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Resumen 

El fracaso renal agudo (FRA) es la pérdida súbita de la función renal. El 7-10% de los FRA están 

provocados por rabdomiolisis, un síndrome caracterizado por la ruptura de músculo esquelético 

que provoca la liberación masiva de mioglobina al torrente sanguíneo, lo que resulta tóxico a nivel 

renal. Actualmente no existe ningún tratamiento farmacológico específico para esta patología, tan 

solo cuidados paliativos, por lo que la búsqueda de nuevos mecanismos implicados en el desarrollo 

de este fenómeno resulta de gran interés. Klotho es una proteína que se expresa mayoritariamente 

en el riñón y que posee acciones antiinflamatorias y antioxidantes, además de estar implicada en la 

homeostasis del fósforo y el calcio. La expresión renal de Klotho disminuye en contextos de estrés 

oxidativo e inflamación. Estas dos condiciones ocurren durante el FRA asociado a rabdomiolisis. En 

esta tesis hemos estudiado los mecanismos fisiopatológicos implicados en el daño renal por 

rabdomiolisis, prestando especial interés en la expresión renal de Klotho. Para ello, hemos 

desarrollado varios abordajes experimentales en modelos de rabdomiolisis con ratones y realizado 

estudios en células tubulares estimuladas con mioglobina. Además, analizamos los niveles 

plasmáticos de Klotho en pacientes con rabdomiolisis. Nuestros datos muestran que la inducción 

de rabdomiolisis en ratones disminuye la función renal, provoca hiperfosfatemia, hipocalcemia e 

incrementa el daño tubular y el estrés oxidativo a las 24 horas, existiendo una mejoría paulatina de 

estos parámetros entre los 3 y 7 días. La expresión de citoquinas inflamatorias aumentó a las 24 h, 

observando infiltrado de macrófagos a 3 y 7 días. Nuestros resultados in vivo muestran un 

descenso significativo de la expresión génica de Klotho en el riñón a partir de las 3h y proteica a 

partir de las 24 horas, la cual se mantiene reducida a los 30 días, coincidiendo con un aumento de 

la fibrosis renal y una respuesta inflamatoria crónica. Los niveles plasmáticos de Klotho disminuyen 

en pacientes con FRA asociado a rabdomiolisis. En células tubulares estimuladas con mioglobina se 

produce un aumento del estrés oxidativo y de mediadores inflamatorios, así como un descenso 

significativo de la expresión génica y proteica de Klotho de forma dosis dependiente. El descenso 

de Klotho por mioglobina se revierte con el uso de antioxidantes y un inductor de la activación de 

Nrf2 in vitro, pero no in vivo. Por último, nuestros datos muestran que Klotho desempeña un 

importante papel en la prevención del daño renal por rabdomiolisis, ya que la administración 

exógena de Klotho recombinante mejora la función renal y reduce la expresión de marcadores de 

daño tubular. En conclusión, nuestros resultados ponen de manifiesto que el FRA asociado a 

rabdomiolisis reduce la expresión renal de Klotho de forma temprana, la cual se mantiene 

disminuida aún cuando la función renal se ha restablecido. El descenso de Klotho en rabdomiolisis 

puede estar relacionado con el estrés oxidativo, si bien éste no es el único mecanismo responsable.  
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Summary 

Acute kidney injury (AKI) is the abrupt decrease in kidney function, which encompasses both 

injury and impairment. The 7-10% of AKIs are caused by rhabdomyolysis, a syndrome 

characterized by the rupture of skeletal muscle and massive release of myoglobin into the 

bloodstream, resulting in increased renal injury. Currently there is no specific pharmacological 

treatment for this pathology, only palliative care, so the search for new mechanisms involved 

in the development of this phenomenon is of great interest. Klotho is a protein that is 

expressed mainly in the kidney and has anti-inflammatory and antioxidant actions, in addition 

to being involved in the homeostasis of phosphorus and calcium. Klotho's renal expression 

decreases in contexts of oxidative stress and inflammation. These two conditions occur during 

rhabdomyolysis associated AKI. In this thesis we have studied the physiopathological 

mechanisms involved in renal damage by rhabdomyolysis, with special interest in Klotho's 

renal expression. To this end, we have developed several experimental approaches in 

rhabdomyolysis models in mice and we have performed studies on tubular cells stimulated 

with myoglobin. In addition, we have tested Klotho's plasma levels in patients with 

rhabdomyolysis. Our data show that induction of rhabdomyolysis in mice decreases renal 

function, causes hyperphosphatemia, hypocalcemia, and increases tubular damage and 

oxidative stress at 24h, with gradual improvement of these parameters at 3 and 7 days. 

Inflammatory cytokine expression increased at 24 h, observing macrophage infiltration at 3 

and 7 days. Our in vivo results show a significant decrease in Klotho's gene expression in the 

kidney from 3h and in protein from 24h which was still reduced at 30 days, coinciding with an 

increase in renal fibrosis and a chronic inflammatory response. We observed a decrease in 

Klotho plasma levels in patients with rhabdomyolysis associated AKI. In tubular cells stimulated 

with myoglobin, we observed an increase in oxidative stress and inflammatory mediators, as 

well as a dose dependent decrease in Klotho mRNA and protein expression of Klotho. The 

decrease of Klotho by myoglobin was reversed with the use of antioxidants and Nrf2 activators 

in vitro, but not in vivo. Finally, our data show that Klotho plays an important role in the 

prevention of kidney damage by rhabdomyolysis, since the exogenous administration of 

recombinant Klotho improved renal function and reduced the expression of markers of tubular 

damage. In conclusion, our results show that rhabdomyolysis-associated AKI reduces Klotho's 

renal expression early, which remained reduced even when renal function has been restored. 

The decrease of Klotho in rhabdomyolysis may be related to oxidative stress, although it is not 

the main mechanism responsible. 
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Abreviaturas 

Relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En muchos casos, se ha mantenido la 

correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente utilización en el lenguaje 

científico.  

 

Aa  Aminoácido 

DNA  Deoxyribonucleic acid (Ácido desoxirribonucleico) 

ARE  Antioxidants response elements. (Elementos de respuesta antioxidante) 

ATP  Adenosín trifosfato 

BUN  Nitrógeno ureico en sangre 

CCL-  CCchemokine ligand. (Ligandos de quimioquinas CC) 

CPK  Creatina fosfoquinasa 

CTGF  Connective tissue growth factor. (Factor crecimiento de tejido conectivo) 

Cul3  Cullin 3. (culina-3) 

CytC  Citocromo C 

DAB  3,3´-diaminobencidina 

DAPI  4´,6-diamidino-2-fenilindol 

dNTP  Dexosirribonucleótido fosfato 

EER  Error estándar de la media 

ELISA  Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

ERC  Enfermedad renal crónica 

FBS  Suero fetal bovino 
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FITC  Fluoresceine isothiocyanate. (Isotiocianato de fluoresceína) 

FRA  Fracaso renal agudo 

Gpx  Glutatión peroxidasa 

GSH  Glutatión reducido 

GST  Glutatión-S-transferasa 

HDL  High densinty lipoprotein. (Lipoproteína de alta densidad) 

HIF-1  Hypoxia-inducible factor 1 alpha. (Factor inducible de hipoxia 1 alfa).  

His  Histidina 

HO  Hemoxigenasa 

Hp  Haptoglobina 

HRP  Horseradish peroxidase. (Peroxidasa del rábano) 

HSP  Heat shock protein. (Proteína de choque térmico) 

H2DCFDA 2,7-diclorodihidrofluoresceína 

Ig  Inmunoglobulina 

IL  Interleuquina 

iNOS  Óxido nítrico sintasa inducible.  

Keap 1  Kelch-like ECH-associated protein 1 

Kl  Klotho 

Kl  Gen de Klotho 

KIM-1  Kidney injury molecule 1. (Proteína 1 de daño renal) 

LDH  Lactato deshidrogenasa 
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Leu  Leucina 

LPS  Lipopolisacárido 

MAPK  Mitogen-activated protein kinases. (Proteína quinasa activada por mitógenos) 

Mb  Mioglobina 

MDA  Malondialdehído 

MMP  Metaloproteínasas 

NAC  N-acetil cisteína 

NADPH  Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NF-κB   Factor nuclear κB 

NGAL  Neutrophil gelatinase-associated lipocalin. (gelatinasa asociada con lipocalina 

del neutrófilo) 

NTA  Necrosis tubular aguda 

NOS  Óxido nítrico sintasa 

NQO1  NADPH quinonedehydrogenase 1. (NADPH quinona deshidrogenasa 1) 

Nrf2  Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 

PDGF  Platelet-derived growth (factor. Factor de crecimiento derivado de plaquetas) 

PFA  Paraformaldehido  

PKA  Proteína quinasa A 

PKC  Proteína quinasa C 

PRR  Receptores de reconocimiento de patrones 

PVDF  Fluoruro de polivinilideno 
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RNA  Ácido ribonucleico 

RNS  Especies reactivas de nitrógeno 

ROS  Especies reactivas de oxígeno 

RPMI1640 Medio Roswell Park Memorial Institute 1640 

SFN  Sulforafano 

sCR  Creatinina sérica 

SOD  Superóxido dismutasa 

SV40  Retrovirus termosensible de simio 40 

TBP  TATA binding protein. (Proteína de unión a caja TATA) 

TBS  Tampón de tris 

TLR  Toll-like receptor. (Receptor de tipo Toll) 

TGF-  Transforming growth factor beta. (Factor de crecimiento transformante beta) 

TNF-  Tumor necrosis factor alpha. (Factor de necrosis tumoral alfa) 

TRX  Tiorredoxina 

TUNEL  Terminal deoxynucleotidyl Transferase dUTP nick end labeling 

TWEAK  Tumoral necrosis factor-related weak inducer of apoptosis (Inductor débil de 

apoptosis similar al factor de necrosis tumoral) 

UTR  Untranslated region. (Región no codificante) 
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1. El riñón 

1.1. Estructura y función 

El riñón es un órgano que realiza funciones imprescindibles para el mantenimiento de la 

homeostasis del organismo: 

- Eliminación de desechos del metabolismo en forma de orina. 

- Mantenimiento del equilibrio hidroelectrolítico y ácido-base. 

- Endocrino-metabólica, destacando la producción de eritropoyetina (estimula y 

controla la producción de glóbulos rojos), renina (implicada en el sistema renina-

angiotensina-aldosterona, regulador del volumen extracelular y de la presión 

sanguínea) y vitamina D (se transforma en calcitriol, que regula los niveles de calcio). 

Los riñones eliminan urea y otros productos de desecho que transporta la sangre a través 

de sus unidades de filtración, denominadas nefronas. Cada riñón contiene alrededor de 1 

millón de estas unidades de filtración. La nefrona constituye la unidad estructural y funcional 

de los riñones.  Cada nefrona está formada por: 

- Corpúsculo renal o de Malpighi: formado a su vez por el glomérulo y la capsula de 

Bowman. Esta es la parte responsable del filtrado del plasma sanguíneo. 

- Sistema tubular: formado por el túbulo contorneado proximal, el segmento delgado y 

grueso del asa de Henle y el túbulo contorneado distal. Esta es la parte de la nefrona 

que se encarga de reabsorber agua, sustancias e iones útiles para el cuerpo. 

Los corpúsculos de Malpighi y los túbulos proximal y distal se encuentran en la zona del 

riñón denominada corteza, mientras que los dos segmentos del asa de Henle se localizan en la 

médula (E. Hall, 2016b) (Figura 1). 

 

Figura 1. Estructura del riñón. En la parte 

superior izquierda, corte esquemático de 

riñón que representa la topografía general del 

órgano. A la derecha, localización cortical y 

medular de los componentes de la nefrona y 

del sistema de los conductos colectores. En la 

parte inferior izquierda, esquema simplificado 

de la nefrona 
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Para que el riñón ejerza sus funciones es precisa la integridad de tres aspectos (E. Hall, 2016a): 

- Una perfusión renal suficiente para mantener una presión de filtración adecuada. 

- La integridad anatómica y funcional del parénquima renal: glomérulos, túbulos, 

intersticio y vasos sanguíneos. 

- Una vía excretora libre que permita la eliminación de la orina. 

1.2. Daño renal 

La mayoría de las enfermedades renales conocidas producen un efecto perjudicial sobre 

el funcionamiento de las nefronas y los túbulos. Esto impide una correcta eliminación de las 

toxinas o desechos que produce el organismo, las cuales se acumulan en la sangre. Además, 

como consecuencia del daño renal se producen otras alteraciones importantes en el 

mantenimiento del equilibrio electrolítico y la volemia. En la actualidad, la clasificación de la 

mayor parte de las nefropatías sigue basándose en la naturaleza de la lesión inicial que afecta 

al parénquima renal y la porción del riñón que se ve afectada con más intensidad. De esta 

forma, las nefropatías pueden ser glomerulares, tubulointersticiales o vasculares. Según su 

evolución, las nefropatías se califican como agudas o crónicas y pueden causar fracaso renal 

agudo (FRA) o enfermedad renal crónica (ERC) (Remuzzi, Ruggenenti and Benigni, 1997). 

Independientemente del tipo de nefropatía, la consecuencia más grave del daño renal es el 

fracaso de las funciones del riñón, que puede ocasionar la muerte del paciente. El FRA y la ERC 

son síndromes integrados debido a que la ocurrencia de uno puede incrementar el riesgo de la 

aparición del otro (Chawla and Kimmel, 2012). Ambas patologías tienen respuestas adaptativas 

y patológicas comunes como son la muerte celular, proliferación, indiferenciación celular e 

inflamación, que determinan en conjunto el deterioro del filtrado glomerular. En esta tesis nos 

vamos a centrar en el fracaso renal agudo, el cual describiremos a continuación. 

1.3. Fracaso renal agudo 

El FRA es un síndrome clínico caracterizado por la pérdida brusca de la función renal que 

conduce a un incremento de nivel de toxinas urémicas en sangre, las cuales resultan 

deletéreas para el propio riñón y otros órganos (Liaño and Pascual, 1996). El FRA está asociado 

con una alta mortalidad y frecuentemente con una progresión hacia ERC (Siew and Davenport, 

2015). Aúnque la mortalidad ante un FRA aislado ha disminuido hasta un 21% gracias a los 

recientes avances en la terapia del remplazo renal, la mortalidad del FRA complicado por una 

disfunción multiorgánica se ha mantenido sin cambios y se calcula en aproximadamente el 

50% (Belcher et al., 2013). Las opciones para el tratamiento del FRA se limitan a sustituir la 
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función renal mediante diálisis, si es necesario, y no existen herramientas para acelerar la 

recuperación funcional del riñón. El FRA puede ser prerrenal si falla el aporte sanguíneo, por 

falta de volumen o de presión, parenquimatoso si se alteran las estructuras renales u 

obstructivo en el caso que se produzca una incapacidad de eliminar la orina por un problema 

mecánico en la vía excretora (Liaño and Pascual, 1996; Sharfuddin and Molitoris, 2011). La 

forma más frecuente de FRA es el parenquimatoso (45% de los casos). Dentro de éste, la causa 

más frecuente es la necrosis tubular aguda (NTA), estando presente en el 85% de los mismos 

(50% de origen isquémico y 35% de causa toxica o mixta). El término de NTA fue definido por 

las necropsias estudiadas antes de que se definiera la apoptosis como una forma distinta de 

muerte celular. Sin embargo, en la NTA, la forma más frecuente de muerte celular es la 

apoptosis (Solez, Morel-Maroger and Sraer, 1979; Olsen, Olsen and Hansen, 1985). Los 

cambios morfológicos del FRA en el ser humano incluyen muerte celular, regeneración, 

inflamación y edema intersticial (Olsen, Olsen and Hansen, 1985). Los riñones tienen la 

capacidad de recuperarse de un daño agudo. Durante el FRA, tras una primera fase en la que la 

principal característica es la muerte de células tubulares, hay una segunda fase de 

recuperación (Humes, Lake and Liu, 1995). Las células tubulares que permanecen en los 

túbulos después del daño proliferan para regenerar el epitelio tubular y recuperar la función 

renal. Las células madre también participan en la reparación tisular después del daño 

(Jakubowski et al., 2005). Se ha sugerido la existencia de células progenitoras en el riñón que 

participan en la reparación del epitelio tubular. Estas células proliferarían después de un daño 

renal y se diferenciarían para contribuir a la regeneración tubular, aúnque también pueden 

estar involucradas en procesos fibróticos (Maeshima, Yamashita and Nojima, 2003; Yamashita, 

Maeshima and Nojima, 2005). Dicho aumento de los procesos fibróticos provoca un reemplazo 

progresivo de las nefronas funcionales por tejido de cicatrización, lo que puede llegar a 

ocasionar pérdida crónica de función renal. 

Actualmente existen varios biomarcadores que nos indican el inicio o el grado de daño 

renal provocado. Nos centraremos en los dos que más uso tienen tanto en la práctica clínica 

como en las investigaciones renales. La gelatinasa asociada con lipocalina del neutrófilo 

(NGAL), es una proteína de 25 kD, también llamada lipocalina 2. Tiene un bajo nivel de 

expresión en distintos órganos como riñón, pulmón, estómago y colon. Su expresión está 

fundamentalmente inducida por el daño epitelial. Por ello, es un importante biomarcador para 

la detección precoz de la lesión renal aguda por distintas etiologías, dada su rápida expresión y  

detección en orina (J. M. Belcher et al., 2014; Luo et al., 2014). Otro biomarcador de uso muy 

extendido es la molécula 1 de lesión renal (KIM-1), una glicoproteína transmembrana que se 
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sobreexpresa en las células del túbulo proximal tras un daño renal. Su detección sirve para el 

diagnóstico diferencial de la NTA frente a otros tipos de FRA como el prerrenal (J. M. Belcher et 

al., 2014; Luo et al., 2014). 

2. Rabdomiolisis 

La rabdomiolisis se define como la ruptura del músculo esquelético y se caracteriza por la 

liberación de su contenido celular al plasma. La rotura de las fibras musculares se puede deber 

a diferentes causas (Bosch, Poch and Grau, 2009; Khan, 2009):  

- Traumáticas 

o Aplastamiento 

o Electrocución 

o Quemaduras 

- No Traumáticas 

o Ejercicio excesivo 

o Hipoxia 

o Hipertermia 

o Alteraciones metabólicas de las células musculares 

o Agentes biológicos 

o Efectos tóxicos derivados de químicos, fármacos o drogas 

La compresión muscular y la isquemia provocan estrés en la membrana plasmática, lo que 

provoca la apertura de canales transmembrana que permiten la entrada a la célula muscular 

de sodio y calcio. El edema intracelular y el alto contenido de calcio ocasionan la activación de 

las proteasas neutrales citoplasmáticas y la posterior degradación de las proteínas 

miofibrilares y la activación de fosforilasas dependientes de calcio que degradan la membrana 

citoplasmática. Entre las moléculas liberadas tras la ruptura de las fibras musculares, se 

encuentran la mioglobina (Mb), enzimas como la lactato deshidrogenasa, la 

creatinfosfoquinasa y electrolitos como el potasio o el fósforo (Khan, 2009). La Mb liberada se 

puede filtrar a nivel glomerular e inducir un aumento del estrés oxidativo, vasoconstricción, 

inflamación y necrosis tubular, pudiendo producir FRA (Korantzopoulos, Galaris and 

Papaioannides, 2002). Se ha observado que no todos los pacientes con rabdomiolisis 

presentan FRA, lo que sugiere la presencia de otros factores nefrotóxicos para la aparición de 

FRA. Entre ellos se encuentra un nivel bajo de hidratación, volumen sanguíneo reducido y una 

disminución del pH. La hipovolemia ocasionada disminuye la perfusión renal y facilita el 
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proceso de obstrucción de la nefrona por la precipitación de la Mb. A un pH menor a 5.4, la Mb 

se disocia en las globinas y el grupo hemo, induciendo un efecto túbulo-tóxico (Sinert et al., 

1994; Clarkson and Hubal, 2002; Sayers and Clarkson, 2002; Huerta-Alardín, Varon and Marik, 

2005). Otras complicaciones de la rabdomiolisis son la desregulación del sistema de 

coagulación, alteraciones del ritmo cardiaco y la disminución del ion calcio del torrente 

sanguíneo por la falta de reabsorción renal por el daño en el riñón, así como por el calcio 

acumulado en el músculo dañado o el precipitado en los vasos en forma de fosfato cálcico. Por 

último, todo este proceso patológico produce un aumento de fósforo en suero ya que hay una 

gran liberación de este elemento desde el músculo y el riñón dañado no es capaz de excretarlo 

(Vanholder et al., 2000). 

2.1. Prevalencia de la rabdomiolisis 

La rabdomiolisis es una patología que causa el 7-10% de los casos de FRA cada año en 

EE.UU. (Korantzopoulos, Galaris and Papaioannides, 2002; Bagley, Yang and Shah, 2007; Khan, 

2009), aúnque su prevalencia puede estar subestimada, ya que no existen  grandes estudios 

epidemiológicos o registros actualizados sobre dicha relación. Además, existen varias 

definiciones y los escenarios clínicos varían dependiendo del país. El 50% de las personas con 

rabdomiolisis desarrolla FRA, con las consecuentes comorbalidades asociadas (Ward, 1988; 

Korantzopoulos, Galaris and Papaioannides, 2002; Fernandez et al., 2005; Melli, Chaudhry and 

Cornblath, 2005). La mortalidad estimada en  pacientes con rabdomiolisis se encuentra entre 

un 2-46%, dependiendo de la causa, del tiempo desde que se produjo hasta que se trata y de 

la presencia de otras patologías concomitantes que puedan generar complicaciones (Khan, 

2009; Zimmerman and Shen, 2013).  

2.2. Mioglobina 

La estructura de la mioglobina fue descrita por Jhon Kendrew entre 1958 y 1963 

(KENDREW et al., 1958, 1960; KENDREW, 1963). La cadena principal de Mb consta de ocho 

hélices α asignadas con las letras A-H (Frauenfelder et al., 2001). La Mb es una hemoproteína 

citoplasmática de 154 aa y un peso molecular de 17 kDa que está codificada en el cromosoma 

22q12 de humano y en el cromosoma 15D3 de ratón. Su estructura terciaria tiene una zona de 

bolsillo que consta, casi exclusivamente, de residuos no polares en su interior y donde se 

alberga el grupo prostético hemo, posicionado entre dos residuos de histidina (His), His-64 e 

His-93. Está expresada en los miocitos y en las células de las fibras musculares esqueléticas. 
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Recibe ese nombre ya que tiene grandes similitudes funcionales y estructurales con la 

hemoglobina (KENDREW et al., 1954; Wittenberg and Wittenberg, 1989). 

Evolutivamente, la mioglobina y la hemoglobina surgieron de un gen común hace más de 

500 millones de años. Al igual que la hemoglobina, la mioglobina se une de manera reversible 

al oxígeno, por lo que facilita su transporte desde la hemoglobina de los glóbulos rojos a las 

mitocondrias de las células musculares durante periodos de mayor actividad metabólica. 

Además, la Mb sirve de reservorio de oxígeno en el músculo durante condiciones hipóxicas o 

anóxicas. A diferencia de la hemoglobina, la mioglobina es monomérica y tiene un único sitio 

de unión al oxígeno, lo que hace que su curva de saturación sea hiperbólica, característica de 

la cinética enzimática normal de Michaelis-Menten en lugar de la curva sigmoidea de la 

hemoglobina tetramérica (Ordway and Garry, 2004). El grupo hemo de la mioglobina es un 

tetrapirrol cíclico, encargado del transporte del oxígeno. Contiene un átomo de hierro que les 

proporciona el color rojo a los eritrocitos y a los músculos estriados. El átomo de hierro se 

encuentra en estado de oxidación ferroso (Fe+2) y puede formar 5 o 6 enlaces de coordinación, 

dependiendo de su unión con el oxígeno.  

3. Rabdomiolisis y fracaso renal agudo 

3.1. Mecanismo fisiopatológico 

Los mecanismos por los cuales se provoca un fallo renal tras la rabdomiolisis son la 

disminución de la perfusión renal, la obstrucción tubular por la filtración de la Mb y los efectos 

tóxicos directos de la Mb sobre los túbulos renales. La Mb liberada tras la rabdomiolisis 

atraviesa directamente la membrana de filtración glomerular debido a su bajo tamaño 

molecular. En la luz del túbulo, la Mb es capaz de precipitar y formar agregados con la proteína 

de Tamm-Horsfall y originar cilindros hemáticos, que provocan la obstrucción intratubular en 

los segmentos distales de las nefronas (Heyman et al., 1996; Rosenberger et al., 2008). Esta 

obstrucción se encuentra favorecida por el pH ácido de la orina, que incrementa la estabilidad 

de los enlaces entre la mioglobina y la proteína de Tamm-Horsfall (Zager, 1996; Krouzecký et 

al., 2003). Además de precipitar, la Mb se puede reabsorber por los túbulos proximales a 

través del complejo de receptores megalina/cubilina (Tracz, Alam and Nath, 2007) o bien 

degradarse liberando el grupo hemo y hierro libre, los cuales también tienen acciones 

deletéreas, tales como la neutralización del óxido nítrico, vasoconstricción e isquemia 

(Heyman and Brezis, 1995). El descenso de la biodisponibilidad del óxido nítrico provoca la 
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desregulación de factores que controlan el tono vascular, como endotelina-1, tromboxano A2, 

factor de necrosis tumoral e isoprostanos (Bonventre and Weinberg, 2003; Bain et al., 2013).  

En el interior de las células tubulares, la mioglobina se disocia liberando la globina y el 

grupo hemo, el cual induce estrés oxidativo, producción de citocinas inflamatorias, fibrosis y 

muerte celular (Korantzopoulos, Galaris and Papaioannides, 2002). En los siguientes puntos 

nos centraremos en los 2 primeros efectos adversos. 

3.1.1. Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio en el balance agentes 

oxidantes/antioxidantes. Está promovido por un aumento de moléculas con carácter oxidante 

y un descenso de las moléculas y enzimas antioxidantes, lo que promueve un microambiente 

oxidante (Sies and Cadenas, 1985; Sies, 2015; McGarry et al., 2018). El estrés oxidativo está 

mediado por las especies reactivas de oxígeno (ROS) y las especies reactivas de nitrógeno 

(RNS), las cuales son las responsables de la modificación de macromoléculas. Existen dos clases 

de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno; por un lado, se encuentran los radicales libres 

que son moléculas o átomos que contienen uno o más electrones desapareados en su orbital 

más externo. Entre los radicales libres destacan: el anión superóxido (O2
-), que en sí es poco 

reactivo, pero resulta potencialmente tóxico debido a los intermediarios que puede producir; 

el radical hidroxilo (OH-), que es muy reactivo y con una semivida extremadamente corta; el 

radical peroxilo (ROO.), que surge de la peroxidación de lípidos; el radical alcoxil (RO.) y 

peroxinitrito (ONOO-) que es muy reactivo y es resultado de la reacción entre el óxido nítrico 

(NO) con O2
-. Por otro lado, se encuentran las especies reactivas que no contienen electrones 

desapareados, pero son agentes oxidantes. Entre ellos se encuentran: el peróxido de 

hidrógeno (H2O2), el ozono (O3), el oxígeno singlete (1O2) y el dióxido de nitrógeno (NO2) 

(Dröge, 2002; Valko et al., 2007; Palipoch, 2013) (Tabla 1). 

Tabla 1. Principales especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS). 

Radicales Libres Especies reactivas no radicales 

Superóxido O2
- Peróxido de hidrogeno H2O2 

Hidroxilo OH- Hidroperóxidos ROOH 

Alcoxil RO- Ozono O3 

Peroxilo ROO- Oxígeno singlete 1O2 

Oxido Nítrico NO Peroxinitrito ONOO- 
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Las especies reactivas de oxígeno juegan un papel muy importante a nivel celular, ya que 

pueden modular rutas de señalización específicas, lo que se conoce como señalización redox 

(Gill and Wilcox, 2006; Sirker, Zhang and Shah, 2011; Sedeek et al., 2013). Además de los 

oxidantes de origen exógeno, el organismo también puede generar ROS de forma fisiológica, 

como en el caso de los fagocitos activados, los cuales pueden producir O2
- y H202. El NO es 

normalmente producido por las óxido nítrico sintasas (NOS) en el endotelio vascular o en 

fagocitos, mientras que O2
- se genera a través de varias formas de oxidasas como la xantina 

oxidasa, la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NAD(P)H) oxidasa, la citocromo P450 

mono-oxigenasa mitocondrial y la lipooxigenasa (D’Autréaux and Toledano, 2007; Drummond 

et al., 2011). 

La Mb, así como el grupo hemo libre, se pueden considerar una fuente endógena de ROS. 

El grupo hemo de la Mb posee actividad peroxidasa y en presencia de H2O2, es capaz de 

generar radicales libres (Baron and Andersen, 2002; Buehler and Alayash, 2005; Glasauer and 

Chandel, 2013; Schaer et al., 2013). Además, la Mb interacciona con el óxido nítrico, 

reduciendo sus niveles disponibles, y éste es responsable de mantener el tono vascular, la 

relajación del musculo liso o la activación plaquetaria. La Mb es capaz de auto-oxidar las 

globinas y producir dímeros en presencia de H2O2 , generando radicales en las globinas, 

principalmente en los residuos aromáticos de histidina (Baron and Andersen, 2002).  

Cuando la mioglobina es captada por las células tubulares, éstas muestran un incremento 

de H2O2 y una dramática depleción de glutatión (Shah and Walker, 1988; Barrouillet, Moiret 

and Cambar, 1999). Además, el grupo hemo es oxidado de Fe+2 a Fe+3 y da lugar a radicales 

hidroxilo (Holt and Moore, 2000; Baron and Andersen, 2002). En presencia de peróxidos el Fe+3 

se oxida a Fe+4 y genera radicales hidroperoxilo, los cuales son altamente reactivos y 

contribuyen a la formación de nuevas especies reactivas de oxígeno en el riñón (Gutteridge, 

1986; Boutaud and Roberts, 2011). Todos estos radicales promueven la peroxidación de los 

lípidos que constituyen las membranas citoplasmáticas y generan malonaldehido (MDA), que 

intervendrá en la oxidación de proteínas y DNA (Jia et al., 2007; Buehler, D’Agnillo and Schaer, 

2010; Panizo et al., 2015). Este proceso da lugar a isoprostanos, citoquinas proinflamatorias y a 

la expresión de moléculas de adhesión, lo que amplifica la respuesta inflamatoria (Moore et 

al., 1998). 
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3.1.2. Inflamación 

La inflamación es un proceso biológico inespecífico, en el cual participan el sistema 

inmune innato y adquirido, que se produce ante una agresión, interna o externa, que puede 

estar producida por diversos factores de tipo biológico, químico o mecánico. La finalidad de la 

inflamación es la eliminación del agente causante, así como la reparación del daño producido y 

está dirigida por varios tipos celulares, principalmente mastocitos, neutrófilos, linfocitos y 

monocitos-macrófagos. Si las condiciones nocivas cesan, la respuesta inflamatoria aguda 

finaliza y el sistema inmune recupera sus condiciones homeostáticas basales. La respuesta 

inflamatoria crónica puede estar debida a que la inflamación aguda no se resuelva o a que no 

se elimine la causa inicial. La inflamación crónica está presente en diversas patologías, incluida 

la enfermedad renal (Medzhitov, 2008). 

La respuesta inflamatoria es un proceso complejo que implica varias fases. Cuando se 

produce una agresión, ya sea por un agente patógeno o por una situación de estrés, las células 

sensoriales (macrófagos residentes, mastocitos, neuronas sensoriales o células del tejido 

dañado) son las encargadas de iniciar la respuesta inflamatoria, mediante la detección de 

patógenos, toxinas o el agente causante del daño. Esta detección se puede producir de forma 

directa o indirecta mediante el reconocimiento de su efecto sobre la homeostasis del tejido, 

como la detección de apoptosis, degradación de la matriz extracelular, necrosis tisular, 

producción de ROS o daño tisular (Medzhitov, 2010). Los macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas y células implicadas en la promoción de la inflamación, son capaces de detectar un 

amplio rango de moléculas que forman parte de los patógenos a través de un conjunto de 

receptores denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRR), como los 

receptores TLRs, de sus siglas en inglés “Toll-like Receptors”, mediante los cuales se inicia una 

cascada de señalización que induce la activación del factor nuclear κB (NF-κB), la proteína 

activadora-1 (AP-1) y otros factores de transcripción que inducen la expresión génica de 

moléculas pro-inflamatorias y estimulan la generación de ROS, fagocitosis y liberación de 

diferentes citoquinas y quimioquinas, cuyo resultado es la amplificación de la respuesta 

inflamatoria (Akira, Takeda and Kaisho, 2001; Kawai and Akira, 2006; Yoneyama, Jogi and 

Onomoto, 2016). Además, las propias células del tejido dañado pueden secretar mediadores, 

entre los que se encuentran citoquinas como IL-1, IL-6 y TNF-α, factores de crecimiento como 

TGF-β, PDGF y CTGF y quimioquinas como CCL-2 y CCL5, que junto a la generación de cuerpos 

apoptóticos liberados por las células dañadas, estimulan la infiltración de células del sistema 

inmune hacia el foco inflamatorio (Segerer, Nelson and Schlöndorff, 2000; Guijarro and Egido, 
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2001; Mezzano et al., 2001; Peshkova, Schaefer and Koltsova, 2016). Una vez que las células 

infiltrantes se encuentran en la zona de lesión tisular, junto con células residentes del tejido 

diana, producen la secreción de diversos mediadores pro-inflamatorios, que exacerban la 

respuesta inflamatoria (Chung and Lan, 2011).  

La inflamación es un componente esencial en el daño renal. Se genera como respuesta a 

una agresión como un aumento de estrés oxidativo, tóxicos o desregulación fisiológica, pero a 

su vez, puede dañar el riñón. Cuando la inflamación es exacerbada en intensidad y tiempo, 

acaba produciendo un daño crónico que merma la función renal de forma permanente. Las 

células tubulares renales juegan un papel importante en la inflamación y producen citoquinas, 

quimioquinas y moléculas de adhesión que atraen células inflamatorias al riñón (González-

Cuadrado et al., 1996; van Kooten, Daha and van Es, 1999; de Haij et al., 2002). Existen 

evidencias que muestran que la inflamación juega un papel muy importante en el desarrollo 

del FRA causado por rabdomiolisis (Belliere et al., 2015). El grupo hemo es capaz de unirse a 

TLR-4 y desencadenar una respuesta pro-inflamatoria a través de la activación del factor de 

transcripción NF-kB (Lin et al., 2012; J. D. Belcher et al., 2014; Nara et al., 2016; Huang et al., 

2017). Además, la Mb promueve la activación de señales de transducción como JNK, p38 y 

MAPK, que se han relacionado con la inflamación (Medzhitov, 2008; Nielsen, Møller and 

Moestrup, 2010). Otra de las vías implicadas en respuesta inflamatoria en rabdomiolisis está 

mediada por la activación del inflamasoma NLRP3 (Nitrogen permease regulator like 3), 

responsable de la liberación de diferentes citoquinas y quimioquinas implicadas en el 

reclutamiento de monocitos/macrófagos (Komada et al., 2015). Así, se ha descrito la presencia 

de macrófagos de tipo pro-inflamatorio (M1) en fases tempranas en modelos experimentales 

de FRA por rabdomiolisis, los cuales se diferencian a macrófagos anti-inflamatorios (M2) en 

etapas posteriores (Belliere et al., 2015; Rubio-Navarro et al., 2016). 

3.2. Mecanismos de defensa 

El organismo tiene diferentes mecanismos y estrategias para protegerse de los efectos 

deletéreos de la Mb y el grupo hemo, pudiéndose diferenciar dos tipos: 

- Directos: Ejercen su acción frente a la Mb y el grupo hemo de una forma específica 

promoviendo su metabolismo y posterior eliminación. 

- Indirectos: Ejercen su acción sobre el estrés oxidativo ocasionado por la presencia de 

estas moléculas.  
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3.2.1. Directos: HO-1 

La hemoxigenasa (HO) es la enzima responsable del catabolismo del grupo hemo, dando 

como productos de su degradación al monóxido de carbono (CO), ion ferroso (Fe+2) y 

biliverdina. Existen tres isoformas de hemoxigenasa (HO-1, HO-2 y HO-3), las cuales se 

diferencian en su distribución tisular, regulación y función. La HO-1, que posee una masa 

molecular de 32 kDa, es expresada en numerosos tipos celulares y tejidos como el hígado, 

riñón, ovarios, pulmones, intestino, corazón o macrófagos peritoneales. Esta enzima se induce 

frente a diversos estímulos pro-oxidantes, entre los que se incluye la Mb. La HO-2, con 36 kDa, 

representa la isoforma constitutiva y se encuentra fundamentalmente en testículos y cerebro 

(Wang and Chau, 2010).  La HO-3 se identificó en ratas al secuenciar el gen que la expresaba y 

que tenía grandes semejanzas con el gen de la HO-2. Su expresión dio como resultado una 

proteína que tenía poca capacidad de degradación del grupo hemo y actualmente aún no se le 

ha encontrado ninguna función a esta isoforma (McCoubrey, Huang and Maines, 1997; 

Hayashi et al., 2004). HO-1 y HO-2 están reguladas por genes diferentes y solo poseen un 45% 

de homología, aúnque comparten una región con un 100% de homología que corresponde con 

el sitio catalítico de la enzima (Maines, 1988). 

La HO-1 pertenece a la familia de las proteínas de choque térmico y también es 

denominada Heat Shock Protein 32 (HSP-32). Es una enzima monomérica que está anclada a la 

parte externa de la membrana microsomal, situada en el retículo endoplásmico (Yoshida and 

Sato, 1989). El proceso de degradación del grupo hemo se puede dividir en tres fases; en 

primer lugar, el grupo hemo se oxida a hidroxihemo, posteriormente se produce verdohemo 

en una reacción que libera CO y como resultado final se obtiene biliverdina y Fe2+. Para que la 

reacción ocurra se necesitan 3 moléculas de O2 y 7 electrones, los cuales son donados por la 

NAD(P)H citocromo p450 reductasa, situada junto a HO-1 en el retículo endoplásmico (Unno, 

Matsui and Ikeda-Saito, 2007, 2012; Linnenbaum et al., 2012). El CO liberado en la reacción 

ejerce un efecto anti-inflamatorio mediante la inhibición de citoquinas pro-inflamatorias como 

TNF-α o IL-1β, y la inducción de IL-10 (Hu et al., 2015). Tanto la bilirrubina como la biliverdina 

poseen propiedades antioxidantes, por lo que se ha postulado que puede ser uno de los 

efectos beneficiosos mediados por HO-1 (Stocker, 2004; Jansen and Daiber, 2012). 

La regulación de la expresión de HO-1 es compleja, existiendo un gran número de 

moléculas endógenas y exógenas que inducen su expresión (Ryter, Alam and Choi, 2006; Lever 

et al., 2016; Bolisetty, Zarjou and Agarwal, 2017). El grupo hemo es un potente inductor, pero 

también se han descrito otros estímulos capaces de promover la expresión de HO-1 como el 
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choque térmico, radiación ultravioleta, LPS, H2O2, NO, metales pesados, hipoxia o citoquinas 

(Thomsen et al., 2013). La HO-1, tras un aumento de ROS, hipoxia o aumento de grupo hemo, 

puede ser proteolizada y translocarse al núcleo, donde es capaz de promover la transcripción 

de genes de respuesta antioxidante, incluyendo el factor de transcripción AP-1 (Lin et al., 

2007). El gen de HO-1 está altamente regulado a nivel transcripcional. Numerosos factores de 

transcripción son capaces de unirse a la región no codificante 5’ (5’-UTR) del gen, tales como 

AP-1, factor 2 asociado al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), factor de hipoxia inducible 1 (HIF-1), 

NF-kB y Bach1 (BTB And CNC Homology 1). El grupo hemo promueve la activación de estos 

factores de transcripción, los cuales inducen la actividad transcripcional del gen de HO-1 

(Hmox1)(Alam and Den, 1992; Lee et al., 1997; Ogawa et al., 2001; Alam and Cook, 2003; 

Igarashi and Sun, 2006; Zenke-Kawasaki et al., 2007). Distintos estudios han demostrado que la 

inducción de HO-1 durante el desarrollo del FRA asociado a rabdomiolisis tiene efectos 

beneficiosos en la progresión del daño renal (Bolisetty, Zarjou and Agarwal, 2017). 

3.2.2. Indirectos 

3.2.2.1. Antioxidantes 

Las células del organismo han desarrollado mecanismos contra el estrés oxidativo. Estos 

mecanismos mantienen controlados los niveles de ROS, ya sea previniendo su síntesis, 

favoreciendo su eliminación una vez sintetizados o reparando los posibles daños que 

ocasionen (Davies, 2001; Valko et al., 2007). Los mecanismos antioxidantes se pueden 

clasificar en mecanismos no enzimáticos y enzimáticos. 

3.2.2.2. No enzimáticos 

Existen numerosas moléculas en el organismo con actividad antioxidante, como por 

ejemplo vitaminas, ácido úrico, flavonoides, melatonina o bilirrubina. Estas moléculas se 

oxidan más fácilmente aún encontrándose en menor concentración que los componentes 

celulares más susceptibles de oxidación, como el DNA, lípidos o proteínas. Estas moléculas 

neutralizan los radicales libres y han sido implicadas en la protección frente al daño renal por 

hemoproteínas. 

Un grupo de antioxidantes importante son las vitaminas, entre ellas la vitamina C, que 

reacciona con el anión superóxido y peróxidos lipídicos; y la vitamina E, que es liposoluble y 

responsable de mantener la integridad de las membranas celulares, actuando sobre el peróxilo 

y el hidroxiperóxilo. Los niveles de vitamina C disminuyen de manera drástica tras la 
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rabdomiolisis y su administración redujo parcialmente las alteraciones histológicas y mejoró la 

función renal en modelos experimentales de rabdomiolisis (Ustundag et al., 2008). A diferencia 

de la vitamina C, el tratamiento con la vitamina E no ha resultado tan efectivo en rabdomiolisis 

(Kim et al., 2011). 

El antioxidante endógeno más importante es el glutatión, que es un péptido formado por 

glutámico, cisteína y glicina y que presenta un grupo sulfhidrilo susceptible de oxidarse. A 

través de diversas reacciones enzimáticas, el glutatión en estado reducido (GSH) puede 

oxidarse a glutatión disulfuro (GSSG). En diversos modelos experimentales de rabdomiolisis se 

detectó una reducción de los niveles de GSH en el riñón (Abul-Ezz, Walker and Shah, 1991; 

Ferraz et al., 2002; Manikandan et al., 2014). 

3.2.2.3. Enzimáticos 

Este grupo encuadra moléculas con actividad enzimática que disminuyen el contenido de 

ROS intracelular y, por tanto, protegen a la célula del daño oxidativo. La superóxido dismutasa 

(SOD) tiene la capacidad de dismutar el O2
- en O2 y H2O2. Para la eliminación del H2O2, existen 

otras enzimas con actividad peroxidasa, como son la Catalasa, la glutatión peroxidasa (GPx) y la 

tioxirredoxina reducida (TRX). La catalasa es una oxidorreductasa que cataliza la reacción de 

descomposición de H2O2 en O2 y H2O, como cofactores tiene el grupo hemo y el magnesio. La 

Gpx cataliza la descomposición de H2O2 mediante la oxidación de GSH a GSSG y H2O. La 

tioxirredoxina (TRX) reducida, junto con la peroxirredoxina de TRX (PRX) cataliza la reacción de 

descomposición de H2O2 en H2O (Powis, Briehl and Oblong, 1995; Lee and Johnson, 2004; Abed 

et al., 2015; Zhang et al., 2016). 

La actividad de la GPx, catalasa y SOD se encuentra reducida en modelos experimentales 

de rabdomiolisis (Singh, Chander and Chopra, 2004; Ibrahim et al., 2011; Manikandan et al., 

2014; Shi et al., 2017). Finalmente, la TRX protege del daño renal asociado a rabdomiolisis 

mediante la reducción de estrés oxidativo y la inflamación (Nishida et al., 2015). 

3.2.2.4. Nrf2 

Nrf2 es el principal factor de transcripción implicado en la defensa antioxidante celular. 

Controla la expresión constitutiva e inducible de algunos genes de enzimas detoxificantes de 

fase II a partir de su unión a elementos de respuesta antioxidante (ARE, Antioxidant response 

element) localizados en la región promotora de estos genes. Nrf2 está formado por 589 aa y 

tiene una masa molecular de 68kDa, aúnque debido a que es una proteína muy ácida su 
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movilidad en geles de poliacrilamida está disminuida y presenta un tamaño aparente de 

110kDa (Moi et al., 1994). Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la mayoría de células en 

humanos, pero además su actividad está regulada a distintos niveles: transcripción, 

degradación, translocación al núcleo y modificaciones post-traduccionales (Huang, Nguyen and 

Pickett, 2000; Kwak et al., 2003; Zhang and Hannink, 2003). 

Existen 6 dominios conservados de regiones homologas entre Nrf2 y ECH (Erythroid cell-

derived protein with CNC homology) denominadas Nrf2-ECH homology (Neh) que nos han 

permitido determinar la estructura y función de Nrf2 (Itoh et al., 1995, 1999; Tian et al., 2018). 

Neh tiene dominios CNC-bZip, que son los encargados de la dimerización de Nrf2 con las 

proteínas pequeñas Maf y de su unión al DNA. Se observó que al eliminar el dominio Neh2, la 

actividad de Nrf2 aumentaba, lo que indicaba que este dominio es responsable de la 

interacción con un represor en la célula, denominado Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 

1). Keap1 suprime la translocación nuclear y, por lo tanto, la actividad transcripcional de Nrf2 

(Itoh et al., 1999; Katoh et al., 2005; Nioi et al., 2005). 

Keap1 es una proteína de 69 kDa que consta de 5 dominios, 2 de ellos dominios 

canónicos, el dominio BTB (Bric-a-brac, tramtrack, broad complex) y el dominio Kelch o DGR 

(Double glycine repeat). En humanos, la proteína tiene 27 residuos de cisteína (C), de los cuales 

C-151, C-273 y C-288 poseen capacidad para reaccionar con ROS y moléculas electrófilas (Itoh 

et al., 1999; Zhang and Hannink, 2003; Levonen et al., 2004; Wakabayashi et al., 2004; Eggler 

et al., 2005). Keap1 utiliza el dominio DGR para interaccionar con el dominio Neh2 de Nrf2 y 

retenerlo en el citoplasma y también para anclarse a la actina del citoesqueleto (X. Li et al., 

2004). Nrf2, en condiciones de no estrés, está en constante proceso de degradación a través 

de un proceso mediado por Keap1, el cual se une a Cullin-3 (Cul3) formando el complejo de 

ubiquitina ligasa E3, mediante su asociación con la proteína Ring-Box1 (Rbx1 o Roc1), que es 

capaz de ubiquitinar Nrf2 para su posterior degradación vía proteasoma (Geyer et al., 2003; 

Cullinan et al., 2004; Kobayashi et al., 2004; Zhang et al., 2004; Furukawa and Xiong, 2005). 

En situaciones de estrés oxidativo, las cisteínas C151, C273 y C288 de Keap1 se oxidan y 

forman puentes disulfuro entre ellas, lo que lleva a la disociación de la unión entre Nrf2 y 

Keap1. En ese momento, Nrf2 escapa de la ubiquitinización por Cul3/Rbx1, lo que produce una 

disminución de su velocidad de degradación y un aumento de su estabilidad (Zhang and 

Hannink, 2003; Wakabayashi et al., 2004; Nguyen, Nioi and Pickett, 2009). Además, la 

oxidación de los residuos de Keap1 afectan a la unión de los filamentos de actina del 
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citoesqueleto con Keap1, lo que facilita la liberación y posterior translocación al núcleo de Nrf2 

(Kang et al., 2004). 

Nrf2 tiene regiones de localización y de exclusión nucleares (NLS y NES respectivamente). 

El aumento de ROS o de elementos electrófilos inactiva NES, modificando una cisteína en el 

dominio Neh5, lo que facilita su acumulación nuclear. Neh6 y una de las regiones NES no son 

sensibles a oxidación, lo que indica que, además de por la oxidación, la translocación al núcleo 

de Nrf2 puede estar regulada por otros procesos (McMahon et al., 2004; Li, Yu and Kong, 

2006; Li and Kong, 2009). Otra vía para estabilizar y activar Nrf2 es a través de las cascadas de 

señalización intracelular mediadas por proteína quinasa C (PKC), fosfatidilinositol 2-quinasa 

(PI3K/Akt) y por las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK). Como resultado de la 

activación de estas quinasas, Nrf2 puede ser fosforilado en residuos de serina o treonina. La 

fosforilación supone un paso que facilita la disociación definitiva de Nrf2, su estabilización y 

translocación al núcleo para su posterior unión a regiones ARE (Huang, Nguyen and Pickett, 

2002; Bloom and Jaiswal, 2003). Una vez en el núcleo, Nrf2 dimeriza con las proteínas 

pequeñas Maf para poder unirse a las regiones AREs. En condiciones basales de oxidación 

Bach1 se encuentra formando un heterodímero con las proteínas Maf.  Cuando Nrf2 se 

transloca al núcleo desplaza a Bach para unirse con Maf y producir así la formación del 

heterodímero Nrf2-Maf, que una vez unido a ARE da lugar a la transcripción de genes que 

codifican para proteínas con actividad antioxidante y detoxificante (Dhakshinamoorthy and 

Jaiswal, 2000; Niture, Khatri and Jaiswal, 2014). Además de su translocación al núcleo, se ha 

determinado que Nrf2 es capaz de controlar su propia expresión y la de Keap1 a través de 

sitios ARE localizados en el promotor de ambos genes. De igual forma, se ha observado que 

Nrf2 puede controlar la expresión de Cul3 y Rbx1. Todas estas evidencias muestran un sistema 

de auto-regulación controlado por Nrf2, que potencia sus efectos frente a un aumento de 

estrés oxidativo (Kwak et al., 2002; Lee et al., 2007; Kaspar and Jaiswal, 2010). 

4. Klotho 

Klotho (Kl) es una proteína de origen primordialmente renal, con propiedades 

antienvejecimiento, descrita como una proteína deficitaria en ratones con envejecimiento 

acelerado. Se demostró que ratones deficientes en Kl presentaban una reducción del 80% en 

su esperanza de vida, mientras que la sobreexpresión del gen  la mejoraba en un 30% (Kuro-o 

et al., 1997; Kurosu et al., 2005). 
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4.1. Estructura 

Kl recibe este nombre por la Moira griega que hilaba las hebras de la vida con una rueca. 

Kl fue identificado en 1997 de manera fortuita al integrar un transgén en su región promotora. 

Los ratones deficientes en este gen mostraban múltiples trastornos que se asemejan a los 

síndromes del envejecimiento humano (Kuro-o et al., 1997). 

El gen que codifica a Kl está localizado en el cromosoma 13q12 en humanos y en el 

cromosoma 5G3 en ratones. La región promotora del gen Kl no tiene caja TATA y contiene 

cuatro sitios de unión para la proteína específica‐1 (SP1) (Shiraki-Iida et al., 1998). El gen 

humano KL tiene polimorfismos de nucleótido simple (SNPs) que están implicados en la 

aparición de patologías relacionadas con la edad. Determinados polimorfismos se asocian a 

una mayor expresión de Kl (Arking et al., 2002, 2003, 2005; Ichikawa et al., 2007; Paroni et al., 

2017). En un estudio con pacientes en hemodiálisis las personas con los SNPs de KL asociados a 

una mayor expresión tienen mejor supervivencia que las que tienen el SNPs asociados a una 

menor expresión de la proteína. Kl posee dos transcritos que codifican para una proteína de 

membrana y una proteína secretada. El transcrito de la isoforma de membrana está formado 

por cinco exones y muestra la misma organización en humano y en ratón. El transcripto de la 

isoforma secretada humana contiene cinco exones, mientras que el de ratón contiene tres 

exones. En los humanos la expresión de la isoforma secretada es mayor que el de la isoforma 

de membrana, mientras que en los ratones ocurre lo contrario (Matsumura et al., 1998; 

Shiraki-Iida et al., 1998). 

El transcripto de la isoforma de membrana da como resultado una proteína 

transmembrana de tipo I. Se compone de 1012 aminoácidos en humano y 1014 aminoácidos 

en ratón (135 kDa). La isoforma de membrana de Kl está compuesta de un dominio 

extracelular con dos repeticiones internas (KL1 y KL2) que comparten una secuencia de 

aminoácidos homólogas a la β‐glucosidasa (Tohyama et al., 2004), un dominio transmembrana 

y un pequeño dominio intracelular (Tohyama et al., 2004; Xu and Sun, 2015). Además, tiene un 

pequeño grupo de aminoácidos básicos entre KL1 y KL2, que es un posible sitio de escisión 

proteolítica (Matsumura et al., 1998). Kl puede ser escindido por la actividad α‐ y β‐secretasa 

de dos desintegrinas y metaloproteinasas, ADAM10 y ADAM17, que son dependientes de 

insulina. Estas proteinasas generan dos fragmentos de Kl, uno de 130 kDa y otro de 68 kDa 

(Chen et al., 2007). Parte del dominio extracelular de la proteína Kl puede ser liberada en el 

espacio extracelular por escisión proteolítica y la forma secretada de Kl puede funcionar como 

un factor humoral (Matsumura et al., 1998). 
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Kl se expresa mayoritariamente en el riñón, el cerebro (en el plexo coroideo), la glándula 

paratiroides, y el músculo esquelético. También se expresa en el páncreas, los ovarios, los 

testículos y la placenta de manera más minoritaria (S.-A. Li et al., 2004). En el riñón, Kl se 

expresa principalmente en el túbulo contorneado distal. Klotho se puede detectar tanto en 

plasma como en orina (Kuro-o et al., 1997; Boisvert et al., 2018; Fan et al., 2018; Zheng et al., 

2018). 

4.2. Fenotipo del ratón knock out (KO) para Klotho 

El ratón KO para Klotho (Kl ‐/‐) es un modelo animal que reproduce múltiples desórdenes 

asociados al envejecimiento humano (Kuro-o et al., 1997): 

‐ Retraso en el crecimiento y período de vida corto: Su vida media es de 2 meses 

(ninguno de ellos sobrevive más de 100 días), frente a los 3 años de los ratones 

control. 

‐ Atrofia de los órganos genitales (testículos, útero y ovarios) y deterioro de la 

maduración de las células gonadales, que les impide aparearse. Las células productoras 

de la hormona del crecimiento, la hormona luteinizante y la hormona estimulante del 

folículo son más pequeñas que las de los ratones control. 

‐ Atrofia del timo en las etapas tardías. 

‐ La creatinina puede elevarse tardíamente hacia las 10‐12 semanas. 

‐ Calcificación ectópica (órganos y paredes arteriales) y arteriosclerosis (calcificación de 

la aorta, de arterias musculares de tamaño medio y de pequeñas arterias renales). 

‐ Osteoporosis generalizada y osteopenia: Disminución de la densidad mineral ósea, 

del espesor del hueso cortical y del número de osteoblastos y osteoclastos. 

‐ Alteración en el modo de andar y en el funcionamiento del sistema nervioso central 

(hipokinesis). Se asemeja a la manera de andar parkinsoniana del humano. 

‐ Atrofia de la piel: Reducción en el número de folículos pilosos y en el espesor dérmico 

y epidérmico. La grasa subcutánea es difícilmente detectable. 

‐ Enfisema pulmonar: Dilatación de los espacios aéreos distales a los bronquiolos 

terminales, acompañada de una destrucción de la arquitectura alveolar normal. 

‐ El análisis de sangre y suero muestra hipercalcemia leve, hiperfosfatemia e 

hipoglucemia con disminución de la insulina en el páncreas y disminución de la ratio de 

linfocitos a leucocitos.  
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4.3. Funciones de Klotho 

Las funciones de Kl varían dependiendo de si se encuentra de manera soluble o está unida 

a la membrana. La forma de Kl transmembrana puede funcionar como un co‐receptor para el 

factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23). Además, su dominio extracelular puede ser 

liberado y secretado, funcionando potencialmente como un factor humoral, regulando 

múltiples vías de señalización y la actividad de múltiples canales iónicos. Las acciones de Kl 

sobre múltiples proteínas de membrana se han relacionado con su actividad enzimática β-

glucoronidasa con la que altera los glúcidos de estas proteínas trastocando su función o su vida 

media. Por otro lado, Kl también protege a las células y a los tejidos del estrés oxidativo 

(Sopjani et al., 2015; Akasaka-Manya, Manya and Endo, 2016; Drew et al., 2017; Kim et al., 

2017; Kuro-o and Moe, 2017)(Figura 2). 

 

Figura 2. Funciones de Klotho. 

 

4.3.1. FGF23 y la regulación de la homeostasis del fósforo y vitamina D 

La forma transmembrana de Kl actúa como un co‐receptor para FGF23. FGF23 es un 

miembro de la superfamilia de FGF que mantiene el metabolismo de la vitamina D y la 

homeostasis del fosfato en el riñón. Kl forma un complejo binario con varias isoformas del 

receptor FGF (FGFR1c, 3c ó 4) y aumenta significativamente su afinidad a FGF23, induciendo la 

interacción específica entre FGF23 y FGFR (G. Chen et al., 2018; Lee et al., 2018). Es la 

expresión diferencial de Kl en un número limitado de tejidos la que restringe la actividad de 

FGF23 a determinados órganos (Donate-Correa et al., 2013) (Figura 3). 
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En situaciones en las que la vitamina D y el fosfato están elevados se incrementa la 

síntesis de FGF23 en el hueso. Al llegar al riñón se activa la vía Kl/FGFR1, suprimiendo la 

actividad de la enzima 1α-hidrolasa (vía Cyp27b1) y estimulando la enzima 24-hidroxilasa (vía 

Cyp24a1) disminuyendo así los niveles de calcitriol (Shimada et al., 2004; Kuro-o, 2011; Kuro-o 

and Moe, 2017). Además inhibe la expresión de los cotransportadores sodio-fosfato tipo II 

(Na/P IIa y Na/P IIc), disminuyendo la reabsorción tubular de fósforo a nivel de túbulo proximal 

e incrementando la excreción renal de fósforo (de Borst et al., 2011). La deficiencia de FGF23 o 

de Kl genera fenotipos similares que se caracterizan por hiperfosfatemia y elevada síntesis de 

vitamina D activa (1,25(OH)2D) (Schwartz et al., 2009). 

 

 

Figura 3. Klotho y FGF-23.  

 

4.3.2. Klotho y calcio 

La regulación de la concentración de ion calcio (Ca+2) extracelular libre es vital para gran 

cantidad de procesos biológicos. Su desbalance puede provocar alteraciones del ritmo 

cardíaco, hiporreflexia, calambres y depresión, entre otras muchas patologías. 

Kl es un factor clave en la regulación de la homeostasis del calcio ya que, por su actividad 

β-glucuronidasa, hidroliza los residuos de azúcar extracelulares del canal de calcio renal TRPV5 

(receptor transitorio potencial vaniloide 5), activándolo y reteniéndolo en la membrana 

plasmática, aumentando así la reabsorción de Ca+2 en el riñón (Chang et al., 2005; Leunissen et 

al., 2013; Andrukhova et al., 2017). Además, Kl aumenta la actividad de Na+-K+ ATPasa al 
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disminuir los niveles de calcio extracelulares y los niveles de PTH (Imura et al., 2007; 

Nabeshima and Imura, 2008; Fan et al., 2018; Navarro-García et al., 2018). 

4.4. Regulación de la expresión de Klotho en el riñón 

La expresión renal de Kl ha sido ampliamente estudiada, pero todavía se desconocen 

muchos de los mecanismos involucrados en su regulación. La expresión renal de Kl aumenta 

tras la administración de calcitriol en ratones y en modelos en los que existe un descenso de 

calcio extracelular (Tsujikawa et al., 2003; Nabeshima and Imura, 2008; Woudenberg-Vrenken 

et al., 2012; Muñoz-Castañeda et al., 2017). En otro modelo experimental se demostró que la 

señal peroxisome proliferator activated receptor ϒ (PPAR ϒ) aumentaba la síntesis de Kl (Zhang 

and Zheng, 2008). La elevada ingesta de P está relacionada con el aumento de expresión de Kl 

(Andrukhova et al., 2017; Yoshikawa et al., 2018). Por el contrario, FGF23, el estrés oxidativo, 

la angiotensina II y diversas citoquinas inflamatorias, como TWEAK o TNFα, disminuyen la 

síntesis de Kl (Imura et al., 2007; Marsell et al., 2007; de Borst et al., 2011; Moreno et al., 

2011; Martin, David and Quarles, 2012; Guo et al., 2018; Qian et al., 2018; Shen et al., 2018). 

Los niveles de Kl disminuyen en determinadas condiciones patológicas, como diabetes 

mellitus, hipertensión o enfermedad renal crónica. Así, la expresión renal de Kl disminuye en 

modelos de estrés inflamatorio agudo (Ohyama et al., 1998; Zhou, Kuang and Zhou, 2017; 

Fernandez-Fernandez et al., 2018; J. Chen et al., 2018). Los mismos resultados se observaron 

en un modelo de enfermedad infamatoria intestinal, donde se reportó que el bloqueo de TNF-

α con un anticuerpo neutralizante, revertía el descenso de la expresión de Kl (Thurston et al., 

2010). En nefropatía diabética también se ha descrito una disminución de Kl en el riñon 

(Cheng, Chen and Cheng, 2010; Zhao et al., 2011; Fountoulakis et al., 2018). La expresión renal 

de Kl disminuye durante el FRA, tal y como se ha descrito en modelos de isquemia-reperfusión, 

administración de ácido fólico o cisplatino. En línea con estos resultados se ha descrito un 

descenso de Kl en sangre y orina de ratones y pacientes con FRA (Hu et al., 2010; Seibert et al., 

2017; Qian et al., 2018). 

4.5. Participación de Klotho en la prevención del daño renal 

Múltiples estudios han demostrado que Kl juega un papel protector durante el desarrollo 

del daño renal. En modelos de FRA por isquemia-reperfusión en roedores, la administración de 

Kl recombinante mejoró la función renal y redujo el daño histológico (Hu et al., 2010), 

observando un descenso de la necroptosis, un tipo de necrosis programada (Qian et al., 2018). 
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En un modelo de enfermedad renal crónica en ratones se les trató durante 3 meses con Kl 

recombinante, lo que disminuyó la progresión de la enfermedad y mejoró la lesión renal (Hu et 

al., 2017). En esta misma línea, la transferencia génica de Kl mediante adenovirus, mejoró los 

niveles de creatinina sérica, el daño renal morfológico y redujo la apoptosis inducida por 

isquemia‐reperfusión en ratas a través de HSP-70 (Sugiura et al., 2010). La sobreexpresión de 

Kl puede modular el estrés oxidativo mitocondrial y mejorar el daño renal (Guo et al., 2018; J. 

Chen et al., 2018; Qian et al., 2018; Shen et al., 2018). Kl también modula la inflamación, ya 

que, en modelos de diabetes experimental, la disminución de Kl incrementaba la respuesta 

inflamatoria. Las 2 isoformas de Kl regulan negativamente NF- κB a y consiguen suprimir la 

producción de citoquinas proinflamatorias (Moreno et al., 2011; Zhao et al., 2011; Zhou, Kuang 

and Zhou, 2017; Fernandez-Fernandez et al., 2018) 
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Hipótesis 

En los últimos años se ha producido un gran avance en el conocimiento de los 

mecanismos moleculares implicados en el desarrollo del fracaso renal agudo por rabdomiolisis. 

Sin embargo, todavía estamos lejos de comprender todos los fenómenos que ocurren en este 

contexto. Klotho juega un importante papel en el desarrollo de la lesión renal. Por tanto, 

pensamos que el estudio de Klotho y su regulación durante este tipo de daño podría ser de 

gran interés, lo que ayudaría a incrementar el conocimiento disponible acerca de la 

fisiopatología de este síndrome y podría servir para diseñar nuevas opciones terapéuticas.  

 

Objetivos 

El objetivo general de esta tesis es el estudio de la fisiopatología del fracaso renal agudo 

asociado a rabdomiolisis, prestando especial interés en la regulación renal de Klotho. Como 

objetivos específicos pretendemos: 

1. Caracterizar los efectos fisiopatológicos de la liberación masiva de mioglobina sobre el 

riñón en un modelo experimental de fracaso renal agudo por rabdomiolisis, analizando 

los niveles renales de Klotho.  

2. Analizar los niveles séricos de Klotho en pacientes con fracaso renal agudo asociado a 

rabdomiolisis. 

3. Estudiar si el fracaso renal agudo por rabdomiolisis altera la expresión renal de Klotho 

a largo plazo.  

4. Evaluar las acciones tóxicas de la mioglobina in vitro en células tubulares murinas y 

analizar su efecto sobre la expresión de Klotho, así como las vías moleculares 

implicadas. 

5. Estudiar si la modulación del estrés oxidativo, con compuestos antioxidantes o 

inductores de Nrf2, podría revertir el descenso de Klotho mediado por mioglobina, 

tanto in vivo como in vitro. 

6. Analizar si la administración de Klotho recombinante durante un fracaso renal agudo 

por rabdomiolisis disminuye el daño renal asociado a este síndrome.
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1. Modelo experimental de rabdomiolisis 

Los modelos experimentales realizados en esta tesis se desarrollaron en ratones macho 

de la cepa C57BL/6J (Wild type, Jackson Laboratory). Para inducir rabdomiolisis en ratones 

C57BL/6J de 12 semanas de edad, anestesiamos a los animales con isoflurano (Forane, 

Arkema) 2% v/v en oxígeno y posteriormente se les administró una inyección intramuscular de 

glicerol en el músculo caudal de la pata a una dosis de 10 ml/kg al 50% v/v de glicerol (≥99.5% 

m/v, Sigma) o salino, en el caso de los ratones control. Se les retiró el agua a los ratones 

durante las 16 horas previas a la inyección. Una vez inyectado el glicerol, se produce una 

desestructuración y necrosis del músculo esquelético, lo que produce un aumento en la 

liberación al torrente sanguíneo de componentes intracelulares, como la mioglobina. Los 

ratones se sometieron a eutanasia a distintos tiempos (3 horas – 30 días) y se recogieron 

muestras histológicas para su posterior estudio, así como suero y orina para estudios 

bioquímicos. Para determinar el efecto de un antioxidante en el modelo, a un grupo de ratones 

se les administró por vía retro-orbital una solución de N-acetilcisteína (150 mg/kg; Sigma) 1 

hora antes de la administración de glicerol. Por último, para determinar el papel del descenso 

de Klotho en el desarrollo de la rabdomiolisis, administramos Klotho recombinante (0.01-0,1 

mg/kg, R&D) por vía intraperitoneal 1 hora antes de la inyección de glicerol. Los ratones se 

mantuvieron en jaulas siguiendo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y temperatura 

constante de 25°C, con acceso a comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos 

realizados en los animales se realizaron conforme a la normativa europea y nacional vigente 

(Directiva 2010/63/EU, Recomendación 2007/526/EC y Real Decreto 53/2013) y fueron 

previamente aprobados por el Comité de Experimentación Animal del Instituto de 

Investigación Sanitaria Fundación Jiménez Díaz y, posteriormente por la Comunidad de 

Madrid. 

 

2. Procesamiento de las muestras obtenidas 

Al final de cada estudio, tras obtener la orina a tiempo final, los ratones se anestesiaron 

con 100 mg/kg de ketamina y 15 mg/kg de xilazina y se obtuvieron muestras de suero. Tras la 

apertura de la cavidad peritoneal, se canuló el ventrículo izquierdo del corazón y se 

infusionaron 50 ml de solución salina 0,9% con el fin de perfundir los órganos. A continuación, 

se extrajeron los riñones, se decapsularon y se dividieron en varias partes: una parte se fijó en 

paraformaldehido al 4% y se incluyó en parafina para realizar técnicas de histología; otra parte 



Material y métodos   

38 
 

se incluyó en Tissue-Tek-OCT para su congelación; del resto se obtuvo corteza renal que se 

conservó en nitrógeno líquido para realizar estudios en proteína y RNA. La orina y la sangre se 

centrifugó a 2500 rpm durante 15 minutos. A continuación, se almacenaron a -80°C para 

posteriores estudios. Para la recogida de suero, se utilizaron tubos SST de 5ml (Vacutainer, 

BD), que contiene agentes coagulantes y gel para separar el suero de los demás componentes 

sanguíneos.  

 

3. Análisis bioquímicos 

Para evaluar la función renal en los modelos experimentales se determinaron las 

concentraciones séricas de creatinina, urea y nitrógeno ureico (BUN) en el servicio de 

analíticas del hospital Fundación Jiménez Diaz. Cuantificamos los niveles de FGF-23 circulante 

en suero por ELISA (Ref. 60-6300, Immutopics). La concentración de mioglobina en orina se 

determinó mediante el reac vo de Drab in  s (Sigma-Aldrich), la creatinina en orina se analizó 

por el ensayo enzimático colorimétrico de la creatininasa (Abcam, ab65340) y la albúmina 

mediante ELISA (Abcam, ab108792). El calcio y el fósforo séricos y en orina se midieron 

mediante ensayo colorimétrico (BioSystems, 11507 y 11508 respectivamente) 

 

4. Estudios histológicos 

Los tejidos se fijaron en paraformaldehido 4% durante 24 horas y después se transfirieron 

a etanol 70% antes de ser incluidos en parafina. Se realizaron secciones de 3 µm y se montaron 

en portaobjetos recubiertos de poli-L-Lisina (Dako). Para la realización de las tinciones e 

inmunohistoquímicas, el tejido se desparafinó estufando a 65C y con xilol y se rehidrató con 

un gradiente decreciente de etanol (100-96-90-70-H2O).  

5. Evaluación del daño renal mediante tinciones histológicas 

5.1. Hematoxilina-eosina 

Para observar posibles daños en la estructura renal se realizó tinción con hematoxilina-

eosina en muestras de tejido renal previamente desparafinadas y rehidratadas. Las tinciones 

las analizó un patólogo externo al laboratorio y en ellas, se determinó el daño tubular 
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analizando la pérdida del borde en cepillo, vacuolización, descamación y la dilatación tubular. 

Cada una de estas características se calificó en forma semicuantitativa del 0 al 3 y el resultado 

fue la suma de cada uno de los puntos medidos. 

 

5.2. Rojo sirio 

Para el estudio de la fibrosis intersticial, se realizó la tinción de Rojo Sirio, que tiñe las 

fibras de colágeno de un color rojo intenso, mientras el resto del tejido se tiñe de color 

amarillo. Los cortes de riñón se incubaron durante 3 días en etanol 70% a temperatura 

ambiente, posteriormente se tiñeron durante 30 minutos con una mezcla que contenía Rojo 

sirio y una solución saturada acuosa de ácido pícrico (0,5 g Rojo Sirio F3BA en 250 ml de ácido 

pícrico). Posteriormente, las muestras se lavaron, deshidrataron y montaron en medio de 

montaje DPX.  

 

6. Inmunohistoquímicas 

Para la realización de las inmunohistoquímicas, los cortes de tejido renal se 

desparafinaron y rehidrataron, como se ha explicado anteriormente. Puesto que esta técnica 

está basada en la unión antígeno-anticuerpo, se realizó el proceso de recuperación antigénica 

en una solución de citrato a pH 6 (PTlink, DAKO) y, posteriormente, se inactivó la peroxidasa 

con una solución de CH3OH:H2O:H2O2 (5:4:1) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Tras lavar las muestras en PBS, se bloquearon las uniones inespecíficas con una solución en 

PBS de BSA al 4% y 6% de suero del animal en el cual se generó el anticuerpo secundario, 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Además, se realizó un bloqueo de la avidina/biotina 

endógena incubando los cortes durante 30 minutos con Avidin-biotin blocking kit (Vector 

Laboratories). Una vez bloqueadas las muestras, se incubaron con su correspondiente 

anticuerpo primario a 4°C durante toda la noche (Tabla 2). Después de lavar las muestras con 

PBS tres veces, se incubaron a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios 

conjugados con biotina durante una hora. A continuación, las secciones se incubaron con 

complejos avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA) durante 30 minutos y se revelaron con 3,3’-diaminobencidina (DAB; DAKO) o 3-amino-9-

etil carbazol (AEC; DAKO). Las secciones se contrastaron con hematoxilina, se deshidrataron y 

se montaron con resina acrílica con base de xileno (DPX, EMS), o con resina con base de agua. 
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Tabla 2. Anticuerpos y concentraciones utilizadas para detectar niveles de proteínas 

mediante inmunohistoquímica 

Anticuerpo Reactividad Hospedador Dilución Casa comercial 

Hemoxigenasa-1 Humano, Ratón. Conejo 1:500 Enzo life Tech. 

F4/80 Ratón Rata 1:100 Serotec 

4-HNE Humano, Ratón Conejo 1:100 Abcam 

Ferritina Humano, Ratón Conejo 1:800 Abcam 

 

7. TUNEL 

Terminal deoxynucleotidyl Transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) es el método 

utilizado para la determinación de la muerte celular. Este ensayo se basa en la capacidad de 

adicionar dUTPs, marcados con fluorescencia-488, mediante la enzima deoxinucleotidil 

transferasa terminal (TdT) en zonas donde el DNA no mantiene su integridad y está cortado. 

Tras desparafinar y rehidratar los cortes, se realizó el desenmascaramiento de los puntos de 

rotura del DNA con Proteinasa K (20 μg/ml; Qiagen) durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. A continuación, se añadió la enzima TdT y 16-dUTP marcado con Alexa-488 (Roche 

Applied Sciences) durante 60 minutos a 37°C. Después de contrastar los núcleos con DAPI (4,6-

diamino-2-fenilindol), se realizó el contaje de células positivas para TUNEL frente a las totales o 

positivas para DAPI (10 campos por riñón- x400). La tinción TUNEL reconoce al DNA 

fragmentado, por lo que no es sólo positiva para células apoptóticas sino también para otras 

formas de muerte celular programada.  

 

8. Cultivos celulares 

Para realizar experimentos in vitro, se utilizaron células epiteliales de túbulo renal 

proximal de ratón (Línea celular MCT, Dr. Eric Neilson), las cuales se cultivaron en medio RPMI 

1640 suplementado con 10% FBS decomplementado, 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL 

estreptomicina y 2 mM glutamina. Los experimentos se realizaron a una confluencia del 60-

70% con distintas concentraciones de mioglobina (Sigma, M1882), sulforafano (Cayman, 

14797) y N-acetilcisteína (Sigma, A7250).  
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9. Análisis de proteínas 

9.1. Extracción de proteínas 

Tanto las células, como las muestras de tejido, se homogeneizaron en tampón de 

extracción de proteínas (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 25 

mM NaF, 0.2% Tritón X-100, 0.3% NP-40, 0,2 mM PMSF, Ditiotreitol (DTT) 1mM, 0,2 mM 

Na3VO4 y 10 μL/mL de cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma)). La concentración de 

proteína se determinó mediante el método del ácido bicinconínico (BCA, Pierce). 

 

9.2. Determinación de GSH 

Para cuantificar el GSH libre utilizamos monoclorobimano, compuesto que es fluorescente 

cuando se une a GSH mediante la glutatión S-transferasa (Fernández-Checa and Kaplowitz, 

1990; Kamencic et al., 2000). El tejido se mantuvo en un buffer fosfato de potasio (100 mM, pH 

7,4) a 4 °C y se disgregó mediante sonicación. Se añadió monoclorobimano (100 µM) y 

glutatión S-transferasa (0,5 U/mL). La reacción se analizó en un lector de placas a longitudes de 

onda de excitación y emisión de 410 y 485 nm durante 1h a temperatura ambiente. La 

glutatión S-transferasa es necesaria en la reacción ya que si no la tasa de unión es muy baja. 

 

9.3. Determinación de MDA 

El aumento del estrés oxidativo da como resultado un aumento de hidroperóxidos 

lipídicos, los cuales son altamente reactivos e inestables. Su descomposición provoca la 

formación de malondialdehído (MDA). Determinamos la formación de MDA en muestras de 

tejido homogeneizadas en tampón de extracción de proteínas mediante un ensayo 

colorimétrico a sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS, Thiobarbituric Acid Reactive 

Substances) (Ref. 10009055, Cayman Chemical).  

9.4. Western Blot 

Las proteínas extraídas de células o tejido se desnaturalizaron (10 minutos a 95°C en 

tampón con SDS y β-mercaptoetanol) y se separaron mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida/SDS a diferentes porcentajes de acrilamida (8-12%) en condiciones reductoras. 

A continuación, se transfirieron a membranas de PVDF (Fluoruro de polivinilideno, Millipore), 
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mediante un sistema de transferencia semi-seca, utilizando el dispositivo Trans-Blot (BioRad). 

Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con TBS-t (1mM Tris 

pH 7,5, 10mM NaCl y 0,5% Tween-20) y leche desnatada al 5%, con el fin de evitar uniones 

inespecíficas y posteriormente se incubaron con un anticuerpo primario diluido en solución de 

bloqueo durante toda la noche a 4°C (Tabla 3). Después de varios lavados con TBS-t para 

eliminar el exceso de anticuerpo, las membranas se incubaron con su correspondiente 

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa HRP durante 1 hora a temperatura ambiente. 

La identificación de la proteína se realizó mediante quimioluminiscencia utilizando el reactivo 

Luminata Crescendo (Millipore) y el dispositivo ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Bio-

sciences). El densitometrado de las bandas que permite transformar la imagen en un valor 

numérico se realizó con el software QuantityOne (Bio-Rad). Como control de carga de proteína 

se utilizo el anticuerpo frente a α-tubulina, proteína del citoesqueleto que se mantiene 

constante en la mayoría de las condiciones. 

Tabla 3. Anticuerpos y concentraciones utilizadas para detectar niveles de proteínas 

mediante western blot. 

Anticuerpo Reactividad Hospedador Dilución Casa comercial 

HO-1 Humano, Ratón Conejo 1:1000 Enzo 

Ferritina Humano, Ratón Conejo 1:2000 Abcam 

α-Tubulina Humano, Ratón Ratón 1:5000 Sigma 

p-NRF2 Humano, Ratón Conejo 1:1000 Bioss 

NRF2 Humano, Ratón Conejo 1:1000 Santa Cruz 

β-Actina Humano, Ratón Ratón 1:5000 Santa Cruz 

Klotho Ratón Conejo 1:1000 Calbiochem 

10. Análisis de la expresión génica 

10.1. Extracción de mRNA 

Las células o las muestras de tejido congelado en N2 se homogeneizaron en 0.5 ml de 

TriPure (Invitrogen) y se incubaron durante 10 minutos para la completa disociación de los 

complejos nucleoproteicos. A continuación, se añadió cloroformo (Thermo-Fischer) y se 
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mezcló. Tras centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos, se visualizaron tres fases: la fase 

fenol-cloroformo, la interfase y la fase superior acuosa donde se encuentra el RNA. Esta última 

fase se recogió y se transfirió a isopropanol, para producir la precipitación del RNA. Para 

obtener un mayor rendimiento en la precipitación, las muestras se mantuvieron durante toda 

la noche a -80°C. A continuación, se centrifugó 15 minutos a 12500 rpm y el RNA precipitado 

se lavó con etanol al 75% y al 100% y finalmente se dejó secar para eliminar trazas de etanol. El 

sedimento se resuspendió en 20 µL de agua libre de nucleasas. La concentración de RNA 

obtenida se determinó en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Bonsai Technologies 

Group). Mediante la relación de absorbancia (A) 260/280 y (A) 260/230, se determinó el grado 

de contaminación con impurezas inorgánicas o proteínas, que puede afectar a la sensibilidad y 

especificidad de la técnica. 

 

10.2. Transcripción inversa 

Para obtener DNA complementario (cDNA) se realizó una reacción de transcripción 

inversa con 1 µg de RNA, utilizando el kit de transcripción reversa High-capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems). Se preparó una mezcla de reacción en un volumen total de 

20 µL, que contenía la enzima transcriptasa reversa MultiScript (2 µL), dexosirribonucleótido 

fosfato (dNTP, 1.6 µL), random primers (4 µL), todo ello disuelto en un tampón de 

retrotranscripción 10x (4 µL) y a la mezcla se añadió el RNA disuelto en agua libre de nucleasas. 

La retrotranscripción se realizó en un termociclador: 10 minutos a 25C, 120 minutos a 37C y 

5 minutos a 85C. 

 

10.3. PCR cuantitativa a tiempo real 

La reacción se realizó utilizando el sistema de detección secuencia Taqman ABI 7700 con 

TaqDNA polimerasa activada por calor (Amplitaq God) y las sondas utilizadas y comercializadas 

por Applied Biosystems. Las condiciones de amplificación fueron: 2 minutos a 50°C y 10 

minutos a 95°C, tras el cual las muestras se sometieron a 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 

minuto a 60°C. (Tabla 4) 
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Gen Codigo Especie 

Ccl2 Mm00441242_m1 Ratón 

Ccl5 Mm01302428_m1 Ratón 

Hmox1 Mm00516005_m1 Ratón 

Havcr1 Mm00506686_m1 Ratón 

Lcn2 Mm01324470_m1 Ratón 

Klotho Mm00502002_m1 Ratón 

Fn1 Mm01256744_m1 Ratón 

18s 4310893E Eucariota 

 

11. Citometría de Flujo 

Para determinar la generación de especies reactivas de oxígeno, se utilizó el 2,7-

diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA), una sonda que difunde a través de la 

membrana celular, donde se hidroliza, por esterasas intracelulares, perdiendo los grupos 

acetato y generando la forma no fluorescente 2,7-diclorodihidrofluoresceína (DCFH), que 

permanece en el interior de la célula. DCFH reacciona con H2O2 intracelular para formar 

diclorofluoresceína (DCF), capaz de detectarse por fluorescencia (495/517 nm). Para la 

realización de los experimentos, se incubaron las células previamente con H2DCFDA (5 μM) y 

se estimularon con mioglobina. La determinación ROS se realizó mediante citometría de flujo. 

 

12. Pacientes con rabdomiolisis 

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de tres pacientes hospitalizados por un 

episodio de fracaso renal agudo inducido por rabdomiolisis en el hospital Fundación Jiménez 

Díaz de Madrid. Además, recogimos muestras de sangre de ocho voluntarios sanos. La sangre 



  Material y métodos 

45 
 

se recogió en tubos con EDTA, para realizar diversas determinaciones bioquímicas en el 

plasma. Analizamos los niveles circulantes de α-Kl mediante ELISA (JP27998, IBL). Todos los 

sujetos firmaron el consentimiento informado para la participación en el estudio. Además, el 

estudio fue aprobado por parte del Comité Ético de la Universidad Autónoma de Madrid, de 

acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki. Todos los pacientes fueron ingresados 

en el hospital durante el FRA y fueron dados de alta después de la resolución completa del 

brote de rabdomiolisis.  

 

13. Análisis estadístico 

Todas las valoraciones se determinaron como mínimo por triplicado. Los datos se 

expresan como media ± error estándar de la media. El análisis estadístico se realizó con el 

software SPSS 11.0 empleando diferentes parámetros para cada estudio. En pacientes se 

determinó la t-Student. En los experimentos con células y ratones se utilizó el Test de Mann-

Whitney con el fin de comparar resultados entre dos grupos de variables no paramétricas. Las 

correlaciones entre dos grupos de variables se realizaron mediante el test de Pearson. Se 

consideró estadísticamente significativo una p<0.05. 
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1. La inducción de rabdomiolisis provoca daño renal agudo, estrés oxidativo e 

inflamación en un modelo experimental in vivo 

Para analizar los mecanismos fisiopatológicos implicados en rabdomiolisis, desarrollamos 

un modelo experimental en ratones mediante la inyección intramuscular de glicerol. Nuestros 

resultados muestran que los ratones con rabdomiolisis sufrían una pérdida aguda de función 

renal, caracterizada por el aumento de los niveles plasmáticos de nitrógeno ureico (BUN) y 

creatinina (Figura 4A y 4B). Ambos parámetros alcanzaban sus niveles máximos a las 24 horas 

tras inyectarles el glicerol, disminuyendo progresivamente hasta los 7 días. Observamos un 

aumento de la concentración de mioglobina en orina a las 24 horas que decrecía en tiempos 

posteriores, coincidiendo con la recuperación de la función renal (Figura 4C).  

 

Figura 4. La rabdomiolisis provoca la pérdida aguda de función renal. Niveles séricos de 

creatinina (A), BUN (B) y concentración de mioglobina en orina de ratones con 

rabdomiolisis (C). Los resultados están expresados como media± ESM. *p0,05 vs control.  

El análisis histológico de los riñones de nuestro modelo revelaba la existencia de daño 

renal caracterizado por edema intersticial y daño tubular (pérdida de borde en cepillo, 

presencia de detritos celulares dentro de los túbulos, cilindros proteicos y muerte celular). Tras 

realizar una cuantificación del daño presente en los riñones de los ratones con rabdomiolisis 

observamos un aumento significativo de la lesión renal desde las 24 horas, alcanzando su pico 

máximo a los 3 días (Figura 5A). Mediante tinción de TUNEL confirmamos la presencia de 

muerte celular en las células del epitelio tubular, principalmente a las 24 horas tras la 

inducción del daño (Figura 5B). Para corroborar la existencia de daño tubular, analizamos la 

expresión génica de neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) (Lcn2) y kidney injury 

molecule-1 (KIM-1) (Havcr1), observando un incremento significativo de ambos marcadores de 

daño renal desde el día 1 al 3, tras la inyección de glicerol (Figura 5C y 5D). 
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Figura 5. La rabdomiolisis induce daño renal y muerte tubular. Imagen representativa de 

la tinción de hematoxilina-eosina y semicuantificación del daño renal en los ratones del 

modelo. Para ello, analizamos distintos parámetros de daño glomerular, intersticial y 

tubular, como pérdida del borde en cepillo, signos de regeneración, descamación y 

dilatación tubular. Barra de escala 50 µM. (B) Fotografía representativa de células 

apoptóticas a 24h (TUNEL, verde) obtenida por microscopía confocal y análisis cuantitativo 

de células positivas. Barra de escala 75 µM. (C-D) Niveles de expresión génica de NGAL 

(Lcn2) y KIM-1 (Havcr1) obtenidos mediante RT-PCR. HE: Hematoxilina-Eosina. Los 

resultados están expresados como media± ESM. *p<0,05 vs control. 
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Posteriormente, se evaluó la presencia de estrés oxidativo en los riñones del modelo, 

determinando la presencia de 4-hidroxinonenal (4-HNE) mediante inmunohistoquímica. La 

presencia de este producto de peroxidación lipídica aumentaba a las 24 horas tras la inducción 

de rabdomiolisis, observándose un descenso a 3 y 7 días (Figura 6A). En concordancia con 

estos datos, observamos un aumento de malondialdehído (MDA) en los riñones de los ratones 

sacrificados tras 24 horas (Figura 6B). Mediante estudios de immunohistoquímica, western 

blot (WB) y análisis por PCR a tiempo real, observamos un aumento de la expresión génica 

(Hmox1) y proteica de HO-1, enzima antioxidante encargada del catabolismo del grupo hemo 

(Figura 6C-E). Este aumento fue más evidente a las 24 horas tras la producción del daño, 

observándose un descenso paulatino hasta los 7 días. El aumento de estrés oxidativo se puede 

producir tanto por un incremento en la producción de ROS como por un descenso en la 

capacidad antioxidante celular, para ello determinamos los niveles de glutatión (GSH) en 

nuestro modelo (Figura 6F). Nuestros datos muestran una disminución en los niveles de 

glutatión en los riñones de los ratones con rabdomiolisis a las 24 horas. 
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Fig.6. La rabdomiolisis induce estrés oxidativo y promueve el catabolismo del grupo 

hemo.  (A) Inmunohistoquímica representativa de la presencia de 4-HNE tras la inducción 

de rabdomiolisis. Barra de escala 50 µM. (B) Niveles renales de malondialdehído (MDA) 

determinado mediante ensayo TBARS.  (C) Inmunohistoquímica representativa de la 

presencia de HO-1 tras la inducción de rabdomiolisis. Barra de escala 50 µM. (D-E) A través 

de RT-PCR y WB se observó un aumento de los niveles génicos (Hmox1) y proteicos de HO-

1. (F) Descenso de glutatión a las 24h tras la inducción de rabdomiolisis. Los resultados 

están expresados como media± ESM. *p0,05 vs control. 
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Por último, caracterizamos la respuesta inflamatoria asociada a rabdomiolisis. Para ello, 

se estudió la expresión génica de Ccl2 y Ccl5, citoquinas implicadas en el reclutamiento de 

células inflamatorias (Figura 7A y 7B). Nuestros datos muestran un pico máximo de expresión 

a los 3 días tras la inyección de glicerol. Además, evaluamos la presencia de macrófagos 

infiltrantes a nivel renal, mediante inmunohistoquímica frente al antígeno F4/80, observando 

un aumento progresivo del infiltrado de macrófagos a partir del día 3 tras la inducción del 

daño (Figura 7C). 

 

Figura 7. La rabdomiolisis experimental induce el reclutamiento renal de macrófagos.  

(A-B) Expresión génica de Ccl2 y Ccl5 determinada mediante RT-PCR. (C) Imagen 

representativa y cuantificación (D) de los macrófagos F4/80 en los riñones de los ratones 

del modelo. Barra de escala 50 µM. Los resultados están expresados como media± ESM. 

*p0,05 vs control.  

 

2. El FRA inducido por rabdomiolisis disminuye la expresión renal de Klotho 

Una vez caracterizado el modelo experimental de rabdomiolisis, analizamos los niveles de 

Klotho (Kl) en el tejido renal. En los ratones con rabdomiolisis pudimos observar un descenso 
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de la expresión génica de Kl y proteica de Klotho desde las 24 horas tras la inyección de glicerol 

(Figura 8A-B). Aunque la función renal se restablece a los 7 días, los niveles de Klotho seguían 

estando reducidos a este tiempo. Además, observamos un descenso significativo en los niveles 

de Klotho soluble en suero a las 24 horas (Figura 8C). 

 

Figura 8. La rabdomiolisis disminuye la expresión renal y los niveles séricos de Klotho. (A) 

Expresión génica de Kl y (B) proteica de Klotho determinada mediante RT-PCR y WB, 

respectivamente. (C) Niveles Kl soluble en suero analizados mediante ELISA. Los resultados 

están expresados como media± ESM. *p0,05 vs control. 

Dado el papel esencial de Klotho en la regulación de los niveles de fósforo y calcio y la 

rabdomiolisis induce una alteración en estos elementos analizamos sus niveles en muestras de 

sangre y de orina de nuestro modelo. Nuestros datos muestran un descenso en los niveles de 

calcio en el suero a las 24 horas, los cuales se normalizaban posteriormente a 3 y 7 días, 

mientras que los niveles de fósforo mostraban una relación inversa (Figura 9A-D). En línea con 
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el aumento de fósforo sérico, observamos un aumento de FGF-23 en sangre a 24 horas (Figura 

9E). 

 

Figura 9. La rabdomiolisis experimental provoca hiperfosfatemia e hipocalcemia. (A-D) 

Concentración en orina y suero de fósforo y calcio de los ratones tras la rabdomiolisis 

determinada mediante ensayo colorimétrico. (E) Análisis de FGF-23 en suero de ratones 

tras 24h de la inducción del daño mediante ELISA. Los resultados están expresados como 

media± ESM. *p0.05 vs control. 

Nuestros datos indican una correlación negativa significativa entre la expresión proteica 

de Klotho con la pérdida de función renal, marcadores de daño tubular y la respuesta 

inflamatoria (Tabla 5). 
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Tabla 5. Correlación entre la expresión renal de Klotho con marcadores séricos de 

función renal y metabolismo mineral, así como daño tubular y respuesta inflamatoria en 

el riñón.  

 Expresión proteica de Klotho 

Creatinina 
(mg/dL) 

Corr. Coef= -0,611 
p= 0,001 

BUN 
(mg/dL) 

Corr. Coef= -0,619 
p= 0,001 

P sérico 
(mg/dL) 

Corr. Coef= -0,179 
p= 0,334 

KIM-1 Corr. Coef= -0,630 
p= 0,003 

NGAL Corr. Coef= -0,420 
p= 0,083 

CCL2 Corr. Coef= -0,482 
p= 0,036 

CCL5 Corr. Coef= -0,462 
p= 0,040 

 

3. Expresión renal de Klotho en fases iniciales de FRA por rabdomiolisis 

Para evaluar si la expresión de Klotho en el riñón se modificaba en fases más agudas de 

daño, realizamos un modelo de rabdomiolisis a 3 y 6 horas. A estos tiempos, los niveles séricos 

de creatinina y BUN estaban aumentados, al igual que se producía un incremento del fósforo y 

un descenso de calcio a nivel sérico (Figura 10). En las muestras de orina observamos un 

descenso en los niveles de fósforo, disminución que fue mucho más drástica para el caso del 

calcio. Cuando analizamos la expresión génica de Lcn2 y Havcr1, marcadores de daño renal, 

tan solo observamos un incremento significativo a 6 horas de la expresión de Lcn2 (Figura 

10G).  
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Figura 10. La inducción de rabdomiolisis induce daño renal y cambios en los niveles de 

fósforo y calcio, sin cambios en la función renal, a tiempos cortos. (A-F) Niveles séricos de 

creatinina y BUN, y concentración en orina y suero de fósforo y calcio a 3 y 6 horas tras la 

inducción de rabdomiolisis. (G y H) Niveles de expresión génica de Lcn2 y Havcr1 obtenidos 

mediante RT-PCR. Los resultados están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. 
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A diferencia de Havcr1, la expresión génica de Kl estaba claramente disminuida desde las 

3 horas de la inducción del daño (Figura 11A). Cuando analizamos la expresión de Klotho a 

nivel proteico, observamos la misma tendencia, aúnque no obtuvimos diferencias significativas 

(Figura 11B). Estos datos indican que la expresión de Klotho disminuye de forma muy 

temprana y que la vida media de esta proteína en el riñón es superior a 6 horas. 

 

Figura 11. La rabdomiolisis disminuye la expresión génica de Klotho a nivel renal a 

tiempos cortos. Expresión génica de Kl (A) y proteica (B) de Klotho determinada mediante 

RT-PCR y WB a 3 y 6 horas tras la inducción de rabdomiolisis. Los resultados están 

expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. 

 

4. Los niveles plasmáticos de Klotho disminuyen en pacientes con FRA asociado a 

rabdomiolisis 

Para validar si los niveles plasmáticos de Klotho estaban disminuidos en pacientes con FRA 

asociado a rabdomiolisis, realizamos un estudio en el que recogimos muestras de sangre de 

pacientes hospitalizados durante este síndrome en nuestro centro, así como muestras de 

voluntarios sanos (n=8). Al final del estudio, obtuvimos muestras de tres pacientes, de los 

cuales dos sufrieron un FRA inducido por un episodio de rabdomiolisis postraumática y la 

última por isquemia arterial de miembros inferiores (Tabla 7). Todos los pacientes presentaron 

niveles elevados de sCr y creatina quinasa (CK) indicando un episodio de rabdomiolisis. 

Además, nuestros resultados muestran un descenso de los niveles plasmáticos de Klotho en los 

pacientes con rabdomiolisis en comparación con los voluntarios sanos (Figura 12).  
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Tabla 6. Características bioquímicas de pacientes con rabdomiolisis y sujetos control. 

 Control Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 

Causa Sanos Traumatismo Traumatismo Isquemia 

Edad 47,8±5,24 84 68 73 

Sexo (M/F) 7/5 M M F 

BUN (mg/dL) 18.4±2,13 114 144 57 

Crea (mg/dL) 0.89±0.14 7,4 6,0 3,66 

FG (ml/min/1,73m2) 87.48±6.11 8 10 17 

CK (UI/L) - 4709 1266 4019 

 

 

Figura 12. Los niveles Klotho soluble en plasma disminuyen en pacientes con FRA por 

rabdomiolisis. Concentración de Klotho soluble en el plasma de voluntarios sanos y 

pacientes con FRA asociado a rabdomiolisis mediante ELISA. Los resultados están 

expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. 

 

5. El FRA por rabdomiolisis disminuye la expresión renal de Klotho a largo plazo 

Existen estudios que demuestran que, como consecuencia de un FRA asociado a 

rabdomiolisis, se producen alteraciones estructurales importantes del riñón a largo plazo, tales 
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como un aumento en la fibrosis (Belliere et al., 2015). Para analizar si la expresión renal de 

Klotho también se encuentra disminuida en fases posteriores tras la inducción de rabdomiolisis 

realizamos un nuevo modelo experimental a 30 días. Nuestros resultados muestran diferencias 

significativas en los niveles séricos de BUN. Sin embargo, no encontramos diferencias en la 

concentración sérica de creatinina, fósforo y calcio (Figura 13).  

 

Figura 13. La rabdomiolisis experimental tras un mes altera los niveles de BUN. (A-B) 

Niveles séricos de creatinina y BUN. (C-D) Concentración en suero de fósforo y calcio de los 

ratones tras un mes de la rabdomiolisis determinada mediante ensayo colorimétrico. Los 

resultados están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. 

El análisis histológico de los riñones de estos ratones mostraba un incremento de 

tinción de rojo sirio que indicaba un aumento en el depósito de fibras de colágeno a los 

30 días después de la inducción del daño, principalmente intersticial y perivascular. 

Observamos un aumento en la expresión génica de fibronectina (Fn1) en los ratones tras 

30 días de la inyección de glicerol (Figura 14A-C). Además, observamos un aumento 

significativo del infiltrado de macrófagos en los riñones de estos ratones mediante 

tinción F4/80, indicando la presencia de una respuesta inflamatoria exacerbada (Figura 

14D-E). 
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Figura 14. La rabdomiolisis experimental induce fibrosis a un mes. (A) Imágenes de la 

tincion de rojo sirio realizadas en los riñones de los ratones con rabdomiolisis tras un mes. 

Barra de escala 50 µM. (B) La cuantificación de esta tinción muestra un aumento de fibras 
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de colágeno. (C) Expresión génica de fibronectina (Fn1) determinada mediante RT-PCR. (D) 

Inmunohistoquímica representativa de la presencia de células F4/80 positivas tras un mes 

de la inducción de rabdomiolisis. (E) La cuantificación de este marcador muestra un 

aumento del infiltrado de macrófagos tras un mes. Barra de escala 50 µM. Los resultados 

están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. 

No observamos diferencias en la expresión génica de Kl a 30 días. Sin embargo, a 

este tiempo, nuestros datos muestran un descenso en la expresión proteica de Klotho, 

analizada por WB, lo que sugiere que los niveles de Klotho en el riñón puedan estar 

disminuidos a largo plazo tras sufrir un FRA por rabdomiolisis (Figura 15A-B). Por último, 

observamos una disminución de los niveles circulantes de Klotho soluble en el suero de 

los ratones tras 30 días del FRA (Figura 15C). 

 

Figura 15. La rabdomiolisis tras un mes disminuye la expresión proteica renal de Klotho 

de forma aguda. (A) Expresión génica de Kl y (B) proteica de Klotho determinada mediante 

RT-PCR y WB. (C) Niveles Klotho soluble en plasma analizados mediante ELISA. Los 

resultados están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. 
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6. Los niveles de Klotho disminuyen en células tubulares estimuladas con 

mioglobina 

Con el fin de caracterizar los mecanismos fisiopatológicos que median el daño tubular por 

rabdomiolisis, realizamos experimentos en células tubulares de ratón (Línea celular MCT) 

estimuladas con mioglobina a distintas dosis y tiempos. 

El aumento del estrés oxidativo es una de las características principales del FRA producido 

por rabdomiolisis. Por tanto, analizamos el papel de la mioglobina como inductor de estrés 

oxidativo en las células MCTs. Mediante citometría de flujo, se evaluó la producción de ROS 

utilizando la sonda fluorescente H2DCFDA. Tras la estimulación con mioglobina, observamos un 

aumento de ROS de manera dosis-dependiente. La mioglobina también incrementaba la 

expresión génica (Hmox1) y proteica de HO-1, lo que sugiere un incremento del estrés 

oxidativo en estas células (Figura 16).  
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Figura 16. La mioglobina induce estrés oxidativo en células tubulares. Las células MCTs 

fueron estimuladas con mioglobina (Mb; 0-2,5 mg/mL) a distintos tiempos. (A) Histograma 

y (B) cuantificación de ROS inducido por mioglobina mediante la sonda H2DCFDA a 3 horas. 

(C-D) Aumento de los niveles HO-1 a nivel de mRNA (Hmox1) a 6 horas y de proteína a 24 

horas, medidos por RT-PCR y WB, respectivamente. Los resultados están expresados como 

media± ESM. *p0.05. 

La inflamación es otra de las características principales del FRA producido por 

rabdomiolisis y estudios previos de nuestro grupo muestran que la inflamación puede 

disminuir la expresión renal de Klotho (Moreno et al., 2011). Por tanto, analizamos la 

expresión génica de Ccl2 y Ccl5 en células estimuladas con mioglobina mediante RT-PCR. 

Nuestros resultados muestran que la mioglobina indujo la expresión génica de ambas 

citoquinas inflamatorias a 6 horas (Figura 17).  

 

 

Figura 17. La mioglobina induce el aumento de citoquinas inflamatorias en MCTs. (A-B) 

Expresión génica de citoquinas (Ccl2 y Ccl5) determinada mediante RT-PCR en células 

MCTs estimuladas con mioglobina (2,5 mg/mL) durante 6 horas. Los resultados están 

expresados como media± ESM. *p0.05. 

Finalmente, analizamos la expresión génica (Kl) y proteica de Klotho en células 

estimuladas con distintas dosis de mioglobina, observando un descenso significativo a dosis de 

2,5 mg/mL, sugiriendo que la mioglobina pudiera estar involucrada en el descenso de Klotho 

observado en los modelos de rabdomiolisis (Figura 18). 
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Figura 18. La mioglobina disminuye la expresión de Klotho en MCTs. Expresión génica de 

Kl a 6 horas (A) y proteica a 24 horas (B) de Klotho determinada mediante RT-PCR y WB, 

respectivamente, en células MCTs estimuladas con mioglobina (Mb: 0-2,5 mg/mL). Los 

resultados están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. 

 

7. La modulación del estrés oxidativo regula la expresión de Klotho in vitro pero 

no in vivo. 

Como hemos comentado anteriormente, numerosos trabajos muestran que el aumento 

del estrés oxidativo disminuye los niveles de Klotho. Por tanto, quisimos analizar los niveles de 

Klotho al revertir dicha situación. Para ello realizamos experimentos en células MCTs pre-

tratadas con antioxidantes (n-acetilcisteína (NAC) o apocinina) una hora antes de ser 

estimuladas con mioglobina. El pre-tratamiento con estos antioxidantes disminuía la 

producción de ROS analizada por H2DCFDA y descendía la expresión génica (Hmox1) y proteica 

de HO-1, marcador indirecto de estrés oxidativo (Figura 19).   
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Fig.19. Distintos antioxidantes reducen el estrés oxidativo inducido por mioglobina en 

MCTs. (A) Histograma y (B) cuantificación de ROS en células estimuladas con mioglobina 

(Mb; 2,5 mh/mL) y pre-tratadas 1 hora antes con apocinina (apo, 50 µM) y N-acetilcisteína 

(nac, 1mM). La producción de ROS se midió mediante la sonda H2DCFDA a las 3 horas tras 

la estimulación con mioglobina (C-D). Descenso de los niveles de expresión génica (Hmox1) 

a 6 horas y proteica a 24 horas de HO-1 en células MCTs pre-tratadas con antioxidantes. 

Los resultados están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. #p0.05 vs células 

estimuladas con mioglobina. 

Además, observamos que el uso de ambos compuestos antioxidantes descendía la 

expresión génica de las citoquinas inflamatorias Ccl2 y Ccl5 (Figura 20). Finalmente, 

observamos que el tratamiento con NAC y apocinina revertía la disminución de la expresión 

génica (Kl) y proteica de Klotho mediada por mioglobina (Figura 21). 
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Figura 20. La apocinina y la NAC reducen la respuesta inflamatoria provocada por 

mioglobina en MCTs. Las células MCTs fueron pre-tratadas durante 1 hora con N-

acetilcisteína (nac, 1 mM) o apocinina (apo, 50 µM) y posteriormente fueron estimuladas 

con mioglobina (Mb; 2,5 mg/ml) durante 6 horas. (A-B) Expresión génica de citoquinas 

(Ccl2 y Ccl5) determinada mediante RT-PCR. Los resultados están expresados como media± 

ESM. *p0.05. #p0.05 vs células estimuladas con mioglobina. 

 

Figura 21. Los antioxidantes revierten el descenso de Klotho provocada por mioglobina 

en MCTs. Las células MCTs fueron pre-tratadas durante 1 hora con N-acetilcisteína (nac, 1 

mM) o apocinina (apo, 50 µM) y posteriormente fueron estimuladas con mioglobina (Mb; 

2,5 mg/ml). (A) Expresión génica de Kl a 6 horas y (B) proteica a 24 horas de Klotho 

determinada mediante RT-PCR y WB. Los resultados están expresados como media± ESM. 

*p0.05 vs control. #p0.05 vs células estimuladas con mioglobina 

Para validar estos resultados, realizamos un modelo experimental de rabdomiolisis a 24h 

en ratones a los que inyectamos NAC (150 mg/Kg) 1h antes de la producción del daño. Los 
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ratones que fueron tratados con NAC tenían una mejora significativa de la función renal, 

presentando menores niveles de BUN y creatinina sérica, que aquellos ratones sin este 

tratamiento antioxidante. Al analizar la expresión génica de NGAL (Lcn2), mediante RT-PCR, 

observamos que los ratones tratados con NAC tenían un menor daño renal en comparación 

con los ratones sin tratar (Figura 22). 

 

Figura 22: La administración de NAC mejora la función renal y disminuye el daño tubular 

asociado a rabdomiolisis. (A-B) Niveles séricos de creatinina y BUN y concentración de 

mioglobina en orina de ratones con rabdomiolisis. (C) Expresión génica de Lcn2 

determinada mediante RT-PCR. Sal: ratón control; Gly: ratón con inyección de glicerol; 

G+N: ratón tratado con NAC y con inyección de glicerol. Los resultados están expresados 

como media± ESM. *p0.05 vs control. #p0.05 vs ratones Gly. 

Se evaluó la presencia de estrés oxidativo en los riñones de los ratones del modelo 

mediante inmunohistoquímica de 4-HNE. En ella pudimos ver que había una gran disminución 

de este producto de peroxidación lipídica en los ratones tratados con NAC. En línea con estos 

resultados, observamos una menor expresión génica (Hmox1) y proteica de HO-1 en los 

ratones tratados con NAC (Figura 23).  
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Figura 23. La administración de NAC disminuye el estrés oxidativo asociado a 

rabdomiolisis. (A) Inmunohistoquímica representativa de la presencia de 4-HNE. (B) La 

cuantificación de este marcador muestra una disminución de peroxidación lipídica con el 

tratamiento antioxidante. Barra de escala 50 µM. (C-D) A través de RT-PCR y WB se 

analizaron los niveles génicos (Hmox1) y proteicos de HO-1. Sal: ratón control; Gly: ratón 

con inyección de glicerol; G+N: ratón tratado con NAC y con inyección de glicerol. Los 

resultados están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. #p0.05 vs ratones 

Gly. 
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Posteriormente analizamos los niveles de Klotho en los riñones de estos ratones. La 

inducción de rabdomiolisis redujo la expresión génica (Kl) y proteica de Klotho a 24h. Sin 

embargo, no observamos diferencias entre los ratones tratados o no con NAC, indicando la 

existencia de otros mecanismos de daño implicados en el descenso de Klotho por 

rabdomiolisis in vivo (Figura 24).   

 

Figura 24. La administración de NAC no revierte el descenso de la expresión de Klotho 

asociado a rabdomiolisis. Expresión génica de Kl (A) y proteica (B) de Klotho determinada 

mediante RT-PCR y WB. Sal: ratón control; Gly: ratón con inyección de glicerol; G+N: ratón 

tratado con NAC y con inyección de  glicerol. Los resultados están expresados como 

media± ESM. *p0.05 vs control. 

 

8. La activación de Nrf2 reduce el descenso de Klotho mediado por mioglobina.  

Con el fin de valorar el efecto de la activación de Nrf2 sobre el descenso de Klotho 

inducido por mioglobina, pre-estimulamos a células MCTs con sulforafano (SFN), un potente 

inductor de Nrf2. El pre-tratamiento con SFN disminuía la producción de ROS mediada por 

mioglobina y aumentaba la expresión génica (Hmox1) y proteica de HO-1, enzima inducida por 

la activación de Nrf2 (Figura 25).  
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Fig.25. La activación de Nrf-2 disminuye el estrés oxidativo provocado por la mioglobina 

en MCTs. Las células MCTs fueron pre-tratadas durante 16 horas con Sulforafano (sfn, 10 

µM) y posteriormente fueron estimuladas con mioglobina (Mb; 2,5 mg/mL) de 3 a 6 horas. 

(A) Histograma de la disminución del estrés oxidativo provocado por el uso de un inductor 

de Nrf-2 y (B) su cuantificación en células estimuladas con mioglobina durante 3 horas. (C-

D) A través de RT-PCR cuantitativa y WB analizamos la expresión génica (Hmox1) y 

proteica de HO-1 en células estimuladas con mioglobina durante 6 horas. Los resultados 

están expresados como media± ESM. *p0.05 vs control. #p0.05 vs células estimuladas 

con mioglobina.  

Los mismos efectores protectores del SFN fueron observados cuando analizamos la 

expresión génica de las citoquinas inflamatorias Ccl2 y Ccl5 en células MCTs estimuladas con 

mioglobina, sugiriendo un papel protector de la activación de Nrf2 frente a las acciones 

adversas de la mioglobina (Figura 26). Finalmente, observamos que el pre-tratamiento con 

sulforafano revertía el descenso de la expresión génica (Kl) y proteica de Klotho inducido por 

mioglobina (Figura 27). 
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Figura 26. La activación de Nrf-2 disminuye la respuesta inflamatoria inducida por la 

mioglobina en MCTs. Las células MCTs fueron pre-tratadas durante 16 horas con 

Sulforafano (sfn, 10 µM) y posteriormente fueron estimuladas con mioglobina (Mb; 2,5 

mg/mL) durante 6 horas. (A-B) Expresión génica de las citoquinas inflamatorias Ccl2 y Ccl5 

determinada mediante RT-PCR. Los resultados están expresados como media± ESM. 

*p0.05 vs control. #p0.05 vs células estimuladas con mioglobina. 

 

Figura 27. La activación de Nrf-2 revierte el descenso de Klotho mediado por mioglobina 

en MCTs. Las células MCTs fueron pre-tratadas durante 16 horas con Sulforafano (sfn, 

10µM) y posteriormente fueron estimuladas con mioglobina (Mb; 2,5 mg/mL) durante 6-

24 horas. (A-B) Expresión génica (Kl) y proteica de Klotho determinada mediante RT-PCR o 

WB, respectivamente. Los resultados están expresados como media± ESM. *p<0.05 vs 

control. #p<0.05 vs células estimuladas con mioglobina. 
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9. La administración de Klotho recombinante protege del daño renal inducido por 

rabdomiolisis 

Puesto que los niveles de Klotho disminuyen durante el FRA por rabdomiolisis, quisimos 

evaluar si la administración exógena de Klotho recombinante (rKl) tenía algún efecto 

beneficioso frente al daño renal asociado a este síndrome. Para ello, inyectamos rKl (0.01-0,1 

mg/kg) 1h antes de la producción del daño. Nuestros resultados muestran que la 

administración de rKl mejoraba la función renal de forma significativa, con unos niveles séricos 

menores de creatinina y BUN, al compararlos con los ratones sin tratamiento con rKl (Figura 

28A-B). Los mismos resultados observamos cuando analizamos la expresión génica de NGAL 

(Lcn2), un marcador de daño renal agudo (Figura 28C). 

 

Figura 28. Klotho recombinante mejora la función renal en el modelo experimental de 

rabdomiolisis. (A-B) Niveles séricos de creatinina y BUN. (C) Expresión génica de Lcn2 

determinada mediante RT-PCR. Sal: ratón control; Gly: ratón con inyección de glicerol; rKL: 

Dosis de Klotho recombinante inyectada. Los resultados están expresados como media± 

ESM. *p0.05 vs control. #p0.05 vs ratones Gly sin rKl 
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El fracaso renal agudo (FRA) es un síndrome caracterizado por un drástico descenso de la 

función renal que puede llegar a producir la muerte. Aproximadamente el 2% de los pacientes 

hospitalizados desarrolla un FRA (Liangos et al., 2005) y del 7 al 10 % de éstos, están 

provocados por rabdomiolisis (Korantzopoulos, Galaris and Papaioannides, 2002; Bagley, Yang 

and Shah, 2007; Khan, 2009). La incidencia de FRA en pacientes con rabdomiolisis no se conoce 

con exactitud, debido a las diferentes definiciones de FRA y a la heterogeneidad etiológica y 

poblacional reportada en los diferentes estudios. Sin embargo, se ha estimado que entre un 

4% y 33% de los pacientes con rabdomiolisis presenta FRA (Bagley, Yang and Shah, 2007). La 

mortalidad por rabdomiolisis global se estima entre 2 y 46%, dependiendo del tipo de causa 

que la origine, la administración temprana de tratamiento y la presencia de comorbilidades y 

complicaciones asociadas (Zimmerman and Shen, 2013).  

En esta tesis hemos realizado un estudio pormenorizado de los principales 

mecanismos fisiopatológicos asociados a FRA por rabdomiolisis, demostrando por primera vez 

que la expresión de Klotho disminuye en este contexto de daño. Hemos desarrollado un 

modelo experimental en ratones con rabdomiolisis que reproduce fielmente las características 

de este síndrome en humanos (Abul-Ezz, Walker and Shah, 1991; Lochhead, Kharasch and 

Zager, 1998). Así, tras la inyección de glicerol, los ratones presentaban una pérdida aguda de 

función renal, con un aumento de los niveles séricos de creatinina y BUN. Hemos observado 

que estos marcadores de función renal se restauran rápidamente, pero las consecuencias del 

daño renal asociado al FRA siguen presentes en etapas posteriores, tal y como se ha descrito 

en modelos de FRA inducidos por isquemia-reperfusión, administración de ácido fólico o 

cisplatino (Abassi et al., 2013; Christov et al., 2013; Sinha, Vence and Salahudeen, 2013; J. M. 

Belcher et al., 2014; Ragab, Abdallah and El-Abhar, 2014). Así, nuestros datos muestran una 

expresión sostenida en el tiempo de marcadores de daño renal, como NGAL y KIM-1, los cuales 

siguen elevados a tiempos en los que los niveles de creatinina se han restablecido. De igual 

modo, las lesiones histológicas de los túbulos, aunque menores que las observadas en el punto 

máximo del FRA, seguían estando presentes en fases asociadas a recuperación de la función 

renal.  

Los mecanismos que producen daño tubular en rabdomiolisis no están totalmente 

definidos, pero se ha sugerido que la acumulación de la mioglobina o sus productos derivados, 

como el grupo hemo, podrían jugar un papel clave. Durante la rabdomiolisis se liberan 

cantidades masivas de mioglobina desde las células musculares dañadas. Una vez en el plasma, 

la mioglobina se filtra por la barrera de filtración glomerular y se endocita por las células 

tubulares a través del sistema de receptores megalina-cubilina (Gburek et al., 2003). En el 
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interior de estas células, la mioglobina induce estrés oxidativo por diversos mecanismos: la 

mioglobina se puede oxidar desde su forma ferrosa hasta la forma férrica, produciendo anión 

superóxido (O2
-). Este anión provoca una lenta autooxidación de la mioglobina que, de manera 

espontánea, produce H2O2 (Zager and Burkhart, 1998; Plotnikov et al., 2009). La acumulación 

en la célula tubular de H2O2 y la propia capacidad peroxidasa del grupo hemo provoca un 

aumento de radicales libres (Glasauer and Chandel, 2013). Mediante la reacción de Fenton, el 

aumento de H2O2 junto con el Fe+2 favorece la producción de radical hidroxilo (OH-), el más 

reactivo de todas las ROS (Gutteridge, 1986; Liu et al., 2004). En esta línea, nuestros datos 

muestran un aumento en la producción de ROS en células tubulares estimuladas con 

mioglobina. Estas ROS promueven la peroxidación de ácidos grasos de membrana y la síntesis 

de malondialdehido, lo que explicaría el incremento de esta molécula y de 4-HNE, un marcador 

de peroxidación lipídica, que observamos tras la inducción de rabdomiolisis en nuestro 

modelo. En línea con nuestra observación, otros trabajos también han descrito un aumento 

del estrés oxidativo en este contexto de daño (Plotnikov et al., 2009; Nara et al., 2016). 

Para recuperar el equilibrio redox, las células activan diferentes mecanismos de 

defensa para proporcionar una respuesta antioxidante. Muchos estudios describen el papel 

clave de la activación de Nrf2 en la regulación de la respuesta antioxidante, ya que este factor 

de transcripción promueve la expresión de numerosas enzimas antioxidantes de fase 2, como 

HO-1 (Ruiz et al., 2013; Soetikno et al., 2013; Buendia et al., 2016; W. Zhao et al., 2016). 

Nuestros resultados muestran un incremento en la expresión génica y proteica de HO-1, tanto 

in vivo como in vitro. La expresión de esta enzima es vital en este contexto ya que es la 

responsable del catabolismo del grupo hemo.  

Como consecuencia de la activación del proceso oxidativo y la consiguiente muerte de 

células tubulares, la rabdomiolisis desencadena un proceso inflamatorio en el riñón (Rubio-

Navarro et al., 2016; Wu et al., 2017). Nuestros resultados muestran un aumento de la 

expresión génica de citoquinas inflamatorias (Ccl2 y Ccl5) a los 3 días de la inyección de 

glicerol, así como en células tubulares estimuladas con mioglobina durante 24 horas. Además, 

observamos un aumento del infiltrado intersticial de macrófagos F4/80 tras 3 días de la 

producción del daño. Esta respuesta inflamatoria es detectable a la semana de la inducción del 

daño, provocando efectos adversos a largo plazo. 

Otro mecanismo implicado en el daño renal por rabdomiolisis es la obstrucción 

tubular. Así, en nuestro modelo, observamos la presencia de cilindros hemáticos en la luz de 

los túbulos. Estos cilindros están producidos por la precipitación de la mioglobina junto con la 



  Discusión 

79 
 

proteína de Tamm-Horsfall, un proceso favorecido por la acidificación de la orina (Sanders et 

al., 1990; Heyman and Brezis, 1995). Este rasgo es característico de este tipo de patología y 

puede conllevar la obstrucción del túbulo renal. 

Los pacientes que desarrollan FRA presentan hiperfosfatemia como consecuencia de la 

pérdida de función renal (Leaf et al., 2013). Sin embargo, en los FRA asociados a rabdomiolisis 

esta alteración se produce previamente a la pérdida de función renal, tal y como hemos 

observado en nuestro modelo. Este aumento de fósforo plasmático se produce como 

consecuencia de la liberación del fósforo contenido en el retículo sarcoplásmico tras la 

necrosis celular del músculo estriado (Llach, Felsenfeld and Haussler, 1981; Higaki et al., 2015). 

Además, en este contexto observamos una hipocalcemia transitoria provocada por la entrada 

y posterior acumulación de calcio en el músculo dañado y el calcio precipitado en los vasos en 

forma de fosfato cálcico que disminuye los niveles plasmáticos de este ion (Vanholder et al., 

2000). Los niveles circulantes de fósforo y calcio están estrechamente regulados por el eje FGF-

23/Klotho (de Borst et al., 2011; Kuro-o and Moe, 2017). FGF-23 al llegar al riñón activa la vía 

FGFR1/Kl, que inhibe la expresión de los cotransportadores sodio-fosfato tipo II (Na/P IIa y 

Na/P IIc), disminuyendo así la reabsorción tubular de fósforo (de Borst et al., 2011). Además la 

activación de la vía FGFR1/Kl inhibe la actividad de la enzima 1α-hidrolasa (vía Cyp27b1) y 

estimula la actividad de la enzima 24-hidroxilasa (vía Cyp24a1) disminuyendo los niveles de 

calcitriol y con ello la absorción intestinal de fósforo y calcio (Shimada et al., 2004; Kuro-o, 

2011; Kuro-o and Moe, 2017). Por otro lado, Klotho es responsable de la activación del canal 

TRPV5 en el túbulo, el cual reabsorbe Ca+2 en el riñón (Chang et al., 2005; Leunissen et al., 

2013; Andrukhova et al., 2017). En este sentido, nosotros encontramos un desbalance en el eje 

FGF-23/Klotho en nuestro modelo, observando un aumento en los niveles séricos de FGF-23 y 

un descenso en los niveles plasmáticos y renales de Klotho a las 24h de la inyección de glicerol, 

coincidiendo con la hiperfosfatemia y la hipocalcemia. Este aumento de FGF-23 también ha 

sido descrito en modelos experimentales de FRA inducido por ácido fólico, cisplatino y en 

enfermos  renales (Christov et al., 2013; Leaf et al., 2016, 2018; Elseweidy et al., 2017). La 

menor expresión renal de Klotho podría provocar alteraciones en la reabsorción de iones en el 

túbulo renal por los mecanismos anteriormente descritos.   

En concordancia con los resultados del modelo experimental, observamos un descenso 

en los niveles séricos de Klotho en pacientes con rabdomiolisis que habían desarrollado FRA. 

Distintos autores han demostrado que los niveles de Klotho soluble disminuyen en línea con la 

pérdida de función renal y el comienzo del FRA, postulándolo como un potencial biomarcador 

pronóstico (Hu, Kuro-o and Moe, 2010, 2012; Akimoto et al., 2012; Lee et al., 2014; Scholze et 
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al., 2014; Barker et al., 2015; Xu and Sun, 2015). Además, se ha sugerido que los niveles de 

Klotho podrían ser un posible marcador del estadío de ERC (Semba et al., 2011; Hu, Kuro-o and 

Moe, 2013; Barker et al., 2015; Neyra and Hu, 2016; Tanaka et al., 2016). Por último, otros 

autores han relacionado el descenso de los niveles de Klotho soluble con el aumento del daño 

cardiaco (Navarro-González et al., 2014).  

Los niveles de Klotho soluble provienen de la síntesis de esta proteína a nivel renal y de 

su escisión proteolítica de la forma de membrana por diversas enzimas (Chen et al., 2007). 

Nuestros resultados muestran que los niveles renales de Klotho disminuyen de forma drástica 

tras producirse un FRA agudo. Observamos un descenso muy agudo de la expresión génica 

(3h), incluso antes del aumento de otros marcadores de daño renal como KIM-1 y NGAL, lo 

que sugiere a Klotho como marcador temprano de daño renal por rabdomiolisis. En nuestro 

estudio observamos una correlación positiva entre el descenso de Klotho y la pérdida de 

función renal, así como los marcadores de daño renal.  

Diversos estudios han relacionado el aumento del estrés oxidativo con una menor 

expresión de Klotho (Guo et al., 2018; Qian et al., 2018; Shen et al., 2018). En diferentes 

trabajos de investigación se ha demostrado que la activación de Nrf2 está relacionada con la 

protección ante FRA (Shelton, Kevin Park and Copple, 2013; Wang et al., 2014). Para analizar 

su papel protector frente al daño inducido por mioglobina, pre-tratamos las MCTs con 

sulforafano, un compuesto inductor de Nrf2 (Dinkova-Kostova et al., 2002; Balogun et al., 

2003; Rojo et al., 2008; Guerrero-Hue et al., 2017). El uso de este compuesto reduce el estrés 

oxidativo provocado por la mioglobina, tal y como ha sido observado previamente por otros 

autores (Guerrero-Beltrán, Calderón-Oliver, et al., 2012; Lin et al., 2014; Shokeir et al., 2015; Z. 

Zhao et al., 2016). Nuestros datos muestran que la inducción de Nrf2 revertía el descenso de 

los niveles renales de Klotho inducidos por la mioglobina. En línea con estos resultados, 

nuestros datos sugieren que el estrés oxidativo inducido por mioglobina puede estar 

involucrado en el descenso de Klotho en células en cultivo. Así, el uso de antioxidantes como 

N-acetilcisteína (NAC) y apocinina, revertía el estrés oxidativo y el descenso de Klotho 

provocado por la mioglobina en las MCTs. Posteriormente evaluamos si el tratamiento con 

NAC impedia el descenso renal de Klotho in vivo. El tratamiento con NAC en ratones con 

rabdomiolisis mejoraba la función renal y disminuyó la expresión de marcadores de daño renal 

y de estrés oxidativo. Los ratones que fueron tratados con NAC tenían una mejora de la 

función renal, mostrando menores niveles de BUN y creatinina sérica, que aquellos ratones sin 

el tratamiento antioxidante.  Los efectos protectores de NAC se han demostrado en modelos 

de nefrotoxicidad inducida por cisplatino (Luo et al., 2008), lesión por isquemia-reperfusión 
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(Nitescu et al., 2006) y enfermedad renal crónica (Shimizu et al., 2005). NAC también redujo el 

daño renal en un modelo de rabdomiolisis en ratas, previniendo la apoptosis celular mediante 

la inhibición de las vías de señalización de ERK y JNK (Kim et al., 2010) y el estrés oxidativo (de 

Bragança et al., 2017). Recientemente se completó un ensayo doble ciego aleatorizado que 

compara la eficacia de NAC en la prevención de la insuficiencia renal en la rabdomiolisis, 

aunque los resultados aún no se han publicado (Ensayo clínico Nº NCT00391911). Sin embargo, 

la expresión génica de Kl y proteica de Klotho no se revertía tras el tratamiento antioxidante de 

NAC. Este resultado indica que la regulación de la expresión renal de Klotho no depende 

exclusivamente del estrés oxidativo, sino que pueden existir otros mecanismos implicados. 

La expresión de Klotho está fuertemente regulada por la inflamación (Ohyama et al., 

1998; Moreno et al., 2011; Zhou, Kuang and Zhou, 2017; Fernandez-Fernandez et al., 2018; J. 

Chen et al., 2018). En nuestro estudio, observamos que existía una relación entre el descenso 

de Klotho con el aumento de las citoquinas inflamatorias Ccl2 y Ccl5 en el riñón. Tanto el uso 

de antioxidantes directos como NAC y apocinina, como la activación de Nrf2 revertían la 

expresión génica de ambas citoquinas inflamatorias, estableciendo una relación directa entre 

el estrés oxidativo inducido por mioglobina y la respuesta inflamatoria (Elmarakby and 

Sullivan, 2012; Youn et al., 2014; Szalay et al., 2015). Estudios previos muestran que el 

tratamiento con sulforafano y otros inductores de Nrf2 inhibe la actividad de NF-B y 

disminuye la expresión génica de TNF-α, (Guerrero-Beltrán, Mukhopadhyay, et al., 2012; 

Soetikno et al., 2013; Zhao, Zhou and Lu, 2013; Nallasamy et al., 2014; He et al., 2015). 

Además, la activación de Nrf2 podría disminuir el estrés oxidativo y, con ello, provocar una 

disminución de la expresión de citoquinas inflamatorias (El Assar, Angulo and Rodríguez-

Mañas, 2013; Soetikno et al., 2013; Zhao, Zhou and Lu, 2013; Satapati et al., 2015; Tucker, 

Scanlan and Dalbo, 2015). Otros estudios han relacionado directamente el aumento de HO-1 

con la disminución de la inflamación, sugiriendo que tanto HO-1 como Nrf2 disminuyen la 

respuesta inflamatoria (An et al., 2012; WEI et al., 2015). Por todos estos motivos, pensamos 

que la activación de Nrf2 podría favorecer la presencia de Klotho en el riñón tanto por sus 

acciones antioxidantes como por sus efectos antiinflamatorios. 

La mayoría de los pacientes con FRA asociado a rabdomiolisis recuperan la función 

renal en pocos meses (de Meijer et al., 2003). Sin embargo, incluso aparentemente resuelto, el 

FRA por rabdomiolisis promueve alteraciones estructurales importantes, como fibrosis y 

glomeruloesclerosis, lo que aumenta el riesgo de enfermedad renal crónica, tal y como se ha 

descrito en otros tipos de FRA (Wen, Peng and Kellum, 2011). Estos efectos adversos a largo 

plazo pueden estar relacionados no solo con una mayor producción de matriz extracelular por 
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las células renales, sino también con un papel pro-fibrótico de los macrófagos infiltrantes 

(Belliere et al., 2015). En la presente tesis hemos demostrado por primera vez que los niveles 

plasmáticos y renales de Klotho están disminuidos 30 días después de la inducción de 

rabdomiolisis. Esta disminución de Klotho a largo plazo se ha observado en otros modelos de 

FRA experimental, como el inducido por isquemia-reperfusión (Sugiura et al., 2005), o en el 

daño renal provocado en un modelo de diabetes inducida (Cheng et al., 2013). Al igual que 

sucedía en otro trabajo anterior (Belliere et al., 2015), en nuestro estudio los niveles de BUN 

estaban elevados a un mes tras la inyección de glicerol. Sin embargo, no encontramos 

alteraciones en los niveles de creatinina, fósforo y calcio en suero a este tiempo. El hecho de 

no encontrar diferencias en los niveles de creatinina puede enmascarar una disminución de la 

función renal de los ratones tras un mes del FRA, ya que estos ratones tendrán una menor 

producción de creatinina al presentar una disminución de la masa muscular, lo que conlleva a 

unos niveles inferiores en sangre respecto a los controles con una función renal normal (Banfi, 

Del Fabbro and Lippi, 2009; Park et al., 2013; Bilancio et al., 2014; Paroni et al., 2017). Los 

niveles de expresión proteica de Klotho tras un mes del daño estaban disminuidos, lo que 

avala su posible uso como biomarcador del daño renal. Sin embargo, los niveles de expresión 

génica de Kl eran semejantes al control lo que nos puede indicar que existe una regulación 

post-transcripcional que regula la traducción de este mRNA. Trabajos previos han visto que 

existen distintos miRNAs que regulan la expresión de Kl (Mehi et al., 2014; Kang and Xu, 2016; 

Zhou, Kuang and Zhou, 2017). Por otro lado, nuestros datos muestran un aumento de fibrosis, 

caracterizado por un incremento en la expresión de fibronectina y del contenido colágeno, así 

como una elevada respuesta inflamatoria en los riñones de los ratones que fueron sacrificados 

30 días después de la inducción de la rabdomiolisis. Por tanto, resulta lógico pensar que la 

sustitución del parénquima renal por matriz extracelular o una respuesta inflamatoria 

exacerbada, tanto a nivel renal como sistémica, pudieran estar relacionadas con el descenso 

de Klotho a largo plazo. 

La reducción de la expresión renal de Klotho contribuye a la progresión de la insuficiencia renal 

(Lin, Kuro-o and Sun, 2013), mientras que su sobreexpresión mejora la función renal y 

disminuye la lesión provocada por el FRA (Haruna et al., 2007; Nagasu et al., 2011). Por esta 

razón, realizamos una aproximación experimental utilizando Klotho recombinante en nuestro 

modelo de FRA asociado a rabdomiolisis. En consonancia con los datos publicados en la 

literatura, nuestros datos muestran que los ratones a los que se les administró Klotho 

recombinante previo a la generación de la rabdomiolisis presentaban una mejora en la función 

renal y un menor daño renal. En línea con estos resultados, otros grupos han demostrado que 
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la administración de Klotho reducía el daño y mejoraba la función renal en un modelo de FRA 

por isquemia-reperfusión (Hu et al., 2010). Otros estudios demuestran que un tratamiento 

continuo con Klotho recombinante disminuye la progresión y mejora la función renal en un 

modelo de ERC mediante unifrectomía e isquemia-reperfusión en el riñón contralateral (Hu et 

al., 2017). Todos estos efectos beneficiosos tras la administración de Klotho podrían estar 

relacionados a sus acciones antioxidantes (Ravikumar et al., 2014; Rizzo et al., 2014; Maltese et 

al., 2017; Shen et al., 2018), antiinflamatorias (Liu et al., 2011; Zhao et al., 2011; Seibert et al., 

2017; Guo et al., 2018) y su importante papel en la regulación del metabolismo del fósforo y el 

calcio en el organismo.   
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Figura 29. Mecanismos moleculares implicados en el daño renal agudo por rabdomiolisis   
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Conclusiones 

• El daño renal asociado a FRA por rabdomiolisis provoca alteraciones histológicas y 

funcionales del riñón, estrés oxidativo, inflamación y desbalance del metabolismo 

mineral. 

• Durante el FRA asociado a rabdomiolisis se produce un descenso precoz en la 

expresión de Klotho, la cual se mantiene reducida en fases posteriores, coincidiendo 

con un aumento de la fibrosis renal y una respuesta inflamatoria crónica. 

• Los pacientes con FRA asociado a rabdomolisis presentan una menor concentración 

plasmática de Klotho con respecto a personas sanas.  

• En células tubulares estimuladas con mioglobina se produce un aumento del estrés 

oxidativo y de mediadores inflamatorios, así como un descenso significativo de la 

expresión génica y proteica de Klotho.  

• El descenso de Klotho por mioglobina se revierte con el uso de antioxidantes e 

inductores de la activación de Nrf2 in vitro, pero no in vivo.  

• La administración de Klotho recombinante en un modelo de FRA por rabdomiolisis 

mejora la función renal y disminuye el daño tubular. 
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