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RESUMEN

Q.F.B. Amanda Berenice Mercado Moreira

Universidad Autébnoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Titulo del estudio: Perfil electroforético de proteinas en orina para el diagnéstico
diferencial de nefropatias.

Numero de paginas: 87

Area de estudio: Quimica Biomédica

Propdsito y Método del Estudio: El rechazo agudo continua siendo la principal
causa de fracaso en el trasplante renal de donador cadavérico. La busqueda de
biomarcadores para el diagnodstico de rechazo o diversas nefropatias ha
incrementado el desarrollo y aplicaciéon de nuevas tecnologias. El objetivo de
este estudio fue desarrollar un método de electroforesis bidimensional para la
deteccion de proteinas en orina que sea util para el diagndstico de nefropatias.
Se incluyeron tres grupos de cinco pacientes, un grupo pacientes con trasplante
renal con rechazo al injerto renal confirmado por biopsia, un grupo de pacientes
con trasplante renal con evolucion estable y un grupo de pacientes con
nefropatia diabética. Se probaron diferentes alternativas de pretratamiento de
las muestras de orina, siendo la que arrojé mejores resultados la combinacién
de varias técnicas, que incluyeron la concentracién utilizando ultrafiltracion,
eliminacién de albumina y precipitacion de proteinas con acetona. Las proteinas
de las muestras fueron separadas por isoelectroenfoque (primera dimension) y
por electroforesis en geles de poliacrilamida 12% con SDS (segunda dimension).
Posteriormente los geles fueron tefidos, digitalizados y analizados con el
programa ImageMaster, Amersham con el fin de verificar si existian proteinas
caracteristicas de cada grupo de estudio identificando punto isoeléctrico (pl) y
peso molecular (PM). Se realizé la validacion del método determinando
precision y exactitud para la determinacién de pl y PM tomando de referencia
un estandar conocido.

Contribucion y Conclusiones: Se encontraron 7 proteinas caracteristicas del
grupo de pacientes con rechazo al injerto renal (pl 5.5 - PM 34 kDa y pl 6.8 -
PM 14.4 kDa, en cinco de los cinco pacientes; pl 5.2 - PM 32 kDa y pl 8.5 - PM
18kDa, en cuatro de los cinco pacientes; pl 4.6 - PM 23 kDa, pl 5.3 — PM 29
kDa y pl 4.5 -PM 28 kDa en 3 de los cinco pacientes. En el grupo con
nefropatia diabética se encontraron 6 proteinas caracteristicas (pl 4.8 — PM 50
kDa, pl 5.9 — PM 14 kDa y pl 6.4 — PM 31.5 kDa en cuatro de los cinco
pacientes; pl 7.4 — PM 26 kDa, pl 4.9 — PM 14 kDa y pl 4.5 — PM 28 kDa en tres
de los cinco pacientes). Dichas proteinas podrian ser candidatos a
biomarcadores para el diagnoéstico de rechazo agudo al injerto renal y ND
respectivamente. Se encontr6 que el método fue exacto y preciso para la
determinacién de pl y PM.

Dra. Paula Cordero Pérez, Directora de Tesis
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CAPITULO 1 INTRODUCCION

CAPITULO 1

INTRODUCCION

11 Rinones.

Los rifiones son 6rganos ubicados retroperitonealmente y miden cerca de 11 cm
de largo, aproximadamente 6 cm de diametro y 2.5 cm de ancho, pesan entre
125y 179 g cada uno (Figura 1). Dentro de sus funciones esta el mantenimiento
de la homeostasis, funciones endocrinas como el control de zla presion arterial
a través del mecanismo renina — angiotensina, la eliminacién de sustancias de
desechos nitrogenadas, la sintesis de eritropoyetina y la regulacion del

metabolismo fésforo y calcio. (Ulate, 2006)

. Calices

Pelvis
renal

Medula

Figura 1. Caracteristicas fisiolégicas del rindn.
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1.1.1 Morfologia microscépica y fisiologia renal.

Los rifiones estan compuestos de pequefias unidades estructurales conocidas
con el nombre de nefronas (Xu et al., 2005). Las nefronas constan de dos
partes: el glomérulo donde la sangre que pasa a través de ellos es filtrada; y un
sistema de tubulos conectados a los glomérulos, donde el filtrado es
parcialmente reabsorbido y ademas pueden adicionarse solutos que salen de
los capilares sanguineos ubicados alrededor de los tubulos y llegan hasta la luz
tubular; este proceso se conoce como secrecion tubular (Ulate, 2006; Kumar et
al., 2002). Mientras que la filtracién glomerular remueve iones y proteinas de
bajo peso molecular del torrente sanguineo, el proceso de reabsorcion tubular
previene la pérdida excesiva de los mismos. El delicado equilibrio de estos dos
procesos caracteriza el funcionamiento normal renal. Como resultado del
eficiente proceso de filtracion y reabsorcion en la nefrona, la orina de una
persona normal muestra bajas concentraciones de proteinas (Kumar et al.,
2002). La concentracion de proteinas en orina (50 — 120 mg/24 h) de una
persona sana es inferior a la encontrada en el plasma humano (60 mg/dL)
(Khan y Packer, 2006). La albumina (de origen plasmatico) y la proteina de
Tamm-Horsfall (de origen renal) representan el 65% de las proteinas urinarias.

Aproximadamente el 99% de las proteinas filtradas del plasma son
reabsorbidas en el tubulo proximal por endocitosis que las traslada a los
lisosomas, donde son hidrolizadas a aminoacidos para posteriormente retornar

a circulacién sanguinea (Lorenzo et al., 2002).



1.1.2 Fisiopatologia renal: proteinuria.

La presencia de abundante matriz extracelular (MEC) alrededor de los capilares
glomerulares y la membrana basal de la capsula de Bowman provee una
barrera fisica para el paso de proteinas de alto peso molecular a través del
glomérulo. El dafo alrededor de la MEC del glomérulo da como resultado la
liberacion de proteinas hacia los tubulos y la aparicién de proteinas séricas en
la orina. Del mismo modo, una perturbacién de las células epiteliales de los
tubulos proximales puede causar una reabsorcion ineficiente de proteinas
urinarias que conducen a la pérdida de proteinas en la orina. Esta condicion es
clinicamente referida como proteinuria y es indicador de dafo glomerular o
tubular a los rifiones (Kumar et al., 2002; Vojtova et al., 2007). Es sabido que
bajo ciertas condiciones fisiolégicas y patoldgicas, se pueden producir cambios
en la abundancia de proteinas como resultado de alteraciones en la
transcripcion o estabilidad del RNA mensajero (mRNA), e incluso como
resultado de la regulacién directa de la traducciéon o regulaciéon de proteinas

(Knepper, 2002).

1.2 Incidencia de enfermedades renales y perspectiva global.

En nuestro pais, la Encuesta Nacional de Salud del afno 2000, reportd una

frecuencia del 10.9% de enfermedad renal diagnosticada a nivel nacional,



Nuevo Ledn tuvo una frecuencia de enfermedades renales diagnosticadas del
9%.

De acuerdo a los datos estadisticos se encontr6 como la principal causa de
insuficiencia renal a la nefropatia diabética (ND), con un 44%, hipertensiéon
arterial (HTA) en un 11%, glomerulonefritis cronica en un 6%, enfermedad renal
quistica en un 5% y 30% aproximadamente de causa desconocida (Olaiz G et

al., 2007; Rao et al., 2007; Encuesta Nacional de Salud 2000).

1.2.1 Diabetes Mellitus y sus consecuencias.

Ha incrementado la incidencia y prevalencia de DM en forma creciente en los
ultimos afios a nivel mundial. En 2004 se hizo una estimacion respecto al
namero global de pacientes diabéticos en el mundo, calculando que puede
llegar a 366 millones de personas en el afno 2025, sobre todo a expensas de la
DM tipo 2. Curiosamente, entre los paises que encabezan la lista en cuanto a
crecimiento de DM figuran India, China, Indonesia y Pakistan al lado de paises
desarrollados como Estados Unidos de América (EUA), Italia y Japén (Wild et
al., 2004). Solo en EUA, la diabetes afecta a 18.2 millones de personas, lo que
equivale al 6.3% de la poblacion (Martinez, 2008). En nuestro pais, la
prevalencia de DM en 2000 en adultos fue de 7% (Olaiz, et al., 2003). Se estima
que la prevalencia de DM tipo 2 puede aumentar al doble en los préoximos 15
afos siendo también la causa principal de enfermedad renal terminal (Rao et

al., 2007).



El numero de personas con enfermedad renal terminal que son tratados con
dialisis y trasplante esta proyectado a incrementar de 340,000 en 1999 a
651,000 en el ano 2010 (Levey et al., 2003). Paralelamente a la pandemia de
DM se observa un aumento de la ND como causa de enfermedad renal cronica
terminal.

Desde hace algunos afios se ha venido hablando de que un 15% de pacientes
con DM tipo 1 y entre 20 y 40% de pacientes con DM tipo 2 presentaran
afectacion renal a lo largo de la evoluciéon de la enfermedad diabética, lo que

marcara la evolucion hacia la ND establecida (Martinez, 2008).

1.2.2 Nefropatia diabética (ND)

La ND se caracteriza en el paciente diabético por la aparicion de proteinuria
persistente (>0.5 g/dia) en ausencia de otras causas de enfermedad renal, que
se acompana generalmente de hipertension arterial y de otras complicaciones
microvasculares asociadas a la DM (Jain, et al., 2005). El paso de
macromoléculas y en particular proteinas a los tubulos y al mesangio como
consecuencia de alteraciones en la permeabilidad glomerular, constituye un
factor determinante en el desarrollo de esclerosis renal. La presencia de
proteinas en la orina es util para establecer el diagnéstico y la fase de

progresion de la enfermedad.



El mesangio es determinante en los fendmenos de progresion de la enfermedad
renal. La presencia de macromoléculas en esta region determina un efecto
dafiino para las células mesangiales, estimulando su proliferacion y
aumentando la produccién y depoésito de matriz mesangial, a la vez que
conduce a la activacion de mecanismos que van a dar lugar a la fibrosis
presente en la insuficiencia renal cronica permanente (IRCP) (Macia et al.,
2001; Gross et al., 2005). Durante la evolucién natural de la ND hacia la IRCP
existen una serie de fases; en el caso de la DM tipo 1 abarca un periodo que
oscila entre 25 a 30 afos desde el momento del diagndstico. Se puede
establecer una divisidon cronoldgica de cuatro fases, cada una de ellas con una
duracion aproximada de 10 afos. Primera fase (precoz): corresponde al
momento del diagnodstico de la diabetes, donde ya se han producido una serie
de cambios tanto funcionales como estructurales. Estos hallazgos suelen
asociarse con un defectuoso control glicémico junto a otras alteraciones
metabdlicas. La duracion de este periodo oscila entre 7 y 13 afos durante los
cuales se desarrollan las alteraciones estructurales glomerulares. Del 30 al 40%
de los pacientes evolucionan a fases mas avanzadas. Segunda fase
(microalbuminuria (MA)): Corresponde a la segunda década de la enfermedad y
puede durar desde 7 hasta 20 afios después del diagndstico de DM. Se
caracteriza por la aparicion de MA que oscila entre 20 a 200 pg/min., lo que
corresponde a un valor entre 30 y 300 mg/dia. Tercera fase (proteinuria): Esta
constituye la ND propiamente dicha, la proteinuria supera los 0.5 g/dia y

produce un descenso progresivo de la tasa de filtracion glomerular.
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Cuarta fase (insuficiencia renal establecida): Se produce después de mas de 30

anos de diagnostico de DM.

La presencia de proteinuria junto a un deterioro cada vez mas severo de la
funcién renal dan lugar a hallazgos clinicos y analiticos caracteristicos: uremia,
HTA, hiperuricemia, anemia, etc. Todo ello contribuye a un importante aumento
de la morbilidad de estos pacientes, con una mayor prevalencia de
amputaciones, ceguera e infarto de miocardio en el grupo de pacientes
diabéticos que inician tratamiento renal sustitutivo (Macia et al., 2001).

La ND constituye una de las causas mas frecuentes de entrada a los programas
de dialisis. El inicio debe ser precoz. Una vez que la depuracion de creatinina
desciende por debajo de 15 mL/min., la HTA es dificiilmente controlable y
consecuentemente se presenta retinopatia y la funcion renal se deteriora con

rapidez (De Francisco et al., 2001).

1.3 Tratamientos para la insuficiencia renal crénica.

Los tratamientos para los pacientes con IRCP son la hemodialisis, la dialisis

peritoneal y el trasplante renal (Lorenzo et al., 2002).



1.3.1 Trasplante renal.

El trasplante se define como la transferencia de un 6rgano, tejido o célula de
una parte del cuerpo a otra, o de un individuo a otro y que se integra al
organismo (Mendoza y Huerta, 2002; Ley General de Salud de los Estados
Unidos Mexicanos). El trasplante renal es el tratamiento de eleccion de la

insuficiencia renal crénica terminal.

En comparacion con la didlisis crénica, mejora la calidad de vida y disminuye la

mortalidad de la mayoria de los pacientes (Soulillou, 2001; Li et al., 2001).

1.3.1.1 Trasplante renal en México.

En México se cuenta con 406 programas activos de trasplantes de érganos vy
tejidos distribuidos en instituciones publicas y privadas, siendo los programas
de trasplante renal y cérnea los mas relevantes en numero, con 123 y 117
respectivamente, significando 60% del total de los programas. Desde que se
inicié el programa de trasplante renal en 1963 hasta 2007, en nuestro pais se
han realizado 21,915 trasplantes de rifidn, de los cuales el 65% corresponde a
trasplantes de donador vivo relacionado, 28% de donador cadavérico y 7% de

donador vivo no relacionado (www.cenatra.gob.mx).




En el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad
Autéonoma de Nuevo Ledén (UANL), a Junio de 2008 se han realizado 248
trasplantes de rindn; opuesto a lo que sucede a nivel nacional, en su mayoria
han sido de donador cadavérico 70% (186 trasplantes) mientras que de
donador vivo relacionado han sido minoria con un 30% (79 trasplantes)
(Archivos Coordinacion de Trasplantes del Hospital Universitario Dr. José

Eleuterio Gonzalez UANL).

1.31.2 Inmunosupresion post- trasplante.

Tras el trasplante renal es fundamental conseguir un equilibrio entre el efecto
inmunosupresor de los farmacos y la respuesta inmunoldgica del huésped para
evitar las infecciones oportunistas. El objetivo primario de la inmunosupresion
es evitar el rechazo agudo en las primeras etapas del trasplante y la aparicion
de la nefropatia crénica del injerto posteriormente. Clasicamente la
inmunosupresion se basa en el empleo de un anticalcineurinico que puede ser
ciclosporina (CsA) o tacrolimus asociado o no a otras drogas (Lorenzo et al.,

2002).



1.3.1.3 Rechazo al injerto.

El rechazo agudo continua siendo la principal causa de fracaso en el trasplante
renal de donador cadavérico ocasionando pérdida del injerto en el primer aio
post-trasplante con una incidencia de 15 a 25% y una sobre vida a 10 afos del
50% (Reichelt et al., 2006; Schaub et al., 2003; Martin, et al., 2006; Lorenzo, et
al., 2002).

Se produce por la agresion del sistema inmunoldgico del receptor frente a los
antigenos extrafios del injerto. Este es lesionado por factores celulares,
humorales y otros no totalmente conocidos. Se caracteriza por una alternacién
brusca de la funcion del injerto, con otros cambios histoldgicos especificos.

La funcidn renal es monitoreada post-trasplante comunmente con el
seguimiento de las variaciones de las concentraciones de creatinina en suero,
sin embargo, éste es un indicador poco sensible ya que esta influenciado por
cambios en la masa muscular y la secrecion tubular (Lamiere et al., 2005;
Hewitt et al., 2004; Oetting et al., 2006; Essawy et al., 2006). Actualmente el
diagndstico de rechazo agudo s6lo puede confirmarse a través de la biopsia
renal, la cual es un método costoso, invasivo y acarrea el riesgo de
complicaciones tales como dolor, hematuria, hematomas, fistulas
arteriovenosas, sepsis y shock. Ademas no puede detectar cambios
tempranamente porque la funcién renal no siempre correlaciona con las
alteraciones histolégicas. Un error de muestreo es otro problema conocido (Li et

al., 2001, Reichelt et al.; 2005).
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El estudio histoloégico debe hacerse de acuerdo a la clasificacion de Banff,
Dicha clasificacion es un esquema internacional desarrollado para establecer
los parametros patolégicos a considerarse durante la interpretacion de una
biopsia renal para confirmar o descartar un rechazo agudo. Clasicamente se ha
clasificado en: vascular o celular, en un intento de correlacionar los aspectos
patogénicos (inmunidad celular o humoral) y morfoldgicos (afectacion tubulo

intersticial o vascular) (Racusen, et al., 1999).

En afios recientes ha incrementado el interés en la exploracion del proteoma
urinario humano, particularmente para el establecimiento de mapas que ayuden
en el descubrimiento de biomarcadores auxiliares en el diagndstico de diversos
padecimientos, entre los que se encuentran las enfermedades renales (Khan y

Packer, 2006; Riordan, et al., 2004).

1.4  Analisis protedmico.

El proteoma es una coleccidon dinamica de proteinas que demuestran
variaciones significativas entre individuos, entre los tipos celulares, y en un
mismo individuo bajo diferentes condiciones fisiolégicas y patoldgicas. La
protedmica es el conjunto de herramientas implicadas en el analisis del

proteoma (Clarke, 2006).
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Se puede decir que hubo tres factores decisivos para el desarrollo de la
protedmica: La secuenciacion de genomas a gran escala y el desarrollo de
bases de datos de proteinas, el desarrollo de técnicas de espectrometria de
masas para analizar proteinas y péptidos y los avances realizados en la
separacion de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
doble dimensiéon (2D-PAGE) con la introduccion de los gradientes de pH

inmovilizados (IPG’s) (http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/page.htm#zSDS-

PAGE; Gil, 2003; O’Farrel, 1974). La protedmica ha sido aplicada ampliamente
en la busqueda de biomarcadores para el diagndstico y pronéstico de diversas
patologias, entre las que se incluyen las cardiovasculares, aparato reproductor
femenino y masculino, enfermedades hepaticas y renales, entre otras

(O’riordan et al., 2004; Kurgan et al., 2005; Vivanco et al., 2003)

1.4.1 Electroforesis bidimensional.

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) es la tecnologia mas
utilizada para la separacion de proteinas (Vojtova et al., 2007; Asirvatham et al.,
2002).

Para muchas aplicaciones protedmicas, la electroforesis en doble dimension es
el método de eleccion. Es una técnica reproducible que permite la separacion
de proteinas de 10 a 300 kDa. Esta basada en una separacion de las proteinas
en funcién de la carga, seguida de una separacion de acuerdo a su masa

molecular.
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La separacion de la primera dimension se realiza mediante isoelectroenfoque
(IEE), durante el cual las proteinas son separadas en un gradiente de pH hasta
alcanzar una posicion en la que su carga neta es cero, por estar en su punto
isoeléctrico. En una segunda dimension, las proteinas son separadas mediante
PAGE en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) de acuerdo a su peso
molecular. Para la deteccion de las proteinas ya separadas se emplea la tincién

con azul de Coomassie o con plata (Garcia, 2000; Gil, 2003).

La orina es un fluido corporal que se puede obtener de forma no invasiva y que
contiene proteinas, péptidos y aminoacidos relacionados al sistema renal que
pueden no ser encontrados en el plasma (Khan y Packer, 2006; Lorenzo et al.,

2002).

La orina contiene aniones y cationes (sales) que interfieren con métodos
semipreparativos como el IEE de proteinas cuando se desea realizar la

electroforesis bidimensional, por lo que es necesario eliminarlos.

Es importante concentrar las proteinas de las muestras de orina. Se ha
reportado que de la precipitacion de 20 mL de orina con AcN, se obtienen
aproximadamente 200 mg de proteina de una persona sana.

Se han descrito diferentes métodos de concentracion de orina, entre los cuales
se encuentra la dialisis, liofilizacion, filtracidn, ultrafiltracién y la precipitacion

(Khan y Packer, 2006; Thongboonkerd et al., 2002).
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1.4.2 Protedmica en enfermedades renales y trasplante renal.

Un biomarcador es una caracteristica biolégica que es medida y evaluada
objetivamente como indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patogénicos o respuesta farmacoldgica a la intervencion terapéutica (Hewitt et

al., 2004).

Los criterios propuestos para un biomarcador ideal detectados en fluidos como
la orina o0 la sangre son: facilidad de medicion, estabilidad en la matriz;
sensibilidad, poder ser detectados en el curso agudo de la enfermedad, incluso
antes de observar alteracion en otros parametros bioquimicos; especificidad,
tener la capacidad de presentarse diferencialmente en patologias semejantes y
habilidad predictiva, es decir, que sea util para detectar la progresion o

regresion del padecimiento en observacion (Vidal et al., 2005).

En 2004, Shaub y cols. realizaron un estudio utilizando la metodologia de
ionizacion realzada por la superficie mediante desorcion con laser (Surface-
Enhanced Laser Desorption/lonization — Time of Flight-Mass Spectrometry;
SELDI-TOF-MS) en el que incluyeron personas sanas, pacientes con trasplante
de evolucién estable, con rechazo agudo, con necrosis tubular aguda y con
glomerulopatia recurrente o de novo. Encontraron picos caracteristicos de
proteinas urinarias en los espectros de masas en el grupo de pacientes con

rechazo agudo.
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Posteriormente, Shaub vy cols. en 2005 publicaron otro trabajo en el que
realizan la deteccion de las proteinas con SELDI-TOF en un grupo de pacientes
con rechazo agudo comparando con el grupo de personas sanas y realizaron la
identificacion de la proteina utilizando MALDI-TOF. Encontraron la [32-
microglobulina en el grupo de los pacientes trasplantados con rechazo al injerto

renal reportandola como potencial marcador de rechazo agudo.

Por otro lado Reichelt y cols. encontraron 2 proteinas caracteristicas en un
grupo de pacientes con rechazo al injerto renal, una de 25.71 kDa y otra de
28.13 kDa, utilizando SELDI- TOF (Reichelt, et al., 2005). Con esta misma
metodologia O’riordan y cols. reportaron la presencia de siete proteinas
especificas (2, 2.8, 4.8, 5.9, 7, 19 y 25.7 kDa) en la orina de un grupo de
pacientes que presentaron rechazo al injerto renal con rechazo confirmado por

histologia de acuerdo a la clasificacion de Banff (O riordan et al., 2004).

Jain y cols. utilizando la electroforesis bidimensional en conjunto con la
identificacion con MALDI-TOF y analisis de western blot, encontraron que la
zinc a2 glicoproteina, a1 microglobulina, a1 glicoproteina acida e
inmunoglobulina G estaban presentes en los pacientes con ND con
microalbuminuria, y ausentes en pacientes sin microalbuminuria, (Jain, et.al.,

2005).
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En la tabla 1 se resumen los resultados de algunos de los trabajos en los que
se han incluido pacientes con alguna nefropatia donde se ha aplicado la

protedmica para la busqueda de biomarcadores.

Tabla 1. Antecedentes de la aplicacion de la protedmica para la busqueda de
biomarcadores en enfermedades renales.

Autores Metodologia Grupos de Candidatos a biomarcadores
estudio

Schaub et SELDI-TOF Px. TR rechazo [ - 2 - microglobulina
al.; 2005 MALDI- Px. TR estables

TOF-MS
Reichelt SELDI-TOF Px. TR rechazo 25.71 kDa
et al.; Px. TR estables 28.13 kDa
2006
Jain et. 2D - Px. DM Il con MA a 2 glicoproteina

al.; 2005 MALDI-TOF Px. DM Il sin MA o 1 microglobulina
a 1 glicoproteina acida, 1gG
O’riordan SELDI-TOF Px. TRrechazo 2,2.8,4.8,5.9,7, 19y 25.7 kDa

et al., Px. TR estables
2004
Clarke et SELDI-TOF Px. TR estables 6.5 kDa, 6.6 kDa, 6.7 Da
al.; 2003 Px. TR rechazo 7.1 kDa, 13.4 kDa
Kumar et 2D - Falla renal (FR), FR albumina, a - 1- antitripsina
al.; 2002 MALDI-TOF Sindrome SN a - 1 - antitripsina,
nefrético (SN), a - 1 - glicoproteina acida 2,
microalbuminuria 2 - glicoproteina
(MA) MA a - 2 - glicoproteina

a - 1 - microglobulina
a - 1 - glicoproteina acida
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1.5 Justificacion.

El monitoreo de los pacientes que han sido trasplantados es importante, ya que
tiene la finalidad de prevenir oportunamente un rechazo al injerto para, de ser
necesario, modificar la terapia inmunosupresora, asi como diagnosticar
acertadamente las nefropatias mas recurrentes, mediante el uso de pruebas no

invasivas.

La electroforesis bidimensional de proteinas es una herramienta de la
protedmica que permite establecer los perfiles de expresion de proteinas
caracteristicos en diferentes condiciones fisiopatoldgicas, por lo tanto podria ser

util en el monitoreo de la evolucién del paciente con trasplante renal.
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1.6 Objetivo general.

Desarrollar un método de electroforesis bidimensional para la deteccion de

proteinas en orina que sea util para el diagnéstico diferencial de nefropatias.

1.7 Objetivos especificos.

1. Establecer mediante parametros bioquimicos las caracteristicas de las

diversas nefropatias de estudio.

2. Establecer las condiciones Optimas de extraccion de proteinas

(pretratamiento) y desarrollar el método electroforético.

3. Validar el método de electroforesis bidimensional de proteinas en orina.

4. Verificar si existen diferentes perfiles de expresion proteica entre los

grupos de estudio.
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CAPIiTULO 2 MATERIAL Y METODOS

CAPITIULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL.

2.1.1 Pacientes incluidos en el estudio.

En este estudio se incluyeron pacientes que acudieron a la consulta de
nefrologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” y a pacientes
que fueron sometidos a trasplante de riidn durante el periodo Junio de 2006 a
Junio de 2008, a los cuales se les invitd a participar en el protocolo de
investigacion. Cada grupo de estudio estuvo conformado por cinco pacientes

que cumplieran los criterios de inclusion particulares.

2111 Criterios de inclusidon generales.
v' Ser mayores de 18 afos.
v Carta de consentimiento informado firmado por el paciente y un testigo

(Anexo 7.1).
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21.1.2

2114

Grupos de estudio y criterios de inclusion particulares.
Grupo de pacientes con nefropatia diabética de acuerdo a diagnéstico
de nefrélogo y que no haya iniciado tratamiento sustitutivo.
Grupo de pacientes con trasplante renal de evolucién estable,
parametros serolégicos normales y sin recurrencia de nefropatia de
base.
Grupo de pacientes con trasplante renal con rechazo agudo, detectado

por elevacién de creatinina y confirmado por biopsia.

Criterios de exclusion.
Menores de 18 afos.
No cumplieron con alguno de los criterios de inclusion.

No estuvieron de acuerdo en colaborar en el protocolo.

Seguimiento de la evolucién del paciente.

A los pacientes del grupo de trasplante de evolucion estable y los que

presentaron rechazo se les realizé un seguimiento clinico por parte del equipo

de médicos y un seguimiento de los parametros bioquimicos para el cual se

realizd la recoleccion de sangre y orina a los 7, 15 y 30 dias post trasplante.

Adicional a estas tomas, en los pacientes que presentaron rechazo se les

realizd la recoleccion de muestras de sangre y orina previa a la biopsia. Para

ello se mantuvo constante comunicacién con nefrélogos y cirujanos de
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cabecera de los pacientes en seguimiento. A los pacientes del grupo de

nefropatia diabética se les realizé una toma unica.

21.2 Reactivos.

* Aceite mineral

* Acetona

* Acrilamida grado biologia molecular, Amresco
» Agarosa grado biologia molecular, Amresco

e Agua milliQ

* Azul de Bromofenol

* Azul de Coomassie brillante G-250

» Buffer IPG pH 3 - 10, Amersham

» Calibradores de pl, Amersham (tripsinogeno PM = 24; pl = 9.3)
« CHAPS

» Coctel inhibidor de proteasas M221, Amresco
» DL - Ditiotreitol (DTT)

» Etanol 70%

* Glicerina

* Glicerol 87%

* lodoacetamida (IAA)

« Kit calibradores de punto Isoeléctrico pH 3 — 10, Amersham
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» Kit de Cuantificacion “2D Quant kit”, Amersham

» Kit de Eliminacion de albumina “Montage Albumin Deplete kit”, Millipore

* Kit de Limpieza “Clean up Kit”’, Amersham

* Marcador de peso molecular (MPM) Mark12 unstained Standard,
Invitrogen

* N, N, N', N'-Tetrametiletilienediamina (TEMED), Amresco

* Persulfato de amonio

* Solucion fisiolégica cloruro de sodio (NaCl) 0.9%

e Tiras de pH inmobilizado de 7 cm, rango pH 3 — 10, Amersham

» Buffer TRIS

« Urea

21.21 Preparacion de reactivos

La preparacion de reactivos utilizados en el presente estudio se

describen en el anexo 7.2.

213 Material general.

* Agujas estériles para extraccion de muestras de sangre, Vacutainer
* Adaptadores para aguja de extraccion de muestras de sangre,

Vacutainer
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213

Algoddn
Gradillas
Pinzas para tiras de IPG

Pipetas seroldgicas 10 mL

Pipetas semiautomaticas de volumen variable Rainin p10, p20, p100,

p200 y p1,000.

Puntillas para pipeta automatica de volumen variable p-100, p-200 y p-10

y p-2

Soportes para agujas de recoleccion de muestras de sangre, Vacutainer

Tubos de vidrio 13 x 100mm

Tubos de ultrafiltracion Centricon ultracel YM-10, Millipore
Tubos para microcentrifuga, Eppendorf

Tubos estériles para recoleccion de muestras
etilendiaminotetraacético (EDTA), Vacutainer

Vasos para recoleccién de muestras de orina

Equipos.

Placa de agitacion modelo 22406A, Daigger.

Camaras de electroforesis vertical miniPROTEAN, BioRad.

Cell Dyn 1700, Abbott Diagnostics

Centrifuga modelo J-600, SOL-BAT
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» Centrifuga refrigerada Allegra X-22R Beckman Coulter

» Digitalizador ImageScanner Il, Amersham

* Equipo para isoelectroenfoque iProtean |IEF, BioRad

* Equipo milliQ, Millipore

» Espectrofotometro de longitud de onda variable Jenway 6320D.
* Fuente de poder EC105, Termo electro corp.

* Microcentrifuga Sorvall-pico, Kendro

e Micropipetas automaticas de volumen variable

* Plancha de agitacion

» Refrigerador Tor-rey (0 — 4°C)

» Congelador REVCO (-20°C)

» Ultracongelador (-70°)

* Vitros DT60II System Chemistry médulo central y médulo DTSC 11, Ortho

Clinical Diagnostics Johnson &Johnson Co.

21.41 Software de analisis de datos.

= |LabScan version 5.0, Amersham Biosciences

» ImageMaster 2D Platinum, Amersham Biosciences

=  Excel, Microsoft Office XP
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2.2 METODOS.

2.2.1 Revision de expedientes clinicos.

Se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes, para obtener datos como
la diuresis de los pacientes incluidos en los tres grupos de estudio; proteinas
en orina de 24 h y depuracion de creatinina en el caso de los pacientes con
nefropatia diabética; ademas, se corroboré el tipo de rechazo en el resultado
histolégico de los pacientes con rechazo al injerto realizado por el patélogo.

Para el grupo de pacientes trasplantados con evolucion estable los datos
utilizados fueron los resultados correspondientes al dia siete post-trasplante,
para los pacientes con rechazo se tomaron los del dia del episodio de rechazo y
para los pacientes del grupo de ND se tomaron los resultados correspondientes

al dia de la toma de muestras.

2.2.2 Obtencion de sangre periférica y de catéter central.

Se utilizaron las técnicas convencionales de extraccion.

2.2.3 Obtencidén de suero a partir de las muestras de sangre.

Se utilizé la técnica convencional de obtencion de suero a partir de sangre

coagulada y se almacend en 3 alicuotas de 1 mL a -20°C hasta su uso.
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2.2.4 Recoleccioén y preparacion de muestras de orina.

Se utilizé la técnica convencional de obtencidon de orina de una miccién o se
tomd de la bolsa de la sonda y se almacend en 6 alicuotas de 4 mL a -70°C

hasta su uso.

2.2.5 Determinacion de parametros bioquimicos en suero.

Las pruebas serologicas determinadas fueron creatinina y glucosa, se

realizaron en el equipo Vitros DT60 Il Chemistry System (moédulo central y

modulo DTSC |, Johnson & Johnson Co., el cual es un sistema semiautomatico

de quimica seca.

2.2.5.1 Determinacion de glucosa en suero.

La determinacion se bas6 en la reaccion catalizada por la enzima glucosa

oxidasa donde la glucosa de la muestra reacciona con el oxigeno molecular,

ocurre una segunda reaccion donde se produce una coloracién en la laminilla.

b-D Glucosa + O, + H,O — D- Acido Gluconico + H,0,

2 H,0O, + 4 Aminoantipirina + 1,7 Dihidroxinaftaleno — Coloracion roja
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El equipo mide la luz reflectada por el color producido por la reaccién después
de un periodo de incubacion. El equipo calcula la concentracion de glucosa de
la muestra (Manual Vitros DTII). Para el procesamiento de las muestras se

siguio el procedimiento estandar.

2.2.5.2 Determinacion de creatinina en suero.

La determinacién se basd en la hidrélisis enzimatica de la creatinina para la
produccion de amonio. El amonio reacciona con un indicador de la laminilla que
produce un color azul. Las reacciones que se llevaron a cabo son las
siguientes:

Creatinina
Creatinina + H-.O > N-metilidantion + NH;

Iminohidrolasa

NHs; + Azul de bromofenol (indicador de amonio) — Coloracién azul

El equipo mide la luz reflectada por el color producido por la reaccion después
de un periodo de incubacién. El equipo calculd la concentracion de creatinina de
la muestra (Manual Vitros DTII). Para el procesamiento de las muestras se

siguié el procedimiento estandar de acuerdo al manual de operacion del equipo.
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2253 Determinacién de Hemoglobina en sangre total.

Para realizar la determinacién de hemoglobina se hizo la biometria hematica
utilizando las muestras de sangre colectadas en los tubos con EDTA.

Se utilizé el equipo Cell Dyn 1700, Abbott. La determinaciéon se fundamenta en
la conversion de la hemoglobina a cianmetahemoglobina, la cual es cuantificada
midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm (Manual de Cell-
Dyn; Vives y Aguilar, 2006). Las reacciones que se llevan a cabo en la

determinacién son las siguientes:

Hemoglobina + Ferrocianuro potasico — Metahemoglobina

Metahemoglobina + Cianuro potasico — cianometahemoglobina

Para el procesamiento de las muestras se siguio el procedimiento estandar de

acuerdo al manual de operacion del equipo (Manual de Cell-Dyn).

2.2.6 Precitacion de proteinas de orina.

1. Se colocaron 100 puL de muestra de orina en un tubo eppendorf de 1.5
mL.

2. Se agrego6 a cada muestra 1 pL de cocktel inhibidor de proteasas

3. Se agregaron 500 pL de acetona previamente enfriada a -20 °C.

4. Se dejo en incubacion a -20 °C durante toda la noche (12 — 16 h).
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5.

6.

7.

Se centrifugé a 20 °C durante 20 min. a 3500 rpm.
Se elimino el sobrenadante y se dejo secar el botdn de proteinas.

Se resuspendié en 100 pL de agua milliQ.

2.2.7 Limpieza de muestras de orina.

Se utilizo el kit 2D Clean Up de Amersham, el cual se basa en la limpieza de

la muestra por la precipitacion de las proteinas y la eliminacion de las

interferencias que se quedan contenidas en el sobrenadante.

Procedimiento:

1.

2.

Se tomaron 100 pL de muestra de orina

Se agregaron 300 pL de reactivo precipitante y se agité con vortex y se
incubo6 en hielo durante 30 min.

Se agregaron 300 pL de reactivo coprecipitante y se agité con vortex.

Se centrifugé a 13,000 rpm por 5 min.

Se elimino6 sobrenadante.

Se agregaron 40 pL de reactivo coprecipitante y se incubd en hielo

durante 5 min.

. Se centrifugd 5 min. y se elimin6é sobrenadante.

Se agregaron 25 pL de agua milliQ y se agitdé con vortex durante 5

segundos.
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9. Se agregdé 1 mL buffer de lavado previamente incubado a -20°C y 5 uL
de aditivo de lavado y se mezclé.

10.Se incubo a -20°C durante 30 min., mezclando cada 10 min.

11.Se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min.

12.Se removi6 sobrenadante.

13. Se resuspendio la muestra con 100 pL de agua milliQ.

2.2.8 Concentracion de muestras de orina por ultracentrifugacion.

La concentracidon se logré por ultracentrifugaciéon de las muestras utilizando
filtros comerciales (Ultracel centricon 10kDa, Millipore).

La concentracion se logra cuando se realiza la ultrafiltracion de la solucion de
las muestras a través de las membranas de celulosa regenerada contenido en
el vial de filtracion, las moléculas mas pequenas son forzadas a pasar a través
del filtro reteniendo las moléculas que son de mayor tamafo con respecto al

tamano de la membrana. (Inserto Centricon® Centrifugal Filter Devices)

Vial de retentato

Vial reservorio de muestra

Retentat
Vial de filtrado —Y% )

Filtrado

Figura 2. Filtro Ultracel Centricon
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Procedimiento:

2.2.9

. Se colocaron en el vial reservorio de muestra 2 mL de muestra de orina.

. Se centrifugd a 9500 rpm en una ultracentrifuga refrigerada a 20 °C

durante 50 min.

Se agregaron 2 mL adicionales de muestra de orina.

Se centrifugd nuevamente a 9500 rpm hasta obtener 200 pL de muestra
en el vial reservorio de muestra.

Se coloco el vial del retentato y se invirtio el vial reservorio de muestra.

Se centrifugé a 2,000 rpm durante 2 min. para recuperar el retentato.

. Se colocaron 2 plL de inhibidor de proteasas (1:100= inhibidor: muestra).

Se mantuvo en congelacién a -70 °C hasta su procesamiento.

Eliminacion de albumina en orina.

Para la eliminacion de albumina de las muestras de orina se utilizd el kit

Montage Albumin Deplete, Millipore dentro del cual se utiliza una columna

preempacada con una resina que ha sido formulada especialmente para su

unién con albumina y sin unién significativa a otras proteinas. El procedimiento

consisti6 en hacer eluir la muestra a través de la columna previamente

equilibrada, posteriormente se lavd para reducir las uniones inespecificas de la

resina con proteinas diferentes a la albumina y se recuperaron los eluatos que

contienen el resto de las proteinas (Inserto Montage Albumin Deplete Kkit,

Millipore). (Figura 3)
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Figura 3. Procedimiento de eliminacion de Albumina

Procedimiento:

2.2.9.1 Dilucién de la muestra

1. Se tomaron 100 puL de muestra y se agregaron 50 pL de buffer de
equilibrio.

2. Se colocé muestra diluida en columna equilibrada.

2.2.9.2 Equilibrio de la columna

1. Se colocaron en la parte superior de la columna 400 uL de buffer de
equilibrio

2. Se centrifugd a 2,000 rpm durante 2 min. y se descarto eluato de tubo
colector.

3. Se colocaron 400 pL de buffer de equilibrio nuevamente.

4. Se centrifugd a 2,000 rpm durante 2 min. una vez mas y se descarto el
eluato.

2.2.9.3 Deplecion de albumina y lavado de columna

1. Se colocé la muestra en la columna la muestra previamente preparada.
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2. Se centrifugd a 2,000 rpm durante 2 min.

3. Se recupero el eluato de tubo colector y se volvié a agregar nuevamente
a la columna.

4. Se centrifugd nuevamente a 2,000 rpm durante 2 min.

5. Se recuper¢ el eluato y se colocé en un tubo de plastico.

6. Se agregaron 200 pL de buffer de lavado.

7. Se centrifugd a 2,000 rpom durante 2 min.

8. Se agregaron 200 pL mas de buffer de lavado.

9. Se coloco el eluato del tubo colector con la solucion obtenida en el paso
No. 5

10. El volumen final de este procedimiento fue de 600 pL

2.2.10 Precipitacion de proteinas posterior a eliminacién de

albumina.

1. Se colocaron 600 pL de la muestra obtenida de la eliminacion de
albumina.

2. Se agregaron 3 mL de acetona previamente enfriada a -20 °C.

3. Se dejo6 en incubacién a -20 °C durante toda la noche (12 — 16 h).

4. Se centrifugd a 20 °C durante 20 min. a 3500 rpm.

5. Se elimind el sobrenadante y se dejo secar el botdn de proteinas.

6. Se resuspendié cada muestra en 200 pL de agua milliQ.
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2.2.11 Cuantificacién de proteinas.

Para realizar la determinacién de las proteinas se utilizé el kit comercial 2D-
Quant, Amersham. El ensayo incluye la precipitacién de las proteinas para la
eliminaciéon de sustancias que pudieran interferir en la cuantificacion. La
cuantificacion de las proteinas se basa en la unidén especifica de las proteinas
con iones de cobre. La intensidad del color es inversamente proporcional a la
concentracion de las proteinas por lo que se obtuvo una pendiente negativa.

El ensayo tiene una respuesta lineal en un rango de proteinas de 0 a 50 ug
(Inserto 2D Quant, Amersham). La cuantificacion de las proteinas se llevo a

cabo por duplicado en muestras y estandares.

Procedimiento:
1. Se elabord una curva de calibracidén de proteinas en cada determinacion
de la siguiente manera:

a. Se prepararon 6 estandares de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 pug
afiadiendo 0, 5, 10, 15, 20 y 25 yL de estandar de albumina 2
mg/mL

2. A cada muestra o estandar se agregaron 500 pL de reactivo precipitante
y se mezcldé con vortex y se dejo en incubacion a temperatura ambiente
por 3 min.

3. Se agregaron 500 pL de reactivo precipitante y se mezcla por agitacion

4. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min.
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. Inmediatamente después de la centrifugacion, se removié sobrenadante.
. Se agregaron 100 pL de solucion de cobre y 400 yL de agua destilada y
se mezclod para disolver el boton de proteinas que se precipitd.

. Se agregd 1 mL de reactivo de color preparado antes de la
determinacién mezclando reactivo A y reactivo B en una proporcion
100:1.

. Se incubd a temperatura ambiente durante 20 min.

. Se leyo la absorbancia a 480 nm y se registraron los resultados.

10.Se graficaron las lecturas obtenidas de los estandares. Considerando

una curva de calibracion aceptable cuando se obtuviera un coeficiente de

determinaciéon = 0.995.

11.Se calculé la concentracion de las muestras a partir de la ecuacion de la

recta.

Rehidratacion de tiras de IPG.

Se utilizaron tiras de pH inmovilizado de 7 cm de longitud y con un gradiente de

pH 3 — 10. Las muestras fueron incorporadas a las tiras a través de un buffer de

rehidratacion.

Procedimiento:

. Se colocd un volumen de muestra equivalente a 150 ug de proteina en

un tubo Eppendorf.
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2.213

Se

Se agrego el volumen equivalente a 20 pg de calibrador (tripsindgeno pl
9.3 y PM 24 kDa).

Se completd a un volumen de 125 L con el buffer de rehidratacion.

Se colocaron las muestras en cada carril de la placa de rehidratacion

sobre una superficie nivelada.

. Se retir6 el plastico protector del lado de la tira que tiene adherido el IPG.

Se colocaron las tiras sobre las muestras con la cara con el gel hacia

abajo (hacia la muestra).

. Se dejaron incubando las tiras con la muestra durante una hora a

temperatura ambiente.

Se cubrieron las tiras con aceite mineral, dejando en rehidratacion
durante 12h.

Transcurrido el tiempo, las tiras se retiraron del aceite mineral y se

escurrieron.

Isoelectroenfoque.

realizd en el equipo Protean IEF de BioRad. Este consisti6 en la

separacion de las proteinas dentro de un gradiente de pH inmovilizado de

acuerdo a su punto isoeléctrico al estar bajo la influencia de un campo

eléctrico (Berkelman y Stenstedt; 1998; O Farrel, 1975).
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Las condiciones del isoelectroenfoque fueron las siguientes:

Paso 1. Voltaje de 250 V durante 20 min. con rampa en modo lineal.

Paso 2. Voltaje de 4,000 V durante 2 h con rampa en modo lineal.

Paso 3. Voltaje inicial de 4,000 V con rampa en modo rapido hasta llegar a

10,000 V-h

Procedimiento:

1.

2.2.14

Se le colocaron a la placa de isoelectroenfoque pequefios trozos de
papel humedecidos con agua milliQ sobre los electrodos.

Se colocaron las tiras de IPG con el gel hacia abajo en la camara de
isoelectroenfoque.

Se cubrieron todos los carriles de la camara de isoelectroenfoque con
aceite mineral.

Se introdujeron al equipo las condiciones de isoelectroenfoque y se dio
marcha, el tiempo total fue aproximadamente de 5 horas.

Terminando la separacion, las tiras se retiraron de la camara de

isoelectroenfoque, se escurrieron y se procedio a realizar el equilibrio.

Equilibrio de tiras de IPG.

En este procedimiento se realiz6 la saturacion de la tira de IPG que contiene la

muestra con un buffer de SDS requerido para la separacion en segunda

dimension.
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Esto con el objetivo desnaturalizar proteinas y formar complejos de proteina-
SDS cargados negativamente, la cantidad de SDS unido a las proteinas y en
consecuencia, la carga adicionada, es directamente proporcional a la masa de

las proteinas (Berkelman y Stenstedt, 1998).

Procedimiento:

1. Se colocaron en una placa de rehidratacién las tiras de IPG con la cara del
gel hacia arriba.

2. Se le agregaron 1.5 mL de buffer de equilibrio con DTT y se mantuvieron en
agitacion durante 15 min.

3. Se elimind el buffer de equilibro.

4. Se adicionaron 1.5 mL de buffer de equilibrio con IAA y se mantuvieron en
agitacion durante 15 min.

5. Se elimind buffer de equilibrio.

6. Se hicieron 3 lavados por inmersién de las tiras en agua milliQ.

2.2.15 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato

de sodio (SDS-PAGE).

La SDS-PAGE es un método electroforético para la separacion de polipéptidos

de acuerdo a su peso molecular. Se realizé en un equipo Mini-PROTEAN de

BioRad a un voltaje constante de 100 V.
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Procedimiento:

1.

Se prepararon los geles utilizando vidrios de un grosor de 1Tmm utilizando
SDS-PAGE al 12%.

Se colocaron las tiras en la parte superior de los geles solidificados y
frios contenidos en la camara de electroforesis vertical, con la cara del
gel hacia el vidrio mas grande y con el extremo positivo de la tira hacia el
lado izquierdo de la camara.

Se revisé que no hubiera burbujas entre el gel y el vidrio. Se coloc6 un
separador en el extremo izquierdo de la camara junto a la tira.

Se sellaron las tiras con solucidbn de agarosa y se esperé a que
solidificara la agarosa.

Se retir6é el separador y se llend la camara de electroforesis en la parte
interna y externa con buffer de corrida 1x.

Se colocaron 10 pL de MPM en el espacio generado por el separador.

Se coloco la tapa de la camara de electroforesis con los polos hacia el
lado correspondiente

Se encendi6 la fuente de poder ajustando a un voltaje constante de 100V.
Se dejo correr la electroforesis en cuarto frio durante aproximadamente
1h 45 min. o hasta que la linea de migracion de azul de bromofenol se

observo a 1 cm del final del gel y se apago la fuente de poder.
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2.2.16 Tincion — destincidn de geles.

1. Se retiraron los geles de la camara.

2. Se hizo un pequeno corte en la esquina superior del extremo negativo de
acuerdo a la colocacion de la tira de isoelectroenfoque.

3. Se colocaron en un recipiente.

4. Se agregd solucién de tincion de azul de Coomassie hasta cubrirlos
totalmente y se mantuvieron en agitacion durante 10 min.

5. Se retird la solucion de tincion.

6. Se agregd solucion de destincion hasta cubrirlos totalmente y se
mantuvieron en agitacién durante 10 min.

7. Se desechd la solucion de destincion.

8. Se repitieron los pasos de tincion — destincion.

9. Después de la segunda destincion, se colocé nuevamente solucién de
destincion y se mantuvieron los geles en agitacion durante 30 min.

10. Se desecho la solucién de destincion

11.Se colocé solucién de destincion una vez mas y se mantuvieron los geles

sin agitacion y en refrigeracion durante 12 h antes de ser digitalizados.

2217 Digitalizacion de geles.

Para la digitalizaciéon de los geles se utilizé el equipo ImageScanner I,

Amersham con el programa LabScan.
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El equipo cuenta con un densitdmetro con la cual mide la intensidad de las
manchas de los geles digitalizados considerando la densidad Optica. La
digitalizacién se realizé6 con una resolucion de 300 dpi con filtro verde para
geles tefiidos con azul de Coomassie. Los archivos de las imagenes se

almacenaron en formato TIFF y mel.

2.2.18 Analisis de imagenes de geles.

Para el analisis de las imagenes de los geles se utilizd en programa Image
Master™ 2D Platinum de Amersham, se realizé el comparativo de las manchas
por paciente y por grupo por presencia/ ausencia de manchas. Para el analisis
de las imagenes se realizd la deteccidn, edicién y reporte de manchas e
introduccion de datos complementarios, se hizo de acuerdo al manual de

operacion del equipo.

2.2.181 Introduccion de datos complementarios.

Para que el software realizara el reporte detallado de pl y PM de las manchas

detectadas fue necesario introducir valores de pl y PM de algunas de las

manchas presentes en la muestra, tomando en cuenta la migracién del MPM, y

la escala de pl distribuida en el gel y el calibrador de pl adicionado a la muestra.
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2.2.18.2 Validacion del método electroforético.

En el reporte de los 15 geles a los cuales se les adiciono el calibrador, se buscé
la mancha que correspondiera al calibrador de pl y PM adicionado. Se calculé
promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacién (CV) de pl y PM
utilizando el programa Excel para calcular la precisién del método para el
célculo de pl y PM considerando como aceptable un CV < 5%.

Para verificar la exactitud del método para el calculo de pl y PM se utilizé la

misma informacion y se aplico la prueba t de Student con el programa Excel.

2.2.18.3 Empalme de imagenes e identificacion de manchas caracteristicas.

Se des-seleccionaron las manchas y se identificé visualmente una mancha
presente en las imagenes de los geles a empalmar, primero por paciente,
después por grupo. Se verifico el resultado del empalme de los geles
sobreponiéndolos y visualizandolo de acuerdo al manual de operacion del
programa. Se seleccionaron los tres geles de un mismo paciente y se solicité al
programa la emision del reporte de pares. En dicho reporte presenté el No. de
identificacion de la mancha y en los geles en los cuales se presentd. Se
consideraron como manchas caracteristicas las que estuvieran presentes en al

menos dos de los tres geles por paciente.
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Posteriormente se buscaron las manchas caracteristicas de cada grupo,
seleccionando aquellas que resultaron caracteristicas de cada paciente y
solicitando al software la emisién del reporte de pares. Se consideraron como
caracteristicas del grupo aquellas que estuvieran presentes en al menos tres de
los cinco pacientes. Se realizd el mismo procedimiento para cada grupo de
estudio. Se revisd cuales proteinas eran caracteristicas de cada grupo y que a

su vez no estuvieran presentes en los otros grupos de estudio.
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CAPITULO 3 RESULTADOS

CAPITIULO 3

RESULTADOS

3.1 Establecimiento mediante parametros bioquimicos de las

caracteristicas de las diversas nefropatias de estudio.

3.1.1 Pacientes incluidos en el estudio.

En el periodo de junio de 2006 a junio de 2008 se realizaron en el Hospital “Dr.
José Eleuterio Gonzalez” 39 trasplantes de rifidn de donador cadavérico, de los
cuales 32 aceptaron participar en el protocolo y cumplian los criterios de
inclusion. Se les dio un seguimiento a un mes post-trasplante y 5 de los
pacientes presentaron rechazo agudo al injerto confirmado con el analisis

histologico de acuerdo a la clasificacion de Banff.

Las variables demograficas de los pacientes incluidos en el proyecto se

muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Variables demograficas de los pacientes en cada grupo de estudio.

Variables Grupos de estudio
demograficas Grupo Grupo Grupo
Trasplante Trasplante con Nefropatia
estable (n=5) rechazo diabética
Edad (afios) 40+5 55+ 8 65+ 10
Sexo (F/M) 3/2 2/3 2/3

F= Femenino; M = Masculino

3.1.2 Parametros bioquimicos determinados y consultados en expediente

clinico.

Los grupos de estudio se formaron de acuerdo a la evolucion clinica, en el caso
de los pacientes trasplantados de acuerdo a la revision clinica de la Dra.
Concepcidon Sanchez, nefrdloga de la Unidad Renal y el Dr. Miguel Escobedo,
Jefe de la Coordinacion de Trasplantes del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”, se consideraron los parametros de evaluacion como son la

elevacion de la creatinina, la diuresis y el analisis histolégico.

En el caso de los pacientes con ND se consideré la evaluacion del nefrélogo,

ademas de los resultados de proteinas en orina y la depuracion de creatinina

para catalogarlo con dicho padecimiento.

En la tabla 3 se muestran los parametros bioquimicos de los grupos de estudio.
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Tabla 3. Parametros bioquimicos de los grupos de estudio

Grupos de estudio
Parametros
bioquimicos Grupo Grupo Grupo
trasplante trasplante con Nefropatia
estable rechazo Diabética

Creatinina
(mg/dL)

Glucosa (mg/dL) 84 +14.1 150.5 + 99 119.3 £ 47.1

1.1+0.1 57+44 27 +09

Hb (g/dL) 104+ 0.8 8.3+05 10.5+0.4

Diuresis
(mL/24h)

Proteina en orina
(g/24h)

Depuracion de
creatinina N. A. N. A. 27.5+18.3
(mL/min.)

3500 £ 1216 1580 + 610 1628 + 572

N. A. N. A. 16.6 +2.3

Dependiendo de los resultados de laboratorio, el grupo de médicos integrado
por el Dr. Miguel Escobedo, la Dra. Concepcién Sanchez y cols., tomaron la
decision de realizar la toma de biopsia del aloinjerto renal, en aquellos

pacientes en los que se sospecho de un episodio de rechazo.

Los resultados histolégicos de los pacientes fueron emitidos por el

departamento de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario “Dr. José

Eleuterio Gonzalez” bajo la revision de la Dra. Gabriela Alarcén.

46



En los cinco pacientes se confirmd el rechazo agudo, tres de ellos Banff 1
(60%), un paciente fue Banff 2 (20%) y otro Banff 3 (20%). A otros tres
pacientes se les tomd biopsia, ya que por sus parametros bioquimicos se
sospechod de rechazo, sin embargo los resultados histolégicos no lo confirmaron.
El grupo de pacientes con nefropatia diabética presentaron proteinuria con 16.6
+ 2.3 g/24h, siendo el valor de referencia menor a 0.13g/24h, depuracién de
creatinina de 27.5 + 18.3 mL/min., siendo el valor de referencia superior a 60
mL/min. y una glicemia de 119.3 £ 47.1 mg/dL, siendo el valor de referencia
inferior a 110 mg/dL. Esta informacién, ademas de su historia clinica confirmé a
estos pacientes con el padecimiento con el cual fueron catalogados en este

grupo de estudio.

3.2 Establecimiento de las condiciones 6ptimas de extraccidon de proteinas

(pretratamiento) y desarrollo del método electroforético.

Para cumplir con el objetivo 2 se evaluaron cuatro alternativas de
pretratamiento:

1. Precipitacion con acetona.

2. Limpieza y precipitacion.

3. Eliminacion de albumina — precipitacion.

4. Concentracion por filtracion — eliminacion de albumina — precipitacion.
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A las muestras obtenidas se les realizé la cuantificacion, isoelectroenfoque,
SDS-PAGE vy tinciéon — destincidon de los geles obtenidos. Cada alternativa de

pretratamiento de realizé por triplicado.

En la tabla 4 se presentan los resultados de la cuantificacién de las proteinas en

las muestras después de cada uno de las alternativas de pretratamiento.

Tabla 4. Concentracion de proteinas después del pretratamiento

Concentracion por

- Eliminacién de ultrafiltraciéon —
T Limpieza y . L
. Precipitacion L albuminay eliminacion de
Pretratamiento precipitacion Y- .
con acetona precipitacion albumina —
con acetona O
con acetona precipitacion con
acetona
Concentracién
de proteinas 65.7 £ 0.7 64.6 +0.9 11.1+£0.3 100 £ 0.03

(Mg/100 pL)

3.2.1 Pretratamiento por precipitacion con acetona

El método aplicado fue el que se presentd en la seccion 2.2.7. Un gel obtenido

siguiendo este pretratamiento se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Gel de muestra con pretratamiento por precipitacion con acetona

Los geles obtenidos siguiendo éste pretratamiento no presentaron buena
resolucion, ademas presentaron una o dos proteinas muy abundantes que
pudieran estar enmascarando la presencia de otras proteinas presentes en
menor concentracion.

Debido a la baja resolucién de las manchas se descarté para emplearlo con las
muestras antes del analisis definitivo de las muestras de los pacientes incluidos

en este estudio.

3.2.2 Limpieza y precipitacion con acetona.

Las muestras fueron pretratadas con el método presentado en las secciones

228 y 2.2.7. Un gel representativo de una de las muestras que se tratd
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previamente con estos métodos antes de realizar la electroforesis bidimensional

se presenta en la figura 5.
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Figura 5. Gel de muestra con pretratamiento por limpieza y precipitacion con
acetona.

A igual que el pretratamiento anterior, los geles obtenidos siguiendo éste
pretratamiento no presentaron resolucion de manchas. Se siguié observando
una mancha grande que no logré resolverse. También este método fue

descartado para emplearlo con las muestras antes del analisis definitivo.

50



3.2.3 Eliminacién de albumina y precipitacion con acetona.

Se siguid el método presentado en las secciones 2.2.10 y 2.2.11. La
concentracion final obtenida de proteinas de las muestras, fue la cantidad
minima recomendada para la tincion con azul de Coomassie, de acuerdo al
tamano de tira de IPG que se utilizdé en este trabajo, por lo que se decidié no

realizar la electroforesis bidimensional (Berkelman y Stenstedt, 1998).

3.2.4 Concentracion por ultrafiltracion - eliminacion de albumina -
precipitacion con acetona.

Se sigui6 el método que fue presentado en las secciones 2.2.9,2.2.10y 2.2.11.
Un gel representativo de una de las muestras que se traté previamente con
estos métodos antes de realizar la electroforesis bidimensional se presenta en

la figura 6.
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Figura 6. Gel en donae se ‘p-r‘esenta un?jemplo de muestra con pretratamiento
por ultrafiltracion, eliminacion de albumina y precipitacion con acetona; 100 ug
de proteina.
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Con el presente pretratamiento se pudo apreciar una mayor diversidad de las
manchas presentes en la muestra, sin embargo la definicion e intensidad de las

mismas aun no se considero suficiente, por lo que se aumentd la concentraciéon

de proteina anadida de 100 pug a 150 pg.

En la figura 7 se presenta un gel en el que se agregaron 150 ug de proteina
para verificar si con ello aumentaba la intensidad y visibilidad de las manchas

en la muestra.

10 pH 3

»wow
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Figura 7. Gel de muestra con pretratamiento por ultrafiltracién, eliminacién de
albumina y precipitacion con acetona; 150 pg de proteina.
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Utilizando 150 pg de proteina se pudieron observar con mayor intensidad las
manchas, ademas de apreciarse mejor la diversidad de las mismas, por lo tanto,
el método de pretratamiento que consistié en la concentracion por ultrafiltracion,
eliminacién de albumina y precipitacion con acetona fue el que se utilizé para
procesar todas las muestras incluidas en este proyecto para todos los grupos

de estudio.

3.2.5 Geles caracteristicos de los grupos de estudio.

En la figura 8 se presenta un gel bidimensional representativo del grupo de

pacientes con nefropatia diabética. Se puede apreciar que las manchas con PM

abajo de 25 kDa se lograron resolver mejor que las manchas de mayor PM.
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Figura 8. Gel representativo del grupo de pacientes con Nefropatia diabética
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En la figura 9 se presenta un gel representativo del grupo de pacientes con

rechazo al injerto renal.
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Figura 9. Gel representativo del grupo de pacientes con rechazo al injerto renal.

En el gel correspondiente al grupo de pacientes con rechazo al injerto renal
también se observaron mejor definidas las manchas de PM inferior a 25 kDa,
ademas de apreciarse a simple vista una mayor diversidad de proteinas

comparado con el gel representativo del grupo de pacientes con ND.
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En el grupo de pacientes con trasplante renal de evolucion estable, un paciente
presentd un patron electroforético diferente al de los otros cuatro pacientes, por
lo que se decidié no considerar a ese paciente para los calculos en el numero
de manchas, ya que modificaria los resultados del grupo. El gel de dicho

paciente se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Gel de paciente del grupo de evolucién estable no caracteristico del
grupo.

En la figura 11 se muestra un gel representativo del resto del grupo de

pacientes con evolucion estable.
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Figura 11. bel repreSentativo del grupo de pacientes coT e3\}5olucién estable,
caracteristico en cuatro de los cinco pacientes.

Los geles del resto del grupo de pacientes trasplantados con evolucién estable
presentd un patrén electroforético como el que se muestra en la figura 11. En
tres de los cuatro pacientes se puedo detectar la presencia de una mancha muy
intensa a un pl de 6.3 y PM de 66.5 aproximadamente, que no puede

considerarse como caracteristica del grupo ya que también se presento en los

geles de los pacientes de los otros grupos de estudio.

56



3.3 Validacion del método de electroforesis bidimensional de proteinas

en orina.

Los valores obtenidos del calibrador afiadido a 15 muestras se presentan en la

tabla 5.

Tabla 5. Valores practicos del calibrador en las muestras (tripsinégeno PM = 24
kDa; pl = 9.3)

Mta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

PM 24 23 23 23 24 22 22 24 25 24 23 24 22 25 24

pl 9 92 89 94 94 93 93 91 94 9 0903 93 89 94 92

Estos datos se utilizaron para realizar la validaciéon del método calculando

precision y exactitud del método electroforético para muestras de orina.

3.3.1 Precision del método.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6.
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Tabla 6. Valores calculados para determinar precision del método.

pl PM
Valor tedrico 9.3 24
Promedio (n=15) 9.2 23.5
Desviacion estandar 0.2 1
Coeficiente de variacién (%) 2 4.2

Tanto en pl como en PM el coeficiente de variacion fue inferior a 5% por lo tanto

se considerd que el método tuvo una precisién aceptable.

3.3.2 Exactitud del método.

Los resultados de la aplicacion de la prueba t de Student para el calculo de la
exactitud de método en la determinacion del pl se muestran la tabla 7.

Tabla 7. Prueba t para valores de pl obtenidos
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

pl tedrico pl obtenido
Media 9.3 9.20666667
Varianza 1.6241E-14 0.03352381
Observaciones 15 15
Grados de libertad 14
Estadistico t 1.974266262
P(T<=t) una cola 0.034208582
Valor critico de t (una cola) 1.76130925
P(T<=t) dos colas 0.068417163
Valor critico de t (dos colas) 2.144788596

58



El valor critico de t (2.14) fue superior al valor del estadistico t (1.97) lo que
significé que el método tuvo la exactitud requerida para un nivel de confianza p

= 0.05 para el calculo del pl.

Los resultados de la aplicacién de la prueba T de Student para el calculo de la

exactitud de método en la determinacién del PM se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Prueba T para valores de PM obtenidos
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

PM tedrico PM obtenido
Media 24 23.4666667
Varianza 0 0.98095238
Observaciones 15 15
Grados de libertad 14
Estadistcot 208554898
P(T<=t) una cola 0.02790192
Valor critico de t (una cola) 1.76130925

PiT<=ti dos colas 0.05580383

El valor critico de t (2.14) fue superior al valor del estadistico t (2.08) lo que
significé que el método tuvo la exactitud requerida para un nivel de confianza p

= 0.05 para el calculo del PM.
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3.4 Identificacion de los diferentes perfiles de expresion proteica entre

los grupos de estudio.

3.41 Deteccion y edicion de manchas, introduccion de datos

complementarios y reporte de manchas.

Para cumplir con este objetivo primero se realizé la deteccion de las manchas

de cada gel con el programa Image Master 2D Platinum, Amersham.

En la figura 12 se presenta una imagen que muestra los pasos realizados para

la deteccidon de las manchas en los geles a evaluar.

“: ImageMaster 2D Platinum

File “iew B8 Show Select Analvze Reports Tools  window  Help

= | | Unda... Chrl+-Z Hiddamn
——— Redo... Shift+2 |
o o > ———
12 t-rSDS’.-‘.i Gels . . :'29 t-181 c-calih.mel (22 DES) §
k Auto-betect Current. ., l
Annotations b Recent b § - gl
: Edit enabled  Shift+E '
Pairs [ 3 T ) !
GEroups 2 e
Classes kL '
I
Settings... ;
<&

Figura 12. Representacion del analisis para la deteccion de manchas
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El objetivo de la introduccion de los datos fue para que al momento de solicitar
al programa la emision del reporte de las manchas, estuviera incluida la

informacion de pl y PM.

En la figura 13 se muestra un ejemplo de los reportes emitidos por el equipo en

el que se incluy? la informacion de las manchas del paciente seleccionado.

& Spots Report - File : C:\Archivos de programalAmersham Biosciences\LabScan 5\orina 9jun0

H & Bmle a-elel B - B

Infarmation on selected Spots.

GelMame Id SpatID kS i pI Tl Intensity
1 MLCT £-409 | d7elf237-d09c-42a3-3282-932d120F7 200 | 953 6 | 292308 | 392 | 0.0631z262
2 MLCT £-409 | d7elf237-d09c-42a3-3252-932d120F7 204 | 5438 g | 392035 | 3585 | 0.0669351
3 MLCT E-409 | d7elf237-d09c-42a3-3252-932d120F7 216 | 954 18 [ 291346 | 345 0. 106557
4 MLCT £-409 | dFelf237-d09c-4243-5282-932d120F7 217 | 852 21 | 3.88599 | 335 [ 0.0324969
5 MLCT £-409 | d7elf237-d09c-4243-5252-932d1 20F7 215 | g36 22 | 402357 | 335 [ 0.0205733
6 MLCT E-409 | d7elf237-d09c-42a3-5282-932d1 20F7 223 | 723 44 | 4,99522 | 269 [ 0.0305734
7 MLCT £-409 | dFelf237-d09c-4233-5252-932d120F7 z24 | 733 43 | 490924 | 2¥2 | 0.0166147
g MLCT £-409 | d7elf237-d09c-4243-5252-932d1 20F7 225 | 952 46 [ 293269 | 264 [ 0.0734129
E MLCT £-409 | d7elf237-d09c-42a3-a282-932d120F7 227 | F09 49 | 5.11561 256 | 0.0513359
10 MLCT £-409 | d7elf237-d09c-42a3-3252-932d120F7 225 | Fe¥ 45 | 4.61655 | 267 [ 00421556
11 MLCT E-409 | d7elF237-d09c-42a3-3282-932d1 20F7 229 | 785 46 [ 4.40210 | 264 [ 0.0365237

Figura 13. Ejemplo de un reporte de manchas.

3.4.2 Empalme de imagenes e identificacion de manchas caracteristicas

En la figura 14 se presenta un ejemplo de reporte de pares.
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O i Pairs Report
HS| Ble|a-e|e

Informations on selected Pairs [Feference gel 78 t-6056.mel)
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51
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Figura 14. Representacion de la emision del reporte de manchas de acuerdo a
su identificacion.

Teniendo la informacion de las manchas que coinciden en cada grupo se
seleccionaron en los geles y se solicitd al programa la informaciéon de dichas
manchas. En la figura 15 se muestra un ejemplo de los reportes de la

informacion de las manchas que coinciden dentro de un grupo

i Spots Report (1)

B8 mie| I-ele| ol B
Iedpamnation on telpcied Spots.
i | el Id Spakih | % | ¥ gl MW | Inkensiy dres el Welntersty A
I. . TG =656 EEEdcE 57 | 531 | 337 | b.Z2E0n 3l 0.754528 | 8. 54484 | D.SATHRTE LBlesiT
3 !}E.t-m Sl s B3] SO 0 344 | 419157 12 QLGS | 1EEE | 470252 P ra |
4 ih'l.h'll:-il:ﬁ:-td Siobdar L7z 1 S4Z | 37 |.6.05502 33 OIGEEEY | S00Ges | 05255 l.161H8 =
4 ¥

Figura 15. Reporte de informacion de manchas caracteristicas de uno de los
grupos de trabajo.
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De esta manera se pudo conocer qué manchas estaban presentes en cada
grupo. Después se hizo la comparacion entre el grupo de pacientes con
nefropatia diabética y el grupo de pacientes con rechazo al injerto. Las
manchas presentes en ambos grupos se descartaron para considerar al resto

como las manchas caracteristicas de cada grupo de estudio.

En la tabla 9 se presenta la informacién de las manchas que resultaron

caracteristicas del grupo de pacientes con rechazo al injerto renal.

Tabla 9. Manchas caracteristicas del grupo de pacientes con rechazo agudo al
injerto renal

Grupo de pacientes con rechazo

No. Pacientes pl aprox. P“’:kagar)ox.
3 5.5 34
S 6.8 14.4
4 5.2 32
4 8.5 18
3 4.6 23
3 5.3 29
3 5.5 22.5

En la tabla 10 se presenta la informacién de las manchas caracteristicas del
grupo de pacientes con nefropatia diabética.
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Tabla 10. Manchas caracteristicas del grupo de pacientes con nefropatia
diabética.

Grupo pacientes con nefropatia diabética

No. Pacientes pl aprox. Pl\l(lkagal“;)x.
4 4.8 50
4 5.9 14
4 6.4 31.5
3 7.4 26
3 4.9 14
3 4.5 28

En el caso del grupo de pacientes trasplantados con evolucion estable; y sin
considerar al paciente con alta diversidad de proteinas, en tres de los cuatro se
encontré una proteina de 66.5 kDa y pl de 6.3, sin embargo, no se puede decir
gque sea una proteina caracteristica ya que también se presento en la mayoria

de los pacientes de los otros grupos de estudio.
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CAPITULO 4 DISCUSION

CAPITULO 4

DISCUSION

Actualmente los resultados de la creatinina sérica y la diuresis, se utilizan para
el diagnéstico de las enfermedades renales, asi como para evaluar la funcion
renal o el rechazo al injerto que presenta un paciente nefrépata o que ha sido
sometido a un trasplante renal (Lamiere et al., 2005; Hewitt et al., 2004; Oetting
et al., 2006; Essawy et al., 2006). Comparando los resultados de los parametros
bioquimicos entre los diferentes grupos de pacientes, se observé un aumento
en la creatinina sérica (5.7 + 4.4 mg/dL vs. 1.1 £ 0.1 mg/dL) y disminucién en la
diuresis (1580 = 572 vs. 3500 + 1216 mL/24h) en el grupo de pacientes
trasplantados con rechazo al injerto renal con respecto al grupo de pacientes
trasplantados con evolucién estable. Dentro del grupo de pacientes a los que se
les dio seguimiento, tres mas presentaron alteraciones bioquimicas, se
sospechd de rechazo y se les tomd biopsia, sin embargo el resultado fue
negativo para rechazo, lo que justifica la busqueda de biomarcadores mas
especificos y sensibles para el diagndstico de rechazo al injerto renal tal como

lo reportan algunos autores (Vidal et al., 2005; Riordan, et al., 2004).
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Tres de los cinco pacientes presentaron rechazo a los 8 dias post-trasplante,
uno presentd rechazo 10 dias post-trasplante y otro a los 11 dias post-
trasplante, por lo que las muestras de orina de los pacientes de evolucion
estable se eligieron al azar y se trabajé con las muestras que se colectaron a
los 7 dias post-trasplante para que fueran lo mas cercanas en tiempo post-

trasplante a las del grupo de pacientes con rechazo al injerto.

Se han descrito diversos métodos para el pretratamiento de muestras de orina 'y
en algunas publicaciones sugieren la combinacion de técnicas de separacion y
concentracion como la dialisis, la ultrafiltracion y la precipitacion con solventes
(Thongboonkerd et al., 2002; Vojtova et al., 2007). En este trabajo se probaron
diferentes alternativas para el pretratamiento: la precipitacién con acetona, en la
cual pudiera no haberse eliminado totalmente los electrolitos presentes en la
muestra ya que las proteinas no se separaron adecuadamente y se observé
una mancha grande que podria estar impidiendo la visibilidad de manchas mas
pequefas; limpieza y precipitacidon con acetona, con este pretratamiento se
obtuvieron geles con baja o nula resolucién de manchas, y, al igual que al
precipitar con acetona se siguié presentando una mancha grande; la
eliminacién de la albumina y la precipitacion con acetona se encontré una baja
concentracion de proteinas después de eliminar la albumina, com esto se
confirmd la presencia de esta proteina en altas concentraciones en las

muestras, de ahi, la importancia de su eliminacion.
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Los mejores resultados se obtuvieron al combinar la ultrafiltracion y la
precipitacion con acetona ya que se pudo obtener mejor resolucion de las
manchas y con 150 pg de proteina afadida a la tira se pudo apreciar mejor la

diversidad de las manchas.

Khan y Packer en 2006 utilizaron otras alternativas de pretratamiento de
muestras de orina. En ese trabajo el sujeto de estudio fue una persona sana. En
el caso del presente trabajo se tratd de pacientes con dafio renal, en los que es
comun la alta excreciéon de albumina a través de la orina, suceso que en
personas sanas no es comun. Debido a esto, el método de eliminacidén de
albumina en las muestras antes de someterse a la electroforesis bidimensional
fue de vital importancia para poder visualizar las proteinas que se encontraban

en menor proporcidon con respecto a la albumina.

Para realizar la validacion del método electroforético, se calculé el CV de un
estandar de pl y PM conocido que se agrego a 15 muestras. Se calcul6 el CV
de los valores obtenidos de las manchas correspondientes al estandar para
determinar la precision, se obtuvo en el caso del pl un CV de 2% y para el PM
un CV de 4.2%; debido a que ambos valores de CV son inferiores al 5%, se
establecio que el método es preciso para la determinacion de pl y PM con un

nivel de confianza del 95%.
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En el caso de la evaluacién de la exactitud del método electroforético se aplicéd
la prueba t de Student a los valores obtenidos. El valor critico de t (2.14) fue
superior al valor del estadistico t (1.97) lo que significé que el método tuvo la
exactitud requerida para un nivel de confianza p = 0.05 para el calculo del pl,
mientras que en la aplicacion de la prueba t de Student para los valores de PM
se obtuvo que el valor critico de t (2.14) también fue superior al valor del
estadistico t (2.08) lo que significd que el método tuvo la exactitud requerida

para un nivel de confianza p = 0.05 para el calculo del PM.

Se han publicado analisis protedmicos de muestras de orina por SELDI-TOF
para grupos de pacientes con trasplante renal que presentaron rechazo agudo,
en los que han encontrado proteinas como posibles biomarcadores reportando
su PM; entre ellas se encontr6é una de 25.7 kDa y otra de 28.1 kDa (Reichelt, et
al., 2006). En nuestro trabajo se encontré una proteina de 29 kDa en el grupo
de pacientes con rechazo al injerto renal; de modo que es posible que se trate

de la misma proteina.

En otro estudio también realizado utilizando SELDI-TOF se reporto la presencia
de 5 proteinas en muestras de orina de un grupo de rechazo agudo al injerto
renal, de 6.5, 6.6, 6.7, 7.1 y 13.4 kDa (Clarke et al., 2003). Dentro de las
proteinas que se detectaron en el presente trabajo, se encontrd en los cinco
pacientes del grupo de rechazo una de pl 6.8 y PM 14.4 kDa, peso molecular

similar al de una de las proteinas encontradas por Clarke y cols.
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En 2004 se publicé otro estudio donde por medio de SELDI-TOF, 7 proteinas en
la orina de un grupo de pacientes con rechazo al injerto renal de las cuales una
era de 19 kDa, similar al peso molecular (18 kDa) de una de las proteinas
detectadas en el presente trabajo en cuatro de los cinco pacientes del grupo

que presento rechazo al injerto renal.

Algunos estudios refieren la presencia en muestras de orina de a-1-
microglobulina de pl 5.3 y PM 33 como caracteristica de pacientes con dafo
tubular (Weber et al., 1992; Tomlinson et al., 1997). En 2002 el grupo de trabajo
del Departamento de Bioquimica del Instituto de Ciencias de la India (Kumar et
al., 2002) reporto la presencia de a-1-microglobulina con pl 5.3 y 33 kDa y a-1-
glicoproteina acida con pl 3.5 y 43 kDa en un grupo de pacientes con
microalbuminuria, considerandola como un candidato biomarcador para
pacientes con ND; sin embargo en 2005 éste mismo grupo de trabajo (Jain et
al., 2005) report6é a éstas mismas proteinas con diferentes caracteristicas de pl
y PM a los cuales les asignaron el mismo nombre que las del reporte anterior en
pacientes con el mismo padecimiento. En el presente trabajo se encontré una
mancha de pl 5.5 y 34 kDa que, si se tomara como referencia lo reportado por
Kumar y cols. corresponderia a a-1-microglobulina, sin embargo este resultado
fue del grupo de pacientes que presentaron rechazo al injerto renal. Dada la
incongruencia en los resultados reportados en 2002 y 2005 por el grupo de

trabajo de la India, no es de extrafiar ésta diferencia encontrada.
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Con respecto al paciente trasplantado catalogado como de evolucion estable de
acuerdo a los parametros bioquimicos, y que sin embargo presentd un patron
electroforético atipico con respecto al resto del grupo, se revisé con el grupo de
meédicos la etiologia de origen, se establecio que tenia ND, por lo que se sigue
de cerca su evolucion post-trasplante para detectar si la diferencia en el perfil
electroforético es un hallazgo de la reincidencia de la patologia inicial o de un

posible rechazo que no haya reflejado cambios en los parametros bioquimicos.

En 2007 Rao y cols. realizaron el analisis protedmico de muestras de orina de
pacientes con DM tipo 2 con macroalbuminuria, donde encontraron 11 proteinas
expresadas diferencialmente por comparacion de éste grupo con un grupo de
pacientes con DM tipo 2 sin albuminuria. Las proteinas que encontraron fueron
a-1B-glicoproteina, zinc a-1-glicoproteina, proteina ligadora de vitamina D
(VDBP), a2-HS- glicoproteina, calgranulina B, a-1-antitripsina, hemopexina,
proteina ligadora de retinol en plasma (plasma RBP), precursor de la proteina
a-1-microglobulina/bikunina (AMBP), apolipoproteina A-1 y transtiretina. La
calgranulina B tiene pl 6 y 13.2 kDa. En el presente trabajo en el grupo de
pacientes con ND se detectd en cuatro pacientes una mancha de pl 59y 14

kDa, es posible que se trate de la misma proteina.
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Los resultados encontrados en el presente trabajo podrian llegar a ser parte de
las herramientas de diagndstico de las enfermedades renales y en el
diagnostico de rechazo al injerto; sin embargo se requiere aumentar la cantidad
de pacientes para definir si estas proteinas son especificas de cada grupo de

estudio para poder considerarlos como biomarcadores.
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CAPITULO 5 CONCLUSIONES

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

v" Se logré obtener un método exacto y preciso para analisis de proteinas

en orina por electroforesis bidimensional

v Este método permitid establecer un perfil de expresion diferente en cada
grupo de estudio, se encontraron 7 proteinas caracteristicas del grupo de
pacientes que presentaron rechazo al injerto renal, 6 proteinas en el

grupo de pacientes con nefropatia diabética.

v' El pretratamiento fue un punto critico en el procesamiento de muestras
de orina para su analisis por electroforesis bidimensional ya que, ya que
en esta matriz ademas de las proteinas, se encuentran presentes de
manera natural solidos y electrolitos que causan interferencias en
procesos de separacion como el isoelectroenfoque, lo cual puede

conllevar a una baja resolucién de las manchas.
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CAPITULO 6 PERSPECTIVAS

CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

» Aumentar el tamafo de la muestra de pacientes para que los resultados

obtenidos tengan mayor relevancia estadistica y puedan considerarse

representativos.

» Incluir mas grupos de pacientes con otras nefropatias.

» Realizar la identificacion de las proteinas encontradas en cada grupo de

pacientes mediante la metodologia de MALDI-TOF y otras metodologias

complementarias, esto para poder utilizarlas como biomarcadores.
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CAPITULO 7 ANEXOS

CAPITULO 7

ANEXOS

7.1 Carta de consentimiento informado.

Titulo del proyecto: “Andlisis Protedmico de proteinas asociadas con rechazo al
aloinjerto renal y nefropatias”.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los métodos disponibles para establecer el diagndéstico de algunas enfermedades
renales y la deteccién del rechazo agudo en un o6rgano trasplantado (respuesta
negativa del organismo hacia el 6rgano recibido) incluyen examenes de laboratorio y
biopsias de tejido. La biopsia es considerada como el mejor método para el diagnostico
de rechazo y retraso de la funcion del 6rgano e indispensable en el diagnéstico de
algunas enfermedades renales. Sin embargo, la toma de biopsia renal es costosa y
esta asociada a condiciones incapacitantes y complicaciones en las cuales se incluyen
dolor, sangrado al orina, moretones, dafio en érganos cercanos, problemas para orina,
formacion de coagulos en el o6rgano trasplantado, infecciones, falla general del
organismo y ocasionalmente muerte del paciente. Ademas, las biopsias también se
presentan errores de muestreo y diferencias entre lo encontrado en los examenes
clinicos y lo observado en la biopsia. La busqueda y empleo de sustancias especificas
presentes en sangre y orina pueden beneficiar al paciente que ha sido trasplantado de
rindn permitiendo el monitoreo mas frecuente y modificar la terapia inmunosupresora
oportunamente y al paciente en el que se esta estableciendo un diagnéstico de

enfermedad renal iniciando una terapia adecuada antes de que la enfermedad se
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complique. Por ello se le hace una atenta invitacién, para que done una muestra de
sangre y nos proporcione una muestra de orina. Su colaboracién contribuira a que se
realice la identificacion de dichas sustancias especificas y tener mayor informacién

para el seguimiento y deteccion de complicaciones utilizando pruebas menos agresivas.

Procedimiento del estudio

* Pacientes diagnostico de nefropatia diabética: Se les tomara una muestra
de sangre del brazo (10 mL de sangre en total) y se le solicitara una muestra de
orina (aproximadamente 40 mL) una sola ocasién antes de la biopsia.

* Pacientes programados para trasplante: Se les tomara una muestra de
sangre del brazo (20 mL de sangre) y se le solicitara una muestra de orina
(aproximadamente 40 mL) antes del trasplante. Posterior al trasplante se
volveran a realizar tomas a las 3, 6, 9, 12, horas, 1, 2, 3 dias (20 mL de sangre
en cada toma) 7, 15 y 30 dias (20 mL de sangre y aproximadamente 40 mL de
orina en cada toma). 220 mL de sangre en total y 160 mL de orina
aproximadamente.

* Pacientes trasplantados en los que se sospeche rechazo y tengan
indicaciéon de biopsia: Se les realizara una toma de sangre del brazo y se le
solicitara una muestra de orina en cuatro ocasiones: antes de la biopsia, (20 mL
de sangre y 40 mL de orina aproximadamente).

Estas muestras se utilizaran para realizar la deteccién e identificacion de proteinas
que pueden funcionar como indicadores.

Riesgos asociados al estudio

Los riesgos asociados a esta prueba no ponen en peligro la vida del paciente. EI mayor
riesgo podria ser algun moreton en el sitio donde se realiza la puncién para la toma de
la muestra.

Beneficios que aportara el estudio al paciente
Mediatos: Minimizar la necesidad de la biopsia para determinar el estado del paciente,
sustituyéndola por métodos no invasivos como la deteccidn de sustancias indicadoras.

Estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion y obtener informacién sobre la
investigacion que solicite en cualquier momento del desarrollo de la misma. Ademas
estoy en la libertad de retirarme en el momento que lo desee y si tomara esta decision
no me afectara en futuros tratamientos que requiera en el Hospital Universitario. La
informacién obtenida de la investigacion sera manejada de forma confidencial y que en
ningun momento se violara mi privacidad.

Ademas el Hospital Universitario de la U.A.N.L. estara en disposicion de brindarme
tratamiento médico o quirdrgico sin costo, en caso de que resultara danado
directamente por cualquiera de los procedimientos de este proyecto de investigacion,
en caso de dafnarme permanentemente tendré derecho a ser indemnizado segun el
dano sufrido.

Responsables de la investigacion:

a) Investigador Principal

a. Dr. Miguel Mariano Escobedo
b) Investigadores Asociados
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a. Dra. Paula Cordero Pérez
b. Dra. Concepcion Sanchez

Paciente

Nombre: Firma:

Edad: Direccion:

Testigo

Nombre: Firma:

Direccion:

Investigador

Nombre: Firma:

Direccion:
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7.2 Preparacion de reactivos.

7.2.1 Azul de bromofenol 1%
Azul de bromofenol 05¢g
Se completdé a un volumen de 50 mL con agua bidestilada y se mantuvo

a temperatura ambiente.

7.2.2 Buffer de rehidratacion

Urea 12 g
CHAPS 059
Buffer IPG rango pH 3 - 10 125 uL
Azul de bromofenol 1% 50 pL

Se completé a un volumen de 25 mL con agua bidestilada, se hicieron
alicuotas de 1.5 mL y se mantuvieron en congelacion a -20° C.

Inmediatamente antes de usar se agregaron 4.2 ug de DTT.

7.2.3 Buffer de resolucion 4x:
Tris Base (PM 121.1) 181.7 g
Agua bidestilada 750 mL
Se ajustd a un pH 8.8 con HCIl y se completé a un volumen de 1 L con
agua bidestilada, se pasé por un filtro de 0.45 pm, se mantuvo en

refrigeracion de 0 — 4° C hasta su uso.
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7.2.4 Buffer de Equilibrio:

Buffer de resolucion 4x 10 mL
Urea 72.07 g
Glicerol 87% 69 mL
SDS 49
Azul de bromofenol 1% 0.4 mL

Se completd a un volumen de 200 mL con agua bidestilada, se hicieron
alicuotas de 5 mL y se mantuvieron en congelacion. Inmediatamente
antes de usarse, a una alicuota se agregaron 300 uL de DTT 1My a otra

alicuota se agregaron 125 mg de IAA.

7.2.5 Docecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%
SDS 59
Se completd a un volumen de 50 mL con agua bidestilada, se paso6 por

un filtro de 0.45 um, se mantuvo a temperatura ambiente.

7.2.6 Solucion de Acrilamida/Bisacrilamida (30/0.8%):
Acrilamida grado biologia molecular 309
Bisacrilamida 08¢
Se completd a un volumen final de 100 mL con agua bidestilada, se pasoé
por un filtro de 0.45 um, se protegié de la luz y se mantuvo en

refrigeracion de 0 — 4° C hasta su uso.
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7.2.7 Persulfato de amonio (PSA) 10%
PSA 0.05¢
Se disolvieron en 0.5 mL con agua bidestilada inmediatamente antes de

la preparacion de los geles de poliacrilamida.

7.2.8 SDS-PAGE 12%

Solucion de Acrilamida/Bisacrilamida (30/0.8%): 6.25 mL

Buffer de Resolucioén 4x: 3.75 mL
SDS10%: 0.15mL
Agua milliQ: 4.67 mL
PSA 10%: 0.15mL
TEMED: 0.03 mL

La preparacion de los geles se realizé utilizando vidrios de 1mm

perfectamente limpios y secos.

7.2.9 Buffer de electroforesis 10x

Tris base (PM 121.1) 30.3¢g
Glicerina 144 g
SDS 1049

Se completdé con agua bidestilada a 1 L. Se mantuvo a temperatura

ambiente. Se diluyd 1:10 para su uso.
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7.2.10 Solucion de sellado de agarosa
Agarosa 0.5¢g
Azul de bromofenol 1% 200 pL
Se completd a un volumen de 100 mL con agua bidestilada, se calent6

en microondas y se separo en alicuotas de 1 mL.

7.2.11 Solucién de tincidon de azul de coomassie

Azul de Coomassie 50 mg
Acido Acético glacial 7 mL
Metanol 50 mL

Se completé a 100 mL con agua bidestilada.

7.2.12 Solucion de destincion
Acido Acético glacial 50 mL
Metanol 1.65 mL
Se completdo a 1 L con agua bidestilada y se mantuvo a temperatura

ambiente.
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