de 78 kDa, también denominada BIP) que actua
como un sensor celular clave. En situaciones patoldgicas donde se produce un cimulo de proteinas
mal plegadas en el lumen de RE, GRP78 se libera de estas proteinas transmembrana y se une a las
proteinas mal plegadas (Figura 7). Alternativamente, las proteinas mal plegadas pueden unirse
directamente a los sensores del RE (PERK, ATF6 e IREla) de forma independiente de GRP78
(Gardner vy col., 2011). Ambos procesos desencadenan la activacion de las tres vias de sefializacién,
IRE1a, PERK y ATF6 (Wangy col., 2016). Finalmente, los factores transcripcionales activados, XBP1s,
ATF4 y ATF6, son traslocados al nucleo donde dan lugar a la transcripcién de numerosos genes

implicados en diversos procesos, unos encaminados a la supervivencia celular (sintesis de
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chaperonasy lipidos, ruta ERAD o activacién de la autofagia) y otros a la muerte celular (apoptosis)

(Figura 7). A continuacidn se describira mas detalladamente cada via de sefnalizacion.
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Figura 7. Rutas del estrés de reticulo endoplasmatico y mal plegamiento de proteinas. La ruta de UPR esta
mediada por tres proteinas transmembrana IRE1, PERK y ATF6 que desencadenan las transcripcion de genes
involucrados en el plegamiento de proteinas y la expansion ER, la activacién de ERAD, la induccién de
autofagia o la atenuacion de la traduccidon de proteinas y la sintesis de citoquinas o lipidos. En situaciones
de estrés RE continuo, la ruta de UPR inicia la apoptosis. Adaptada de Smith y col., 2018.

El eje de IRE1 es la via mas conservada de la ruta de UPR. Existen dos formas de IRE1; IREla
gue se expresa en todos los tipos celulares, e IRE1B limitado al epitelio intestinal. IRE1la es una
proteina transmembrana de tipo | formada por un dominio N-terminal en el lumen del RE, una
region transmembrana, y un dominio carboxi-terminal citoplasmatico que contiene las actividades
cataliticas endoribonucleasa y Ser/Thr quinasa. Una vez activado, IREla se homodimeriza,
autofosforila y activa sus funciones cataliticas (Tirasophon y col., 1998). La fosforilacidn de IREla
produce un cambio alostérico que deja expuesto el dominio endorribonucleasa, encargado de llevar
a cabo el procesamiento alternativo del ARNm de XBP1 (X-box DNA-binding protein 1) (Figura 7).
Este consiste en la liberacién de 26 nucleéticos del ARNm convencional de XBP1, XBP1u (unspliced
XBP1), produciendo un cambio en la pauta de lectura y generando una proteina XBP1 procesada
(XBP1s, spliced XBP1) mas estable y capaz de traslocarse al ntcleo. XBP1s se une a elementos de

respuesta a estrés del RE (ERSE) regulando la expresion de genes implicados en el plegamiento
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proteico y control de calidad del RE, la via de degradacién asociada al RE (ERAD, ER-Associated
Degradation), biogénesis del RE y biosintesis de fosfolipidos, hecho este uUltimo que permite la
expansion de la membrana del RE (Korennykh y col., 2009). Igualmente, IRE1a es capaz de degradar
por medio de su actividad endorribonucleasa muchos ARNm codificantes para proteinas del RE,
reduciendo de esta forma la carga proteica en un proceso denominado como RIDD (regulated

IRE1a—dependent decay) (Adams y col., 2019).

La via desencadenada por PERK conduce principalmente a la activacidn de los procesos
celulares modulados por ATF4. PERK es otra proteina transmembrana con actividad serina/treonina
(Ser/Thr) quinasa. Tras su homodimeriazacion y activacidn por autofosforilacién en el residuo Thr
918, PERK fosforila a la subunidad a del factor de iniciacidn eucariético 2 (elF2a) en el residuo Ser
51. Esta fosforilacion produce la inactivaciéon de elF2a, disminuyendo de forma global la sintesis de
nuevas proteinas entre las que estan la ciclina D1 que conlleva a la parada del ciclo celular (Figura
7). Pero ademds, la fosforilacion de elF2a permite la traduccidn de otros ARNm como el factor de
transcripcién ATF4, que regula la expresion de genes implicados en la supervivencia y asociados al
equilibrio redox, el plegamiento de proteinas, el metabolismo de aminoacidos o la autofagia
(Harding y col., 2000). Cuando el estrés del RE se mantiene en el tiempo, ATF4 activa la expresion
de CHOP, un importante factor de transcripcion que inhibe la expresion de proteinas
antiapoptéticas favoreciendo la muerte celular por apoptosis (Marciniak y col., 2004) (Figura 7). En
situaciones fisioldgicas, CHOP puede desencadenar un mecanismo de autorregulacion inhibiendo
la fosforilacién de elF2a y reanudando la sintesis correcta de proteinas. Adicionalmente, la
activacion de PERK facilita la traslocaciéon de Nrf2 al ndcleo con la consiguiente expresiéon de
enzimas antioxidantes (Harding y col., 2003) y la activacion de la ruta de NF-kB a través de la

inhibicidn de IkB mediada por la fosforilacién de elF2a (Tam y col., 2012).

La tercera via de la respuesta a proteinas mal plegadas esta mediada por el factor de
transcripcién ATF6, el cual presenta un proceso de activacion diferente a las otras dos proteinas
sensoras. La forma inactiva de ATF6 estd anclada a la membrana del RE mediante una secuencia
hidrofdbica y unida a GPR78. En situaciones de estrés de RE, GRP78 se libera y ATF6 es transportada
al aparato de Golgi donde es cortada por dos proteasas diferentes, S1P y S2P (site 1 y site 2
protease) (Figura 7). Este proceso proteolitico permite liberar al citosol la fraccion N-terminal de
ATF6 de 50 KDa (ATF6-p50), la cual pasa al nlcleo para activar la transcripcién de genes implicados
en la ruta ERAD, biosintesis de lipidos, expansion del RE y plegamiento proteico (Wu y col., 2007).
Dentro de estos, estan los genes XBP1, CHOP y GRP78. Ademds, ATF6 y XBP1 pueden formar

heterodimeros en la unién al ADN, regulando la expresién de genes comunes (Yoshida y col., 2001).
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2.2 Implicaciones patoldgicas de la activacion de UPR

Como hemos descrito, la activacién de UPR produce una respuesta rapida (adaptativa) ante
una situacion de proteostasis, atenuando la traduccidn de proteinas mediante el eje PERK-elF2a,
aumentando la expresidon de chaperonas que permiten resolver el mal plegamiento de las proteinas
mediante los ejes IRE1a -XBP1 y PERK-ATF4 y activando la ruta de ERAD, encargada de degradar a
las proteinas mal plegadas a través de los ejes IRE1a-XBP1 y ATF6 y la autofagia. Sin embargo,
cuando estos mecanismos no son suficientes para restaurar la homeostasis proteica o el estimulo
que origina el estrés de RE es demasiado fuerte o persistente, estas mismas rutas desencadenan
procesos patoldgicos como la muerte celular por apoptosis y el aumento de los procesos

inflamatorios.
2.2.1 Apoptosis o autofagia

La activaciéon de la autofagia o la apoptosis en situaciones de estrés de RE no son fendmenos
independientes, sino que estdn estrechamente asociados. La autofagia no solo permite la
supervivencia celular sino que dependiendo de la intensidad del estimulo puede conducir a la
autodigestion celular o promover la apoptosis agravando aln mas la lesidn celular (Verfaillie y col.,
2010). Existen varios estudios que muestran la relacidon entre ambos procesos, pero los mecanismos
implicados no estdn completamente definidos. Se sabe que la formacion del autofagosoma
promueve la activaciéon de la caspasa 8 activando asi la apoptosis (Amir y col., 2013) y que la
autofagia puede reducir la expresion de las proteinas citosélicas IAPs (inhibidores de la apoptosis)

favoreciendo la apoptosis (Hiramatsu Ny col., 2014).

La autofagia es un mecanismo de homeostasis celular conservado evolutivamente que
permite la supervivencia celular en condiciones de estrés de RE (Bettigole y col., 2015). Se
desencadena como via adicional a ERAD vy facilita la eliminacién de proteinas mal plegadas y
organulos celulares dafiados, principalmente mitocondrias (mitofagia). Las tres ramas de la ruta de
UPR pueden regular la autofagia. Por un lado, IREla, a través de la interaccién con TRAF2, activa la
quinasa JNK que fosforila a Bcl-2, conduciendo a la disociacién de Beclin-1 y al inicio de la autofagia
(Wei y col., 2008) (Figura 8). Ademas, la transcripcion de Beclin 1 es inducida por XBP1s y ATF4.
Adicionalmente, la activacidon de UPR condiciona la formacién del autofagosoma. Los 3 factores de
trascripcién dependientes de UPR (XBP1, ATF4 y ATF6) incrementan la transcripcion de ATG3,
ATG13 y ATGS5, todos ellos implicados en la formacion del autofagosoma (Cybulsky y col., 2017;
Milaniy col., 2009) (Figura 8). A su vez, ATF4 y CHOP favorecen la inhibicion de mTOR y la activacién
de AMPK, ambos moduladores de la formacién del autofagosoma (Salazar y col., 2009; Hgyer-

Hansen y col., 2007) (Figura 8).
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Figura 8. Relacion entre la autofagia y la apoptosis desencadenada por el estrés de RE. Las tres
ramas de la ruta de UPR inducen autofagia como apoptosis, fendmenos relacionados. La autofagia
inducida por el estrés de RE, puede tener un efecto dual. Por un lado inhibe la apoptosis eliminando
proteinas mal plegadas e inhibiendo la induccién de caspasas pero por otro, puede inducir la
activacion de la caspasa 8 y el bloqueo de los inhibidores de apoptosis. Asimismo, la apoptosis
bloguea la autofagia degradando proteinas asociadas a la formacidn del autofagosoma.

Pero cuando estos mecanismos que llevan a la autofagia no funcionan correctamente o son
insuficientes para restaurar las condiciones celulares, se desencadenan de forma inevitable los
mecanismos celulares que conducen a la muerte celular por apoptosis. Existen varios mecanismos,
pero la via pro-apoptdtica mejor caracterizada inducida por el estrés de RE, es la mediada por CHOP.
Aunque la transcripcién de CHOP esta regulada por las 3 vias o ejes de UPR, ATF4 es el factor de
transcripcién predominante. En un primer momento, CHOP incrementa la sintesis de la proteina
GADD34 que esta involucrada en la desfosforilacion de elF2a, permitiendo reanudar la sintesis de
proteinas y reducir la activacién de la ruta de UPR (Marciniak y col., 2004). Pero si la homeostasis
no es reparada, y CHOP sigue expresandose, se une también a otros genes como TRAIL2 (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) y los pro-apoptodticas Bim y TRIB3 (triblog homogéneo 3) (Jeony
col., 2018; Ohoka y col., 2005) acelerando el proceso de muerte celular (Figura 8). Por otra parte,
CHOP, disminuye la expresidn de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2, Bcl-xl y Mcl-1 (Hu H y col.,

2018) y favorece la expresién de EROla permitiendo catalizar con PDI la formacién de puentes
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disulfuro en las proteinas liberando H,0; en el RE. La liberacién de H,0, al citoplasma, induce ROS

dando lugar a la apoptosis mediada por estrés oxidativo (Simen y col., 2010) (Figura 8).

Ademas de los mecanismos desencadenados por CHOP, la activacién continua de la quinasa
JNK por lavia de IRE1la induce la transcripcion de los genes pro-apoptéticos Bid y Bim, mientras que
bloquea la expresién de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2. La coordinacién de estos procesos
conlleva a la oligomerizacién de las proteinas pro-apoptdticas Bax y Bak, aumentando la
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa e iniciando el proceso intrinseco de apoptosis
(Tabasy col., 2011) (Figura 8). De forma paralela, el estrés del RE induce la salida de calcio del RE al
citosol, de tal manera que es captado o absorbido por la mitocondria aumentando la liberacion del
citocromo c al citoplasma, permitiendo la activacién del apoptosoma y la activacién de la caspasa

9 (Morishima y col 2002).

2.2.3 Inflamacion

El estrés del RE, y como consecuencia la respuesta a proteinas mal plegadas, conlleva
adicionalmente a la activacion de diversas rutas inflamatorias, como son las mediadas por NF-kB y
las MAPK (JNK, p38, ERK). Cabe destacar que estas vias de sefializacién no solo regulan la expresién
de genes inflamatorios, sino que dependiendo del contexto también desempefian un papel muy

importante en la supervivencia celular (Grootjans y col., 2016).

NF-kB es uno de los principales complejos proteicos que desencadenan la inflamacion. En
situaciones fisiolégicas, NF-kB e IkB se encuentran en el citosol formando un complejo inactivo. Bajo
estrés de RE, el reclutamiento de TRAF2 tras la activacién de IRE1la permite la activacion de IKK,
que fosforila a IkB que se libera de NF-kB permitiendo su traslocacion al nucleo y facilitando la
expresion de diversos genes inflamatorios (citoquinas pro-inflamatorias, quimiocinas o moléculas
de adhesién) (Tamy col., 2012). Ademas, la activacién del eje PERK-elF2a da lugar a una atenuacién
global de la traduccién de ARNm, entre ellos de 1kB, de tal manera que se facilita la activacion de
NF-kB (Tam y col., 2012). La via mediada por IRE1a-TRAF2 activa la quinasa JNK la cual fosforila al
factor de transcripcion AP-1 que regula la transcripcién de genes inflamatorios como TNF-a e IL-8
(Sprenkle y col, 2017). Por otro lado, ATF4 y XBP1 son capaces de unirse directamente al promotor

de IL-6 induciendo su expresidn (lwasaki y col., 2014; Martinon y col., 2010).

Por otro lado, lainduccion de estrés de RE permite la activacion del inflamasoma NLRP3. Este
complejo es el encargado de activar a la caspasa 1 que procesa las formas inmaduras de las citosinas

IL-18 e IL-1PB en sus formas maduras y solubles. La actividad ARNasa de IRE1la permite la induccion
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del inflamasoma NLRP3 mediante la degradacion de miR-17, facilitando la expresién de TXNIP
(ligando de NLRP3) (Lerner y col., 2012; Chen y col., 2018). Ademas, favorece el ensamblaje del
complejo del inflamasoma permitiendo la oligomerizacién de ASC (dominio de reclutamiento de
caspasas) (Talty y col., 2019). Igualmente, PERK favorece la expresion de TXNIP y la activacion del
inflamasoma pero su mecanismo aun es desconocido (Oslowski y col., 2012). Por su parte la salida
de Ca 2+ del RE hacia la mitocondria produce grandes cantidades de ROS mitocondrial que también

activan al inflamasoma (Gong y col., 2018).

Asimismo, los procesos desencadenados por el estrés de RE promueven un ambiente
profibrético mediados por la induccién de apoptosis, la inflamacién, la produccién de citoquinas
profibrdticas a partir de las células epiteliales e inmunes (Kropski y col., 2018). Se ha descrito que
el estrés de RE puede acelerar la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos (Matsuzakiy col.,
2015). Especificamente, IRE1la degrada al microRNA-150 facilitando la expresion de a-SMA y la

transicidn epitelio mesenquimal (Heindryckx y col., 2016).

2.3. Estrés de reticulo endoplasmatico y enfermedad renal

Diferentes condiciones exdgenas como la falta de oxigeno y nutrientes, o la administracion
de farmacos; endégenas como la acumulacidn de proteinas o lipidos en el rifidn, o la formacién de
calculos renales; o incluso genéticas, pueden desencadenar la activacion de la respuesta a proteinas
mal plegadas en las células glomerulares y tubulares renales, mostrando asi una implicacién directa

en el desarrollo de la patologia renal.

Diversos estudios han mostrado como la falta de oxigeno y nutrientes provocado por la
isquemia inducen estrés de RE en las células tubulares renales, observandose un aumento de elF2aq,
GRP78 y CHOP que finalmente lleva a estas células a la muerte celular por apoptosis (Montie y col.,
2005; Noh y col., 2015; Prachasilchai y col., 2009). Asimismo, en un modelo de transicién hacia el
dafio renal crénico inducido por isquemia, se observé un aumento de GRP78 y CHOP (Shu y col.,

2018).

La nefrotoxicidad inducida por farmacos puede activar la ruta de UPR provocando
inflamacidn y muerte celular. Por ejemplo, el cisplatino, un agente alquilante utilizado en
guimioterapia para el tratamiento de diversos tumores, induce la expresion de GRP78, XBP1y CHOP
en células renales murinas (Servais y col., 2008; Peyrou y col., 2007). De hecho, el bloqueo de CHOP
disminuye el dafio renal inducido por cisplatino, demostrando el papel clave del estrés de RE en la

nefrotoxicidad inducida por este agente anti-tumoral (Yan y col., 2018). En células tubulares renales
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y en biopsias de pacientes se observé una induccién de GRP78 y CHOP como consecuencia del dafio
desencadenado por la ciclosporina A, un supresor de la activaciéon inmune (Hamay col., 2013; Liuy

col., 2015; Foufelle y col., 2016).

La acumulacidn excesiva de proteinas en células tubulares y glomerulares, es una de las
principales causas que lleva a la activacidn de UPR y a la progresion de la enfermedad renal. Los
podocitos son extremadamente susceptibles al estrés del RE debido a su alta capacidad de
plegamiento de proteinas en el RE y sus altos niveles de actividades anabdlicas o catabdlicas (Fany
col., 2017). En ratas con nefropatia membranosa o glomerulonefritis, se observé un aumento de las
chaperonas GRP78 y GRP94 en podocitos dirigidas a restaurar la homeostasis proteica (Cybulsky y
col., 2005; Inagi y col., 2005). En un modelo de sindrome nefrdtico inducido por el aminonucleésido
de puromicina (PAN), la induccién del estrés del RE en podocitos provoca una localizacidn errénea
de la nefrina (componente clave en la barrera de filtraciéon glomerular). Esto sugiere que el dafio en
los podocitos puede causar una alteracion en el plegamiento y trafico de la nefrina como un factor
subyacente en el mecanismo patoldgico de la proteinuria (Nakajo y col., 2007; Fujii y col., 2006). La
acumulacidn proteica también puede ocurrir en la zona medular, donde el estrés del RE inducido
en las células tubulares conlleva a la muerte celular y a la activacién del inflamasoma (Fang (a) y
col., 2013). Entre otras, la acumulacién de urotensina Il induce estrés en el RE y aumenta la
produccién de matriz extracelular en las células tubulares de ratones con diabetes temprana (Pang
y col., 2016) y el exceso de albimina conlleva a la apoptosis inducida por el estrés de RE (Ohse y

col., 2006; Xia y col., 2016).

Un caso especial es el desencadenado por la hiperglucemia en la nefropatia diabética (ND).
Las concentraciones elevadas de glucosa pueden inducir estrés de RE contribuyendo al dafio
glomerular y tubular (Fang (b) y col., 2013; Cao y col., 2014). Las células del epitelio tubular son las
células diana en los trastornos metabdlicos inducidos por la glucosa y por tanto juegan un papel
critico en la progresién de la ND, pero ademds, el acumulo de proteinas persistente contribuye a la
disfuncion glomerular mediada por el estrés del RE (Lindenmeyer y col., 2008). Estudios recientes
han identificado algunos inductores especificos que desencadenan la activacién de la ruta de UPR
y que conducen a la progresién de la ND. Uno de estos inductores son los productos finales de
glicacién avanzada (AGEs) que activan la sefializacion ATF4/p16 en las células tubulares
desencadenando la inhibicién del ciclo celular, lo que implica una senescencia prematura
promoviendo la fibrosis tubulointersticial (Liu y col., 2015). De manera similar, el receptor de AGE
(RAGE) induce la senescencia prematura en células tubulares a través de la activacién de la ruta de

UPRy la sefializacion de p21 (Liu y col., 2014). Ademas, se sabe que alteraciones en la sefalizacién
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de la insulina impide la actividad de XBP1s en los podocitos y exacerba la respuesta apoptoética
dependiente de ATF6 en ratones diabéticos (Madhusudhan y col., 2015). Como consecuencia de
estos estudios, la inhibicidn de la respuesta a proteinas mal plegadas se plantea como una posible
terapia en la ND.

La acumulacidn de lipidos (hiperlipidemia) en el rifion también puede llevar el estrés del RE
provocando un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y cambios
estructurales y funcionales en las células tubulares, mesangiales y podocitos (De Vries y col., 2014;
Yang y col., 2017). El acido palmitico (PA) activa la ruta apoptdtica del estrés del RE en las células
de los tubulos proximales y en podocitos, mediada por la induccion del FT CHOP (Sasakiy col., 2009;
Sieber y col., 2010).

Una de las causas mas comunes de la litiasis renal es la hiperoxaluria. El aumento de oxalato
en las células renales induce niveles altos de ROS que promueven la, inflamacién y el dafo renal
(Khan y col., 2014). Estas condiciones de estrés oxidativo persistente favorecen la aparicion de
proteinas mal plegadas, activando la ruta de UPR y la apoptosis que a su vez facilita la formacion de
precipitados de oxalato calcico (Abhishek y col 2017; Kamg y col., 2020). Ademds, se ha descrito
gue la formacién de estos cdlculos renales se asocian con una excesiva autofagia desencadenada
por lavia de PERK-elF2a que favorece en ultimo termino la muerte celular por apoptosis (Suny col.,
2020).

Por ultimo, diferentes mutaciones genéticas que implican defectos en el plegamiento y/o
procesamiento de las proteinas pueden llevar a la activacién de la ruta de UPR. Asi, expresiones
aberrantes de uromodulina por cambios aminoacidicos en el gen UMOD, provocan su acumulacion
en el RE desencadenando la activacion de UPR causando nefropatia hiperuricémica (Bernascone |y
col., 2006). Igualmente, mutaciones génicas en el coldgeno IV,a-actinina-4, laminina, nefrina y
podocina inducen estrés de RE llevando a la apoptosis celular (Pieri M y col., 2014; Cybulsky y col.,

2009; Cheny col., 2013; Fan y col., 2009).

En humanos, se ha descrito un incremento de la expresion de los marcadores de estrés de
RE en biopsias de pacientes con glomerulonefritis membranoproliferativa y crescénica (Cybulsky y
col., 2013; Inagi y col., 2009), con sindrome nefrético donde se acumulan principalmente en las
células del epitelio tubular (Lhotak y col., 2012; Wu y col., 2010) y con nefropatia diabética donde
se observé un aumento significativo de GRP78 (Lee y col., 2012; Kim y col., 2015; Lindenmeyer y

col., 2008).

Como consecuencia de la funcidn clave que desarrolla el estrés de RE en el dafio renal, se han

llevado a cabo diversos estudios en modelos murinos para evaluar el efecto de los inhibidores
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clasicos de estrés de RE, 4-PBA (4-fenilbutirato ) y TUDCA (Acido tauroursodeoxycolico). Estos
farmacos han sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) por su efecto terapéutico
para restaurar la tolerancia a la glucosa y mejorar la sensibilidad a la insulina en trastornos
metabdlicos como la diabetes y la obesidad (Lee y col., 2014). En la Tabla 2 se resumen los estudios
realizados con 4-PBA, TUDCA, y el inhibidor de XBP1, STF-083010, en modelos de dafio renal
inducido mostrando que el bloqueo del estrés del RE contribuye a disminuir los procesos

inflamatorios, apoptdticos y fibréticos que conllevan al daiio renal irreversible.

Tabla2.- Estudios de inhibicién farmacoldgica de estrés de RE en dafio renal.

Inhibidor Modelo animal Consecuencia Referencia
4-PBA IRA inducida por Mantenimiento de la integridad de la Carlisle y col.,
Tunicamicina estructura del tubulo 2014
Obstruccion ureteral Reduccién de marcadores de fibrosis .
4-PBA ) Liuy col., 2016
unilateral (UUO) (a-SMA 'y TGF-B).
4-PBA ERC inducida por Reduccidén de infiltracion de macrdéfagos, Mohammed-Ali y
angiotensina ll albuminuriay fibrosis (TGF-B). col., 2017
ND inducida por Reduccion de inflamacion (MCP-1) y fibrosis .
4-PBA . i Qivy col., 2011
estreptozotocina (TGF-B y colageno I).
Induccién de Reduccién de estrés de RE, normalizacién
. . o ., . Randhawa y col.,
4-PBA hiperoxaluria con de respuesta antioxidante, reduccién dafo 2019
etilenglicol renal
Induccién de » .
. . Reduccion de apoptosis (CHOP y Caspasa
4-PBA hiperoxaluria con ) Suny col., 2020
) . 12) y autofagia (BECN1)
etilenglicol
L Reduccién de inflamacion (IL-6), apoptosis
4-PBAY Transicion IRA-ERC . . i
. . (Caspasa 3y 12) y fibrosis (colageno | y Shuy col., 2018
TUDCA inducida por I/R
a-SMA).
. . Reduccién de muerte celular tubular por
TUDCA IRA inducida por I/R . Gao y col., 2012
apoptosis (Caspasa 12).
ERC inducid . - L De Miguel y col.,
TUDCA . incticica por Reduccioén de proteinuria y albuminuria ¢ Miguely co
dieta alta en sales 2019
ERC inducida por Reduccidn de inflamacidn (inflamasoma
TUDCA aldosteron: NLRP3, IL-1B e IL-18) y fibrosis (colagenoly  Guoy col., 2016
IV, TGF-By fibronectina)
TUDCA ND (ratones db/db;) Reduccion de la apoptosis (Caspasa 3y Fany col., 2017
CHOP)
., . i6n (1L-1 ]
STF-083010  IRA inducidapor /R educcion deinflamacion (IL-1By TNFa) y . o o) 5099

apoptosis (Caspasa 3 y CHOP)
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3. LA REGULACION EPIGENETICA COMO DIANA TERAPEUTICA EN LA PATOLOGIA RENAL

A principios de los afios 40, Conrad Waddington, establecidé una relacion entre el fenotipo y
el genotipo siendo asi el primero en acuiar el término epigenética, definiéndola como la rama de
la biologia que estudia las interacciones causales entre los genes y sus productos, y que dan lugar
al fenotipo (Waddington, 1942). Actualmente, la epigenética se define como el estudio de los
cambios en la expresion génica que se heredan de forma estable sin producir alteraciones en la
propia secuencia de ADN (Berger y col., 2009). La mayoria de estos cambios tienen lugar durante la
division celular permitiendo asi la generacién de una amplia variedad de fenotipos a partir de un

Unico genotipo.

Los mecanismos de regulacién epigenética mejor establecidos son; la metilacion del ADN, las
modificaciones de las histonas, los microRNAs y los complejos enzimaticos encargados de
remodelar la cromatina. La mayoria de estos mecanismos inducen cambios en la compactacion de
la cromatina permitiendo o inhibiendo la transcripcién génica. De esta forma, la cromatina puede
tener una estructura compacta (heterocromatina) asociada con la represion génica o una mas
abierta (eucromatina), accesible a la maquinaria transcripccional y por lo tanto asociada con una
transcripcién activa (Ocampo J y col., 2016). En general, la metilacion del ADN y la presencia de
modificaciones de histonas represivas se asocian con la heterocromatina, mientras que la

desmetilacion del ADN y las marcas de histonas activadoras son caracteristicas de la eucromatina.

Por todo ello, la adquisicion de diferentes patrones epigenéticos es la base en la que se
sustenta la diversidad celular, y que permite la expresiéon diferencial del genoma en funcion del
estadio de desarrollo, del tipo de célula, del ambiente en el que se encuentre o de los estimulos a
los que sean expuestos (Calvanese y col; 2012, Pérez y col; 2018, Morgan y col., 2008). Las
modificaciones en estos patrones van a tener consecuencias importantes en la fisiologia celular
pero también en el desarrollo de la enfermedad. A medida que se ha ido avanzando en el estudio
de la epigenética, conocemos mas sobre su implicaciéon en diversas enfermedades (cancer
metabdlicas, neurodegenerativas, crénicas) (Kwon y col., 2016; Tzika y col., 2018; Guo y col., 2019).
En tumores, donde este campo ha sido mas desarrollado, la hipermetilacién de genes supresores
tumorales o la desmetilaciéon de proto-oncogenes, entre otras, favorecen el desarrollo tumoral

(Kulis y col., 2010; Di Cerbo y col., 2013).

El gran potencial de los mecanismos de regulacidn epigenética es que, a diferencia de lo que
ocurre con las mutaciones genéticas, son reversibles. Es decir, las modificaciones epigenéticas
pueden ser moduladas afectando de esta forma a la expresién génica. El desarrollo de inhibidores

epigenéticos capaces de modular de forma especifica estas modificaciones o los enzimas que las
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producen ha supuesto una revolucidén en los ultimos afios, permitiendo revertir o inducir la
expresion de genes especificos. Algunos de estos compuestos estan actualmente en fase clinica,
principalmente en el campo tumoral, pero también en fases pre-clinicas en otras muchas
enfermedades. Por ejemplo, la 5-azacitidina (vidaza) y la 5-AZA-2’deoxicitidina (decitabidina),
ambos inhibidores de las DNA-metiltransferasas, estdn aprobados para el tratamiento de la
leucemia mieloide aguda y el sindrome mielodisplasisco. Numerosos ensayos clinicos estan
actualmente en marcha para evaluar la eficacia de estos fdrmacos en una gran variedad de tumores

y otras patologias (www.clinicaltrials.gov).

3.1 Las modificaciones de histonas.

En el nlcleo de las células eucariotas, el ADN interacciona con proteinas histonas
conformando la estructura de la cromatina. El nucleosoma, la unidad fundamental de la cromatina,
esta formado por 146 pares de bases de ADN que se enrollan alrededor de un octamero de histonas,
formado por dos copias de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4. Adicionalmente, la histona
H1 es la encargada de interaccionar con el ADN espaciador uniendo asi un nucleosoma a otro y
originando la compactacion de la cromatina. La mayor parte de las modificaciones post-
traduccionales que ocurren en las histonas, tienen lugar en los aminodcidos situados en sus colas.
Existen diversas modificaciones de histonas, como la acetilacion, metilacién, ubiquitinacién,
sumoilacién, ADP-ribosilacidn, fosforilacidon e isomerizacidn de prolinas, citrulinacion, crotonilacién
y butirilacion. Muchas de estas modificaciones estdn comenzando a ser estudiadas y sus

implicaciones funcionales estan aun por determinar.

La gran variedad de modificaciones en los extremos N-terminales de las histonas y las
multiples combinaciones entre ellas, dan lugar a lo que se conoce como el “cédigo de histonas”
(Jenuwein y col., 2001). Estas combinaciones tendrdn como consecuencia compactaciones
diferentes de la cromatina, permitiendo o bloqueando el acceso de factores de transcripcién y

complejos transcripcionales, y en uUltimo término la expresion génica (Figura 9).

La acetilacion de las histonas consiste en la adicidn de un grupo acetilo al grupo amino de la
cadena lateral de la lisina. La acetilacion de las lisinas en las histonas H3 y H4 generalmente esta
asociada con la activacion de la transcripcion, debido a que da lugar a la neutralizacién de la carga
positiva de los residuos de lisina (NHs*) favoreciendo una reduccién de la afinidad de las histonas
por la carga negativa del fosfato del ADN. Esto genera un empaquetamiento de la cromatina mas

débil adoptando una estructura menos condensada permitiendo la activacion de la transcripcion
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(Figura 9). Sin embargo, la desacetilacidn de las histonas provoca una mayor condensacién y la

represidon génica.
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Figura 9. Modificacion de histonas y cambios en la estructura de la cromatina. Las
modificaciones en las colas de las histonas actian en conjunto permitiendo una estructura de
la cromatina abierta o cerrada, que da lugar a la activacidon o represién transcripcional,
respectivamente. Las HAT y HMT afiaden (“writers”) grupos acetilo y metilo,
respectivamente; las HDAC y HDM eliminan (“eraser”) estos grupos y los lectores
epigenéticos (“reader”) reconocen y se unen a estas modificaciones de histonas.

La adiccion de grupos acetilo a las lisinas estd regulada por dos familias de enzimas con
funciones opuestas, las histonas acetiltransferasas (HATs) o “writer” y las histonas deacetilasas
(HDACs) o “eraser” (Figura 9). Las HATs catalizan la adicidn del grupo acetilo en las colas de las
histonas utilizando como donador la acetil-CoA. Existen principalmente 3 familias; GNAT, MYST y
CBP/P300 que forman parte de grandes complejos proteicos y que pueden actuar sobre un gran
numero de proteinas ademas de las histonas. Por el contrario, las HDACs eliminan grupos acetilo y
pueden dividirse en 4 grupos; | (HDAC 1-3, 8), Il (HDAC 4-7, 9y 10), lll (Sirtuinas 1-7) y IV (HDAC 11).
Los grupos I, Il y IV forman la familia de HDAC clasicas, dependientes de Zn, mientras que la

categoria lll es NAD+ dependiente (Falkenberg y col., 2012).

Por otro lado, la acetilacion de las histonas sirve como punto de anclaje a otras proteinas que

actuan como lectores epigenéticos (“readers”). Estas proteinas poseen dominios especificos de
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unién a las lisinas acetiladas, denominados bromodominios, y a su vez van a facilitar el
reclutamiento de otros complejos enzimaticos o transcripcionales (Figura 9). Una de las familias de

lectores epigenéticos mejor caracterizadas es la familia de proteinas BET.

La metilacidn de histonas, consiste en la adiciéon de uno a tres grupos metilo a los residuos
susceptibles de metilacién, generando asi lisinas o argininas mono-, di- o trimetiladas. En funcién
de la histona y del grado de metilacion pueden ser marcas asociadas a la activacién (H3K4me3 o
H3K36me3) o la represion (H3K9me3, H3K27me2, H3K27me3) transcripcional (Figura 9). Las
argininas también pueden encontrarse mono o di-metiladas en las posiciones H4R3 y H3R2 siendo
estas marcas asociadas a la activacidn. La adicion de grupos metilo a la cromatina esta mediada por
las enzimas histonas metiltransferasas (HMTs) o “writer” (Figura 9), que usan como donante de
grupos metilo a la s-adenosilmetionina. Las N-metiltransferasa de argininas (PRMTs) pueden mono
o di-metilar, lo que tiene diferentes consecuencias funcionales dependiendo del residuo, mientras
que las metiltransferasas de lisinas (KMTs) pueden afiadir hasta tres grupos metilos. A su vez, las
HMTs pueden actuar en colaboracidn con otros modificadores epigenéticos, como las HDAC, con el
fin de eliminar las marcas de activacién y de esta forma favorecer la represion transcripcional (Deb
y col., 2014; Gall Troselj K y col., 2016). La eliminacién de estos residuos estd a cargo de las
desmetilasas de histonas (HDMs) o “eraser” (Figura 9), que pueden tener dos tipos de dominios
cataliticos; el domino Jumonji (JMJC) o LSD1. JMIC puede desmetilar residuos trimetilados o
dimetilados de lisina y residuos dimetilados de arginina en las histonas H3 y H4. Sin embargo, LSD1

puede desmetilar lisinas mono o dimetiladas tanto en la histona H3 como el H4.

3.2 La familia de proteinas BET

La familia de proteinas BET esta formada por cuatro miembros; BDR2, BRD3, BRD4 y BRDT,
y como se indicd previamente, se caracterizan por contener bromodominios que reconocen los
residuos de lisinas acetiladas en las colas de las histonas y otras proteinas no histonas (Zhang G y
col., 2014). Estas proteinas se encuentran en el nicleo celular, y se expresan de forma ubicua a

excepcion de BRDT cuya expresion esta restringida a células germinales masculinas.

La estructura de las proteinas BET incluye dos bromodominios altamente conservados
colocados en tandem (BD1 y BD2), un dominio extraterminal (ET) y un dominio c-terminal (CTD).
Los BD son los responsables de la interaccidn proteina-proteina ya que son las regiones que actlan

como “lectores” epigenéticos. El dominio ET es responsable del reclutamiento de diferentes
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complejos, mientras que el CTD solo lo poseen dos de los miembros de la familia de las proteinas

BET (BRD4 y BRDT), y es necesario para el reclutamiento del factor de elongacion positivo (P-TEFb).

BRD4 es el miembro de las proteinas BET mejor caracterizado, fué identificado en mamiferos
y descrito como una proteina coactivadora involucrada en la transcripcion génica (Jiang y col.,
1998). Como todos los miembros de la familia, BRD4 posee dos bromodominios colocados en
tandem (BRD4-BD1 y BRD4-BD2) que le permite reconocer y unirse a residuos de lisina acetilados y
un dominio ET encargado de reclutar complejos proteicos como NSD3 (una HMT), JMID6 (una
PRMT), CHD4 (subunidad catalitica del remodelador de cromatina NuRD) o P300 (acetil transferasa)
que inducen cambios en la estructura de la cromatina (Figura 10) (Taniguchi, 2016). Pero ademas,
BRD4 puede clasificarse como un coactivador transcripcional ya que tiene la capacidad para reclutar
el complejo P-TEFb (formado por el heterodimero CDK9 vy su ciclina T1) a las regiones acetiladas
donde se ha unido. El complejo pTEFb tiene una doble funcidn, por un lado libera al complejo de
inhibicion HEXIM 1, y por otro, fosforila el dominio carboxilo terminal de la RNA polimerasa Il

necesario para su elongacion (Figura 10).
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Figura 10. Implicaciones de BRD4 en la remodelaciéon de la cromatina y la transcripcion
génica. BRD4 regula principalmente la transcripcion génica mediante el reclutamiento de
enzimas remodeladoras de cromatina y complejos proteicos ademas de por la unién a la
magquinaria transcripcional. Las proteinas BET reconocen y se unen a residuos acetilados de
histonas y factores de transcripcién a través de sus bromodominios y actian como nexo de
unidén entre estas proteinas y los remodeladores epigenéticos. Ademas interactian
directamente con el complejo de elongacion p-TEFb (CDK9/CycT1) favoreciendo la
transcripcién. Tomada de Suarez-Alvarez By col., 2017a.
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BRD4 se une principalmente a regiones reguladoras de la transcripciéon, como los
promotores, pero también se ha detectado en secuencias potenciadoras de la transcripcién
(enhancers) facilitando una transcripcion génica rapida en respuesta a un estimulo determinado,
como por ejemplo la mediada por el FT, NF-kB (ltzen y col., 2014; Huany y col., 2009; Belkina y col.,
2013). El oncogen c-Myc fue el primer gen identificado como diana de BRD4 (Ott y col., 2012) pero
posteriormente se ha demostrado como BRD4 también puede unirse a residuos acetilados en
proteinas no histonas, como los factores de transcripcién. Por ejemplo, BRD4 reconoce las regiones
acetiladas de STAT3 favoreciendo la expresion de IL-17A y RORyT involucrados en la respuesta
inmune mediada por Th17, ademas BRD4 se une a la lisina 310 acetilada de la subunidad p65/RelA
del NF-kB impidiendo su degradacidn por el proteasoma aumentando asi los niveles nucleares de

p65 incrementando la respuesta inflamatoria (Suarez-Alvarez y col., 2017)

A nivel funcional, las proteinas BET y especialmente BRD4 han sido implicadas en la
regulacién de la transcripcién de genes implicados en el ciclo celular y la progresiéon tumoral
(Crawford y col., 2008), pero también en el desarrollo embrionario (Boehm y col., 2013). En los
ultimos afios, estudios relevantes han demostrado su implicacion en los procesos inflamatorios y
fibrdticos. A su vez, la induccién de TGF- aumenta la acetilacién de la histona H4, lo que permite
el reclutamiento de BRD4 y del complejo de iniciacién de la transcripcién facilitando la expresién

de genes profibroéticos (COL1A1, CTGF, SMAD7, aSMA y TGFB1) (Tangy col., 2013; Ding y col., 2015).

Debido a su relevancia funcional, el desarrollo de inhibidores especificos de las proteinas
BET (iBET) se ha convirtiendo en una prometedora estrategia terapéutica en diferentes patologias.
Los primeros estudios han sido realizados en el contexto tumoral, donde la actividad
antiproliferativa de estos inhibidores ha sido ampliamente demostrada. Este mecanismo esta
mediado, en parte, por la inhibicidn de la unién de BRD4 a la regién reguladora de c-MYC lo que
reduce su expresion y la proliferacion tumoral (Mertz y col., 2011; Delmore y col., 2011). De esta
forma, los iBET son una buena estrategia terapéutica en tumores altamente dependientes de c-
MYC como son el linfoma de Burkitt, algunos tipos de leucemia mieloide aguda (LMA) (Zubery col.,
2011) y tumores no hematoldgicos como el melanoma o el carcinoma de ovario (Seguray col., 2013;
Baratta y col., 2015). JQ1 es uno de los iBET mas potentes y mejor estudiados, desarrollado por el
grupo de James Bradner del Instituto del Cancer Dana-Farbe en Boston. Esta molécula tiene
afinidad por los bromodominios de las proteinas BET impidiendo que estas proteina reconozca los
residuos de lisinas acetiladas (Filippakopoulos y col., 2010). Una de sus primeras aplicaciones fue el
tratamiento para el carcinoma de linea media de la proteina nuclear del testiculo (NUT), originado

por la formaciéon del complejo proteico BDR4-NUT, el cual actia como una oncoproteina
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favoreciendo una continua proliferacion (Wang y col., 2015). Actualmente, diversos iBETs (JQ1,
OTX015, I-BET762, RVX-208 o ABBV-075) estan siendo ensayados en estudios preclinicos y clinicos
en numerosos tumores (Algahtani y col., 2019). Sin embrago, el potencial terapéutico de los iBETs
no estd restringido a las enfermedades proliferativas, sino que se esta comenzado a analizar su
efecto en otro tipo de patologias con un alto componente inflamatorio y fibrético, como son las
enfermedades cardiacas y renales. El inhibidor Apabetalona (RVX208, Resverlogix®), que inhibe
especificamente el bromodominio 2, se ha evaluado en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(NCT01728467), enfermedades cardiacas (NCT01863225), enfermedad de Fabry (NCT03228940) y
enfermedad renal en etapa terminal (NCT03160430) (Morgado-Pascual y col., 2019). En pacientes
con una funcion renal reducida, el uso de Apabetalona mostré un efecto en la respuesta inmune e
inflamatoria, el estrés oxidativo, la disfuncion endotelial y la calcificacion vascular (Waisiak y col.,
2018). A pesar de su potencial efecto, estos inhibidores no estan exentos de efectos secundarios
como toxicidades gastricas o intestinales o fatiga, por lo que se estan buscando nuevas estrategias
para mejorar su eficacia y disminuir su toxicidad. Una de estas estrategias es el uso de quimeras
pequefias que permiten la degradacion de la proteina diana via proteasoma (PROTACs). Hasta la
fecha dos diferentes BET-PROTACs (ARV-771 y ARV-825) han sido evaluados mostrando un mayor
potencial apoptdtico. Recientemente, se ha generado un nuevo PROTAC con el inhibidor JQ1 y el
ligando de KEAP1, bardoxolona, el cual podria tener también importantes implicaciones en la ruta
de NF-kB (Tong y col; 2020). Ensayos con estos nuevos inhibidores permitird mejorar la eficacia
clinica de los iBETs y ampliar los estudios clinicos en diversas patologias, incluida la enfermedad

renal.

3.3 Modulacion epigenética en el daiio renal

En los ultimos afios se ha hecho un gran avance en entender el papel que las modificaciones
epigenéticas tienen en la progresidon de la patologia renal. Estos mecanismos regulan procesos
claves en esta enfermedad como son la inflamacidn y la fibrosis. A pesar de que hay una carencia
de estudios globales que identifiquen estas modificaciones epigenéticas en patologias concretas, si
hay que una clara evidencia de que el tratamiento con inhibidores epigenéticos modula la expresién

de genes claves en los procesos pro-inflamatorios y pro-fibréticos.

Uno de los tratamientos mejor estudiados es el uso de inhibidores de HDACs. La
administracién de tricostatin A (TSA) a un modelo animal con obstruccion ureteral unilateral (UUO)
no solo reduce la fibrosis renal mediante la inhibicidn de las vias de sefializacion TGF-B/SMAD, EGFR

y STAT3 (Liu y col., 2013) o las rutas de sefializacion Notch-2 (Tung y col., 2017) sino que también
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disminuye el infiltrado inflamatorio reduciendo los niveles de CSF-1y MCP-1 (Marumoy col., 2010).
La inhibicién de HDAC restaura los cambios fenotipicos inducidos por TGF-B1 incluido la induccién
de a-SMA dato que confirma la implicacién de la acetilacion en la fibrosis renal (Noh y col., 2009).
Ademas, los inhibidores de HDAC TSA y VPA restauran la expresién de Klotho y PGC-1a inducida
por la deacetilacién en condiciones inflamatorias (Ruiz-Andrés O et al; 2016). Sin embargo también
se sabe que el bloqueo de la SIRT1 en podocitos de ratones diabéticos agrava la proteinuria y el

dafio renal mediada por la activacién de p65 y STAT3 (Liu y col., 2014).

Al igual que ocurre con la acetilacidon de histonas, estudios en marcas de metilacién de
histonas especificas han mostrado su implicacién en procesos asociados al dafio renal. En modelos
de fibrosis renal, se ha descrito un aumento de la trimetilacion de la H3K9 y H3K7 (Zhou y col.,
2016). De hecho, la inhibicidn de la HMTs EZH2 atenua la fibrosis renal de manera dependiente de
Smad7. Asimismo, la inhibicidon de la HMTs G9a, encargada de la dimetilacién de H3K9, reduce la
expresion de Klotho y la fibrosis renal en un modelo de obstrucciéon uretral unilateral (UUO) (Irifuku
Ty col., 2016). Por el contrario, la enzima encargada de la trimetilacién de H3K9, SUV39H1, parece
protectora en la nefropatia diabética debido a que reduce la inflamacidn renal y la apoptosis en
células HK2 (Wang y col., 2018). La marca activadora H3K4me3 estd presente en los genes
inflamatorios TNFa y CCL2 y en los pro-fibréticos TGF-B y coldgeno tipo lll, llevando a una
sobreexpresion de estos y a una mayor progresién del dafio renal(Naito y col., 2019,(Sun y col.,
2010). A pesar de todos estos resultados, se requiere un estudio global de todas las modificaciones

de histonas para entender su papel regulador en procesos patoldgicos concretos.

Como previamente se menciond, el estudio de las proteinas BET en la patologia renal es un
campo de investigacion reciente, pero los primeros resultados bloqueando su efecto muestran un
importante efecto anti-inflamatorio y anti-fibrdtico generando una gran expectativa en el uso de
estos inhibidores. Nuestro grupo ha sido uno de los primeros en describir el efecto terapéutico del
inhibidor JQ1 en un modelo animal de dafio renal (Suarez-Alvarez y col., 2017). En células del
epitelio tubular activadas con TNF-qa, el tratamiento con JQ1 disminuye la expresiéon de genes
proinflamatorios (CCL2, IL6, CCL5) a través de cambios en la cromatina y del bloqueo de la ruta de
NF-kB, en concreto reduciendo los niveles nucleares de RelA debido a su degradacién por el
proteasoma (Figura 11). Ademas, la administracion de JQ1 en diversos modelos animales de dafio
renal (UUO, Angiotensina Il y anti-membrana basal glomerular) reduce el infiltrado inflamatorio, la
activacion de NFkB, y la respuesta inmune mediada por Th17 (Figura 11). Estudios adicionales

demostraron que el tratamiento con otro inhibidor, I-BET151, también inhibe in vivo la acetilacion
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de NF-kB disminuyendo asi el nUmero de macréfagos infiltrantes en el tubulo renal (Xiong y col.,
2016). En un modelo animal de ND, el tratamiento con el inhibidor de BET, MS417, reducen la

acetilaciéon de STAT3 y NF-kB disminuyendo la inflamacién renal (Liu y col., 2014).

Por dultimo, los inhibidores de proteinas BET también pueden presentar propiedades
antifibréticas en la patologia renal (Figura 11). Como hemos descrito, BRD4 esta implicado en los
procesos inflamatorios que tienen lugar antes de la acumulacién de la matriz extracelular, por lo
que el alivio en la fibrosis renal, tras los tratamientos con I-BET, podria ser una consecuencia y no
un efecto directo. Sin embargo, varios estudios han demostrado que el tratamiento con I-BET151
en un modelo de UUO disminuye la activacion de fibroblastos renales por diferentes procesos:
disminuye la expresién de los receptores de factores de crecimiento (EGFR y PDGFR), inhibe la
fosforilacidn y la acetilacién de Smad3, STAT3 y NF-kB y suprime el ciclo celular en fase G2/M en las
células de epitelio renal (Xiong y col., 2016). Igualmente, estudios in vitro en células epiteliales
tubulares estimuladas con TGF-B1 muestran que la inhibicién de BRD4 tras el tratamiento con JQ1,
reduce la expresion de los génes fibroticos a-SMA, colageno IV y fibronectina (Zhou y col., 2017).
Por lo que el tratamiento con JQ1 o I-BET151 disminuye la fibrosis renal de manera directa.
Asimismo, la transicidn epitelio mesenquimal se desencadena de las células tubulares tras
situaciones pataldgicas, se ha demostrado como JQ1 puede revertir los cambios que produce la
transicion epitelio mesenquimal ya que disminuye la expresién de vimentina y aumenta la

expresion de marcadores epiteliales como la E-caderina y ZO-1 (Wang y col., 2019).

En conclusidn, podemos afirmar que el estudio global de los procesos epigenéticos que
ocurren en las diversas entidades de la patologia renal, asi como el desarrollo de nuevos farmacos
epigenéticos, mas especificos, supondran una prometedora estrategia terapéutica para frenar los
procesos inflamatorios y fibréticos que conllevan al dao irreversible, y en general para el abordaje

de la patologia renal.
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Figura 11. Implicacion de las proteinas BET en el daiio renal. Las proteinas BET son
reguladores esenciales de los procesos inmunes y fibréticos que tienen lugar en el daiio
renal. La inhibicidon farmacoldgica de las proteinas BET reduce su unién a los residuos de
lisinas acetiladas en histonas y factores de transcripcidon que regulan la expresion de
genes clave en la respuesta inflamatoria, la diferenciacién de células Thl7 y en la
fibrosis. Adaptada de Suarez-Alvarez y col; 2017a.
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