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RESUMEN: Los inhibidores del punto de control inmunitario (ICI)
constituyen el grupo inmunoterapéutico mas relevante del dmbito oncoldgico,
pero no estin exentos de efectos adversos. Las lesiones renales, aunque
raras, empeoran el pronéstico. Actualmente existen combinaciones de
inmunoterapia y quimioterapia que mejoran la eficacia, pero aumentan el
riesgo de sufrir efectos secundarios nefrotéxicos. El objetivo fue la evaluacion
histoldgica del dafio renal asociado alos ICI anti-CTLA-4 y anti-PD-1 en
combinacién con cisplatino.

Se disefié un modelo experimental en ratones C57BL/6 tratados con la
terapia combinada de cisplatino (10 mg/kg, dosis tinica) con anti-CTLA-4
o anti-PD-1 (10 o 15 mg/kg/dia, durante 6 dias). Se incluyeron grupos con
las monoterapias de los firmacos y un grupo control. La evaluacién del
dafio renal histolégico se realizé de forma ciega siguiendo un protocolo
de cuantificacién de lesion tisular basado en una escala. Los datos fueron
analizados con el programa estadistico IBM SPSS Statistics.

Los resultados mostraron dafio renal tubular, mas pronunciado en la
corteza externa, asociado al tratamiento con cisplatino, mientras que no
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hubo alteraciones estructurales en la monoterapia con ICIL. El cotratamiento
potencid el dafio estructural renal del cisplatino. Esta potenciacion fue més
evidente en la region corticomedular, lo que sugiere que la combinacién de
firmacos provoca una lesién més profunda en el rifién.

Palabras clave: inhibidores del punto de control inmunitario (ICL);
cisplatino; terapia combinada; dafio renal; cuantificacion histoldgica.

ABSTRACT: Immune checkpoint inhibitors (ICI) constitute the most
relevant immunotherapeutic group in the oncology field, but they are not
exempt from adverse effects. Renal lesions, although rare, worsen the prognosis.
Currently there are combinations of immunotherapy and chemotherapy
that improve efficacy but increase the risk of nephrotoxic side effects. The
objective was the histological evaluation of renal damage associated with
ICI anti-CTLA-4 and anti-PD-1 in combination with cisplatin.

An experimental model was designed in C57BL/6 mice treated with the
combined therapy of cisplatin (10 mg/kg, single dose) with anti-CTLA-4 or
with anti-PD-1 (both 10 or 15 mg/kg/day, for 6 days). Groups with drug
monotherapies and a control group were included. Histological kidney
damage assessment was performed blindly following a scale-based tissue
injury quantification protocol. The data were analyzed with the statistical
program IBM SPSS Statistics.

The results showed renal tubular damage, more pronounced in the outer
cortex, associated with cisplatin treatment, while there were no structural
alterations in monotherapy with ICI. Co-treatment potentiated renal
structural damage from cisplatin. This potentiation was more evident in
the corticomedullary region, so it seems that the drug combination causes
a deeper injury in the kidney.

Keywords: Immune Checkpoint Inhibitors (ICI); cisplatin; combination
therapy; kidney damage; histological quantification.

INTRODUCCION
Cidncer y lineas de tratamiento

La Sociedad Espafiola de Oncologia Médica define cdncer como un término

que engloba numerosas enfermedades caracterizadas por el desarrollo de células
anormales, que se dividen, crecen y se diseminan sin control en cualquier parte
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del organismo. Esto puede formar masas, llamadas “tumores”, que destruyen a
los tejidos sanos (SEOM, 2019).

El céncer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo. En
2020, se registraron 19,3 millones de casos y casi 10 millones de muertes, segin
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2022).

El tratamiento que recibe cada paciente depende del tipo de cincer y del estadio
en que se encuentre. Algunos pacientes reciben un solo tratamiento, aunque la
mayoria se someten a una combinacion de estos (NIH, 2022).

1.2. Inmunoterapia

Los avances en el conocimiento de la respuesta inmune frente a los tumores,
junto con el estudio de sus mecanismos de evasion, han conducido al disefio de
nuevos tratamientos enfocados a potenciar la respuesta inmune y a aumentar la
supervivencia de los pacientes (Cancer Research UK, 2021). Es el caso del trata-
miento inmunoterapico basado en los inhibidores de puntos de control inmunitario
(ICI), anticuerpos capaces de bloquear moléculas que modulan dichos puntos

(ASCO, 2020).

1.3. Inbibidores del punto de control inmunitario (ICI)

Los puntos de control inmunitario son proteinas reguladoras que forman
parte del sistema inmunitario (SI) impidiendo que la respuesta inmunolégica
resulte desmesurada y destruya las células del organismo (NIH, 2022). Cuando los
receptores de los linfocitos T reconocen los antigenos de superficie de una célula
cancerosa, se activan para eliminarla, pero también es necesaria una sefial de stop
que asegure que no haya sobreactivaciéon (De Francisco et al., 2019). Existen dos
vias de regulacion de linfocitos T mediante receptores de inhibicién: 1) antigeno
4 asociado a linfocitos T citotéxicos (CTLA-4) y 2) receptor de muerte progra-
mada 1 (PD-1) (De Francisco et al., 2019). Las vias de CTLA-4 y PD-1 actiian
en diferentes etapas de la respuesta inmune.

Las células tumorales han desarrollado formas de evadir el SI integrando
estos mecanismos (Buchbinder y Desai, 2016). El conocimiento de estas vias ha
llevado al desarrollo de nuevos medicamentos, los ICI, que son: ipilimumab (anti-
CTLA-4); atezolizumab, avelumab y durvalumab (anti-PD-L1); pembrolizumab
y nivolumab (anti-PD-1) (Buchbinder y Desai, 2016).
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1.4. Toxicidad derivada del uso de ICI

La inmunoterapia (IT) mejora la respuesta en cdnceres que no responden a la
quimioterapia (QT). Aumenta su eficacia, disminuye la probabilidad de recaida
y causa menos efectos secundarios (sus dianas farmacoldgicas se encuentran en
el SI) (Booth, 2021).

Sin embargo, el tratamiento basado en ICI se asocia a efectos adversos deriva-
dos de una respuesta autoinmune (IrAEs), limitando su uso. Presentan toxicidad
generalizada en la mayoria de los sistemas del organismo. Recientemente, se han
aprobado terapias basadas en la combinacion de IT y QT, las cuales mejoran la
eficacia, pero aumentan el riesgo de sufrir efectos adversos (Perazella y Shirali, 2020).

1.5. Daiio renal asociado a ICI

Una complicacién de los ICI son los efectos adversos renales. Aunque la nefro-
toxicidad es menos comtn que otras complicaciones, y apenas ha sido estudiada,
se ha demostrado que los efectos renales empeoran el prondstico de los pacientes.
La incidencia de nefrotoxicidad en monoterapia es del 2 %, mientras que estu-
dios basados en combinaciones demuestran un aumento de la toxicidad renal (El
Rassy et al., 2018). Estos efectos adversos incluyen dafio renal agudo, proteinuria
y anomalias electroliticas. El dafio renal agudo debido a nefritis tubulointersticial
aguda es la lesion mas comun (Perazella y Shirali, 2020).

En nuestro laboratorio se ha puesto a punto un modelo experimental en ratén
para caracterizar el dafio renal asociado a los ICI en monoterapia y en combina-
cién con cisplatino. La determinacién de biomarcadores urinarios de dafio renal
subclinico pone de manifiesto que la terapia combinada de cisplatino con anti-
CTLA-4 o0 anti-PD-1 presenta un efecto potenciador del dafio renal funcional
en comparacion con los tratamientos en monoterapia (datos no publicados). Con
base en estos resultados, nuestra hipétesis es que el dafio funcional asociado al
cotratamiento con ICI y cisplatino se acompaiia de dafio estructural renal.

2. OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo es la caracterizacién histolégica del dafio renal
asociado a los ICI (anti-CTLA-4 y anti-PD-1) en monoterapia y en combinacién
con quimioterapia (cisplatino), en un modelo murino.

Los objetivos especificos fueron:

1) Establecer si el dafio estructural renal asociado a los ICI es dosis-dependiente.
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2) Determinar si existen diferencias entre el dafio producido en distintas
estructuras (glomérulos, tibulos, vasos e intersticio) y/o localizaciones
renales (corteza externa, zona corticomedular y médula).

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Modelo experimental

Se emplearon ratones macho C57BL/6 de 8 semanas y peso medio de 25
gramos. En el Anexo I se encuentran los cronogramas asociados a los distintos
grupos de tratamiento.

El dia de sacrificio, los ratones se anestesiaron por via intraperitoneal con
pentobarbital sédico (100 mg/kg). Después se realizé una incisién en “V” en el
abdomen y se abrié6 la cavidad toricica. Ambos rifiones se extirparon y uno de
ellos se f1j6 en formaldehido (3,7-4,0 % w/v) para realizar los estudios histoldgicos.

3.2. Procesamiento de los ririones

Los rifiones fijados en formaldehido se procesaron con el fin de obtener cortes
para realizar estudios estructurales renales.

Los rifiones fueron enviados al Servicio de Patologia Molecular Comparada
de la Universidad de Salamanca. Fueron tratados en el procesador de tejidos con
formol, xilol y alcoholes degradados hasta colocarlos en parafina liquida, formando
bloques una vez que esta solidifica. Se hicieron cortes del tejido embebido en para-
fina de 2-3 pm con el microtomo. Para la tincidn se desparafinaron las muestras.
Tras ello se hidrataron, se sumergieron en hematoxilina, luego en eosina y se lavo
con agua el exceso de colorante.

3.3. Evaluacion y cuantificacion del dasio histologico

Los portas con los cortes se visualizaron al microscopio 6ptico de campo
claro (Olympus31 multicabezal de 5 posiciones) acoplado a una cimara (Olympus
DP70) y, posteriormente, se obtuvieron las fotografias con un aumento de 600X
utilizando el programa informatico DPController.

Se tomaron en total 420 fotografias de los rifiones de los ratones de los 8 grupos
experimentales. De cada rifién se tomaron 5 fotos de la regién cortical externa y
otras 5 de la region corticomedular. Se obvié la regién medular, puesto que en la
visualizacién general previa no se observé ninguna alteracion en esta asociada a
ninguno de los tratamientos.
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La evaluacién y la cuantificacién se realizaron de forma ciega siguiendo un
protocolo de cuantificacion de dafio renal histoldgico que se detalla a continuacién.

Con el programa PowerPoint se dividi6 cada foto en 6 dreas iguales. Para
evaluar el dafo se asigné a cada drea una puntuacién:

e 0:sin dafo

e 1:dafio en hasta 1/3 del area

e 2:dafio entre 1/3 y 2/3 del 4rea
e 3:dafio en més de 2/3 del area

Una vez obtenidas las puntuaciones de cada drea se registraron en una hoja
de Excel, donde se recopild informacion referente a la identificacion del rifidn.

3.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tratados del siguiente modo:

1) Cilculo de las medias de las puntuaciones de las 6 dreas de cada rifdn.

2) Cilculo de la media de los valores obtenido en todas las fotografias de un
mismo rifién/zona evaluada (zona externa y zona corticomedular).

3) Cilculo de las medias de los valores de los rifilones de un mismo grupo de
tratamiento, asi como el error estindar de la media.

El anilisis estadistico de los datos se realizé con el programa informatico IBM
SPSS Statistics. Se introdujeron como variables el grupo de tratamiento, el valor
de cuantificacion del dafio renal y la identificacion del ratén.

Para averiguar si los datos seguian una distribucién normal o no normal se
realizé la prueba de Shapiro-Wilk.

Si los datos seguian una distribucién normal se aplicé el test ANOVA de un
factor comparando medias y se realiz6 el test de Scheffe como post-hoc. En cambio,
cuando eran no normales se aplicaron pruebas no paramétricas y se compararon
medianas utilizando la prueba de Kruskal-Wallis.

Finalmente, se considerd que existian diferencias estadisticamente significativas
entre grupos cuando p < 0,05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El dafo histolégico asociado a anti-CTLA-4 se valord en los cortes de rifidn
tefiidos con hematoxilina-eosina. Los resultados mostraron que el tratamiento con
cisplatino causd alteraciones en los tibulos proximales y distales con acumulacién
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vacuolar y puntualmente agrandamiento nuclear (Figura 1B), mientras que la
monoterapia con anti-CTLA-4 a las dosis estudiadas no causé alteraciones estruc-
turales (Figura 1C); hay que sefialar que estos ratones tampoco presentaron dafio
funcional renal (datos no mostrados). La combinacién de ambos firmacos (Figuras
1D y 1E) parece provocar una potenciacion del dafio causado por el cisplatino,
el cual parece ser dosis-dependiente ya que el aumento de dosis de anti-CTLA-4
(Figura 1E) acentud el dafio y su extensidn. Se aprecié un agrandamiento nuclear,
ademds de desorganizacién y destruccion de los tibulos con actimulo de contenido
proteindceo, de manera similar en tdbulos distales y proximales. En ocasiones
se detectaron complejos apoptéticos (Figura 1E). Los glomérulos estaban bien
conservados y tampoco se observé dafio en los vasos y en el intersticio asociado a
ninguno de los tratamientos. Cabe destacar que no se evidenci6 dafio en la regién
de la médula renal asociado a ninguno de los tratamientos.

Aunque el tratamiento con cisplatino cause lesiones renales estructurales
(a dosis que no produce dafio funcional evaluado no solo por creatinina, sino
también por biomarcadores urinarios de dafio renal temprano; datos no mostra-
dos), estas son mds acentuadas en la combinacién de firmacos, pudiendo ser el
ICI el responsable del aumento del dafio.

Corteza externa Region corticomedular
U @ AR o oy ?
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Figura 1. Valoracién de la estructura renal tras el tratamiento con anti-CTLA-4 en
monoterapia y combinado con cisplatino (CP). Imdgenes representativas de los cortes
de rifién tefiidos con hematoxilina-eosina. A: control; B: cisplatino 10 mg/kg; C: anti-

CTLA-4 20 mg/kg; D: cisplatino 10 mg/kg y anti-CTLA-4 10 mg/kg; E: cisplatino
10 mg/kg y anti-CTLA-4 15 mg/kg. La flecha verde sefiala una zona de acumulacién
vacuolar. Las flechas amarillas sefialan dafio tubular con dilatacién tubular, en algunos

casos, con depésitos de material hialino en la luz tubular. Las flechas rojas indican zonas
de agrandamiento nuclear. El circulo verde sefiala células apoptéticas.

En el caso de los grupos de tratamiento con el otro ICI estudiado, anti-PD-
1, la histologia fue semejante a la de anti-CTLA-4; excepto la combinacién de
cisplatino 10 mg/kg + anti-PD-1 10 mg/kg, que produjo menos alteraciones
estructurales en comparacién con la misma dosis de anti-CTLA-4. La monoterapia
del ICI no produjo alteraciones estructurales (Figura 2C). En la monoterapia por
el cisplatino (Figura 2C) se observaron alteraciones en los tibulos proximales y
distales, las cuales se van agravando con la combinacién de firmacos (Figura 2E)
con un aumento de la destruccién tubular, acumulacién de depésitos proteindceos
y agrandamiento nuclear. Igualmente se detectaron complejos apoptéticos (Figura
2E). Esto sugiere una potenciacién del dafio renal del cisplatino por el ICI.
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Corteza externa

Region

corticomedular

Figura 2. Valoracién de la estructura renal tras el tratamiento con anti-PD-1 en mono-
terapia y combinado con CP. Imédgenes representativas de los cortes de rifién tefiidos
con hematoxilina-eosina. A: control; B: cisplatino 10 mg/kg; C: anti-PD-1 20 mg/kg; D:
cisplatino 10 mg/kg y anti-PD-1 10 mg/kg; E: cisplatino 10 mg/kg y anti-PD-1 15 mg/
kg. Las flechas verdes sefialan una zona de acumulacién vacuolar. Las flechas amarillas
sefialan zonas representativas de dafio tubular con dilatacién tubular, en algunos casos,
con depésitos de material hialino en la luz tubular. Las flechas rojas indican zonas de
agrandamiento nuclear. El circulo verde sefiala células apoptéticas.
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Tras la cuantificacion del dafo histolégico en la corteza renal, se represen-
taron graficamente los datos obtenidos (datos no mostrados). Se observé que la
monoterapia con ICI no causa dafio estructural, a las dosis y tiempos estudiados.
Esto concuerda con la bibliografia existente, ya que los IrAEs que afectan al rifién
ocurren raramente en el tratamiento con ICI (Spiers et al., 2019). La monoterapia
del cisplatino causa dafio, el cual se ve aumentado en las combinaciones con el ICI
[lo que ya ha sido demostrado (El Rassy ez al., 2018)], a excepcion de la combi-
nacién del cisplatino con la dosis de anti-PD-1 mds baja, que no parece que se
potencie el dafio por cisplatino, puede ser que no haya potenciacién a esa dosis.
Esta potenciacion del dafio por el ICI es significativa en la combinacién con la
dosis mds alta de ICI respecto a la monoterapia de anti-CTLA-4 y anti-PD-1, lo
cual sugiere que podria ser dosis-dependiente.

A ) % B % l
xx 18 P
*x ** 16 I
57 I W
[y = -
§ £ 2% . " Control
- 2E,,]
£z g £
R BE . Cisplatino 10 mg/kg
23 S |
23 g Ant
T . s nti-CTLA-4 20 mg/kg
2’ o B os 1
g% 55
. Q = oa N Cisplatino 10 mg/kg +
1 : 02—t 1 anti-CTLA-4 10 mg/kg
¢ Cisplatino 10 mg/kg +
2 anti-CTLA-4 15 mg/kg
A B
25 888
: ;,,; Control

[ ] Cisplatino 10 mg/kg

Anti-PD-1 20 mg/kg

[ Cisplatino 10 mg/kg +
anti-PD-1 10 mg/kg

Daiio histoldgico renal
(unidades arbitrarias)
Daiio histolégico renal
(unidades arbitrarias)

= Cisplatino 10 mg/kg +
anti-PD-1 15 mg/kg

Figura 3. Cuantificacién del dafio histoldgico en (1) el modelo de anti-CTLA-4 y en (2)
el modelo de anti-PD-1 en (A) la corteza externa y en (B) la regién corticomedular.
Escala de cuantificacidén: 0, sin dafio; 1, dafio en hasta 1/3 del 4rea cuantificada; 2, dafio
entre 1/3 y 2/3 del drea cuantificada; 3, dafio en més de 2/3 del drea cuantiﬁcada. 1)
Diferencias estadisticamente significativas vs. grupo control: **p < 0,01; ***p < 0,001;
vs. Grupo anti-CTLA-4 20 mg/kg: *p < 0,05; *”p < 0,01. N = 5, excepto en el grupo
control (n=7). (2) Diferencias estadisticamente significativas vs. grupo control: *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; vs. grupo cisplatino 10 mg/kg: #p < 0,05; #p < 0,01; ##p <
0,001; vs. grupo anti-PD-1 20mg/kg: %p < 0,01; $%%p < 0,001; vs. grupo cisplatino 10 mg/
kg + anti-PD-1 10 mg/kg: ¥%&%p < 0,001. N =5, excepto en el grupo control (n = 7).
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El dafio causado por el cisplatino fue mds intenso en la corteza externa sin
producir casi alteraciones en la regién corticomedular (Figura 3.1.B y 3.2.B).
Existen estudios que también han demostrado que las lesiones por cisplatino més
prominentes se producen en la corteza externa (Figura 3.1.A y 3.2.A) (Prost y
Cinat, 2017). La combinacion de firmacos genera un dafio més extenso, es decir,
el dafio se extiende mds hacia la region corticomedular que en la monoterapia con
el cisplatino. Esto se podria explicar por un mayor efecto potenciador del ICI en
la regién corticomedular.

La terapia combinada de QT e IT puede proporcionar beneficios antineopldsi-
cos superiores al uso de estos individualmente (El Rassy et al., 2018; Spielbauer ez
al.,2018). Sin embargo, la potenciacién del dafio renal resultante de la combinacién
se ha descrito en diversos estudios (Dumoulin ez al., 2020; Puzanov et al., 2017).
Actualmente, la nefrotoxicidad asociada ala IT y su combinacién con la QT no se
conoce en profundidad. Con este estudio se ha logrado un modelo preclinico que
ha permitido estudiar el dafio histolégico renal asociado a los ICI en combinacién
con cisplatino. Este modelo permitird el estudio de sus mecanismos de toxicidad,
asi como la busqueda de biomarcadores asociados al dafio. Dichos biomarcadores
pueden proporcionar informacion relativa a las lesiones renales que evitaria la
necesidad de realizar biopsias diagndsticas en la prictica clinica.

5. CONCLUSIONES

1. LalT basada en anti-CTLA-4 o anti-PD-1 no produce dafio histolégico
por si misma en nuestro modelo experimental.

2. Lacombinacion de cisplatino con anti-CTLA-4 o anti-PD-1 potencia el
dafio renal causado por cisplatino.

3. Las alteraciones estructurales renales son mayores en la corteza externa,
sin embargo, la potenciacion por los ICI es méds pronunciada en la regién
corticomedular.

4. La potenciacion del dafio observado podria ser dosis-dependiente, tanto
en el caso de anti-CTLA-4 como de anti-PD-1.
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Anexo I: modelo experimental
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Cronogramas de los modelos experimentales: el cisplatino se administré a dosis dnica el
primer dia del experimento y los ICI con pauta diaria.
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