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RESUMEN
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a complicaciones del trasplante renal y su modificacion
con la terapia.
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Candidato para el grado de Doctor en Medicina

Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propésito y Método del Estudio: Determinar los perfiles de expresion de

proteinas en orina en pacientes agrupados de acuerdo a las complicaciones

presentadas post trasplante (TR) y detectar su variacion al modificar la terapia.

Fue un estudio observacional, longitudinal, analitico y retrospectivo. Se

incluyeron pacientes que fueron sometidos a trasplante y estuvieron de

acuerdo en participar en el protocolo. Se recolectaron muestras de orina

pretrasplante y cada tercer dia desde el momento del trasplante. Las muestras

fueron almacenadas a -70°C hasta el momento de su andlisis por marcaje

peptidico mediante is6topos isobaricos para la cuantificacion relativa (iTRAQ).

Se agrup6 a los pacientes con complicaciones por infeccion confirmado por

cultivos y rechazo agudo confirmado por biopsia. Se establecieron 4 fases de

estudio: pre trasplante, post TR previo a complicacion, post TR con

complicacion en curso y post TR complicacion tratada.



Contribuciones y Conclusiones: De Enero de 2009 a Mayo de 2013 se
incluyeron a 22 pacientes: 10 mujeres (45%) y 12 hombres (55%) con una edad
promedio de 45+ 15 afios. Solo 12 pacientes presentaron complicaciones en el
post TR: 2 pacientes con rechazo agudo al injerto (GR) (Lhombre, 1 mujer); y
10 pacientes (6 hombres, 4 mujeres) en el grupo de infecciones (Gl). Para el
andlisis por iTRAQ se hizo la cuantificacién relativa comparando la presencia
de las proteinas en las diferentes fases de estudio. Para el grupo de rechazo
agudo, se encontraron 345 proteinas, de las cuales solo 15 cumplieron los
criterios de aceptacién de la técnica (score >30, > 2 péptidos identificados con
el 95% de confianza). Para el grupo de infecciones se encontraron 113 de las
cuales 28 cumplieron los criterios de aceptacion de la técnica. Conclusiones: La
albumina fue la Unica proteina encontrada en ambos grupos de estudio, el resto
de las proteinas 14 en el GR y 27 en Gl fueron diferentes. Las 5 proteinas con
mayor scores en GR fueron alfa 1 microglobulina, 5' nucleosidasa citosdlica,
Proteina 4 de union a retinol, proteina de membrana 4 palmitolada y serin
carboxipeptidasa mientras que en Gl: acetil coenzima A sintetasa mitocondrial,
adenosil homocisteinasa 2, proteina de dedo de zinc GLISlisoforma X1,
proteina putativa de la isoforma FAM157B, proteina de dedo de zinc 615
isoforma X6. Queda por dilucidar la participacion de cada una de éstas en los

pacientes con trasplante renal.

Palabras clave: trasplante renal, proteinas urinarias, iTRAQ, complicaciones

post trasplante renal, rechazo al injerto renal
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Enfermedad Renal Crénica

Actualmente se utiliza el término de Enfermedad Renal Cronica (ERC), citado
por las guias practicas para la evaluacion y manejo de la enfermedad renal
cronica de KDIGO 2012, donde define a la ERC como anormalidades de la
estructura o funcion renal, presente por mas de 3 meses. La ERC se define
como la disminucién de la taza de filtracion glomerular < 60mL/min/1.73m? o
como la presencia de marcadores de dafio renal (particularmente albuminuria)
por lo menos en 2 ocasiones durante 3 0 mas meses. Entonces, aparecen las
complicaciones propias del sindrome urémico, y se manifiesta mediante
alteraciones: digestivas, hematologicas, cardiovasculares, neuroldgicas y
metabdlicas. Si la funcion renal no se estabiliza, se produce una enfermedad

renal terminal (Cueto et al. 2014).

En México, no existe un registro nacional de pacientes con ERC terminal. La
prevalencia de ERC en la poblacion adulta mexicana con factores de riesgo
para desarrollarla varia entre el 29 y 42% y en la mayoria de los casos los
pacientes no saben que la padecen. Se estima que para el 2025 habra mas de
200,000 casos de ERC terminal. EIl costo de la ERC es extremadamente
elevado; por ejemplo en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en el
afio 2005 el tratamiento de la ERC terminal represento el 21% del gasto total
de su mayor programa (Seguro de enfermedades y Maternidad). Se calcula

que si en México el acceso a dialisis fuera universal, se requeriria una inversion

1



de méas de 33,000 millones de pesos anuales, lo que representaria cerca del
40% del presupuesto nacional que fue destinado a salud en el afio 2009 (Avila

P et al 2010).

Las causas de la ERC terminal han cambiado a través del tiempo. Hoy en dia a
nivel mundial la principal causa de ERC es la diabetes mellitus tipo 2. En
México es la causa de cerca del 60% de todos los casos incidentes de diélisis

(Amato et al 2005; Cueto et al 2007).

La ERC se puede producir como complicacion de enfermedades: metabdlicas,
hereditarias, congénitas, obstructivas y vasculares. (Martin et al. 1997; Mac

Gregor, 1997)

En México las causas de ERC en orden de frecuencia son:
1.1.1 Etiologia de ERC en adultos:

1. Nefropatia diabética. (ND)

2. Glomerulopatias.

3. Hipertension arterial (HTA)

4. Nefropatia gotosa.

5. Enfermedad renal poliquistica.

6. Nefropatia secundaria a enfermedades sistémicas

7. Infeccion crénica de vias urinarias

(Mac Gregor, 1997)



1.1.2 Etiologia de ERC en nifios:

1. Las malformaciones congénitas.
2. Las glomerulopatias.

3. La enfermedad renal poliquistica.

1.1.3 Clasificacion de la ERC

La ERC se divide en 5 categorias de acuerdo al indice de filtrado
glomerular (IFG) en ml/min/1.73m?

G1. IFG >90 Nivel Normal o alto

G2. IFG 60 - 89 Dafio con disminucion leve del IFG

G3a IFG 45 - 59 Disminucion leve a moderada del IFG

G3b IFG 30 - 44 Disminucion moderada a severa del IFG

G4. IFG 30 - 44 Disminucion severa del IFG

G5. IFG <15 Insuficiencia renal

1.2 Incidencia de enfermedades renales y perspectiva global.

En nuestro pais, la Encuesta Nacional de Salud del afio 2000, reporté 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 encontré6 como la principal causa
de insuficiencia renal a la ND con un 44%, 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).



1.2.1 Diabetes Mellitus (DM) y sus consecuencias.

En los dltimos afios se ha incrementado la incidencia y prevalencia de DM en
forma creciente 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 afio 2025, sobre todo a expensas de la
DM tipo 2. 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 el 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
préximos 15 afios siendo también la causa principal de enfermedad renal

terminal (Rao et al., 2007).

Paralelamente a la pandemia de DM se observa un aumento de la ND como
causa de enfermedad renal cronica terminal. Desde hace algunos afos 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 afectacién renal a lo largo de la
evolucion de la enfermedad diabética, lo que marcara la evolucién hacia la ND

establecida (Martinez, 2008).



1.2.2 Nefropatia diabética

La Nefropatia diabética (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 acompafa 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 tdbulos 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 diagnédstico y la

fase de progresion de la enfermedad.

Durante la evolucion natural de la ND hacia la IRC permanente (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 division cronolégica de cuatro fases, cada una de ellas con una duracion
aproximada de 10 afios. Primera fase (precoz): corresponde al momento del
diagnéstico 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 afios durante los cuales se
desarrollan las alteraciones estructurales glomerulares. Del 30 al 40% de los
pacientes evolucionan a fases mas avanzadas. Segunda fase: presencia de
microalbuminuria (MA). Corresponde a la segunda década de la enfermedad y
puede durar desde 7 hasta 20 afios después del diagnéstico de DM. Se

caracteriza por la aparicion de MA gque oscila entre 20 a 200 mg/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. Cuarta fase
(insuficiencia renal establecida): se produce después de mas de 30 afios de

diagndéstico 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. Una vez que la depuracion de creatinina desciende por
debajo de 15 mL/min., la HTA es dificiimente controlable y consecuentemente
se presenta retinopatia y la funciébn renal se deteriora con rapidez (De

Francisco et al., 2001).

1.2.2.1 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 dafio alrededor de la MEC del glomérulo da como resultado la

liberacion de proteinas hacia los tubulos y la aparicion de proteinas séricas en



la orina. Del mismo modo, una perturbacion de las células epiteliales de los
tubulos proximales puede causar una reabsorcion ineficiente de proteinas
urinarias que conducen a la perdida de proteinas en la orina. Esta condicién es
clinicamente referida como proteinuria y es indicador de dafio glomerular o
tubular a los riflones (Kumar et al., 2002; Vojtova et al., 2007). Es sabido que
bajo ciertas condiciones fisiologicas y patoldgicas, se pueden producir cambios
en la abundancia de proteinas como resultado de alteraciones en la
trascripcion o estabilidad del ARN mensajero (MARN), e incluso como
resultado de la regulacién directa de la traduccién o regulacién de proteinas

(Knepper, 2002).

1.3 Tratamientos para la insuficiencia renal cronica.

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

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

1.3.1 Terapia sustitutiva mediante procedimientos de Hemodialisis y
Didlisis peritoneal.

Cuando el paciente no logra conservar un adecuado control &cido-base,
excretar productos téxicos del organismo, mantener el equilibrio de sodio y
liqguidos corporales, se debe iniciar el tratamiento dialitico. Ambos
procedimientos estdn encaminados a ajustar la concentracion de solutos en
sangre, eliminar las sustancias toxicas y a remover el exceso de liquidos del

organismo.



1.3.2 Trasplante renal.

El trasplante renal se define como la transferencia de este 6rgano, de un
individuo a otro y que se integra al organismo (Mendoza y col., 2002)

Constituye la mejor alternativa de tratamiento para el paciente urémico cronico,
le ofrece mejores posibilidades de rehabilitacion y calidad de vida. Sin
embargo, no a todos los pacientes se les puede realizar el trasplante renal, ya
gue deben someterse a una evaluacion rigurosa, sin olvidar que pueden existir
problemas de indole inmunoldgico, infeccioso y de caracter social. Actualmente
no se cuenta con una adecuada disponibilidad de organos, debido a la
insuficiencia de donadores. El trasplante renal es el tratamiento de eleccion de
la insuficiencia renal crénica terminal. En comparacion con la dialisis cronica,
mejora la calidad de vida y disminuye la mortalidad de la mayoria de los

pacientes (Soulillou, 2001; Li et al., 2001).

1.3.2.1 Trasplante renal en México.

Hasta el tercer trimestre de afio 2013, en México se contd con 612 programas
en 426 hospitales autorizados para la procuracion y/o trasplante de érganos y
tejidos distribuidos en instituciones publicas y privadas, siendo los programas
de trasplante renal y cornea los mas relevantes en namero, con 224 y 247
respectivamente, significando 77% del total de los programas. Desde que se
inicié el programa de trasplante renal en 1963 hasta el tercer trimestre de 2013,
en nuestro pais se han realizado 36,259 trasplantes de rifién, de los cuales
28,279 el 78% corresponde a trasplantes de donador vivo, 22% de donador

cadavérico. (www.cenatra.gob.mx).



http://www.cenatra.gob.mx/

En el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledén (UANL), al 30 de mayo de 2014 se han realizado
312 trasplantes de rifidn; opuesto a lo que sucede a nivel nacional, en su
mayoria han sido de donador cadavérico 78% (242 trasplantes) mientras que
de donador vivo relacionado han sido minoria con un 22% (70 trasplantes)
(Archivos Coordinacién de Trasplantes del Hospital Universitario Dr. José

Eleuterio Gonzalez UANL).

1.3.2.2 Inmunosupresion post- trasplante.

Para evitar el rechazo se ha desarrollado una terapia inmunosupresora que
bloguea en forma efectiva la respuesta inmune. Si la inmunosupresion es
excesiva, se provocan efectos indeseables como, por ejemplo, la aparicién de
infecciones oportunistas y tumores (Morris et al., 1987; Morris, 1988; Najarian
et al., 1983, Lorenzo et al, 2002).

Existen diferentes esquemas terapéuticos, donde se combinan dos o mas
drogas en bajas dosis que suprimen alguna de las fases de la respuesta
inmunolégica; estas combinaciones ofrecen menor riesgo de sobre-
inmunosupresion. Desde 1950 y hasta los inicios de la década de los ochenta,
las drogas mas utilizadas en combinaciéon eran la azatioprina y los esteroides.
Este esquema se denomindé Terapia Convencional (Oppenheimer, 1998,
Carpenter et al., 1991). La aparicion de la ciclosporina en 1980 marcé una
nueva etapa en el trasplante renal ya que mejoré dramaticamente la sobrevida
del injerto y disminuy6 en forma considerable los episodios de rechazo agudo y
las complicaciones relacionadas con el uso de dosis altas de esteroides, por lo

que la ciclosporina se asoci6 a la Terapia Convencional (AHSF, 2001).



Actualmente existen otras drogas inmunosupresoras como los anticuerpos
mono Yy policlonales derivados de caballo o conejo, los anticuerpos
monoclonales humanizados y quimicos (Daclizumab y Basiliximab), el FK-506
(tacrolimus), el micofenolato de mofetilo, y la rapamicina entre otros. Estos
medicamentos forman parte de un arsenal terapéutico que se utiliza en
combinacion con dosis bajas de esteroides (Terry et al., 1998; Hug et al.,
1998).

La seleccién del esquema ideal dependera de la edad del paciente, del nimero
de trasplantes recibidos y del porcentaje aloantigenos o panel de reactividad
antigénica (PRA). Las nuevas tendencias en inmunosupresion intentan
minimizar la respuesta autoinmune y aumentar la tolerancia al injerto. Por otra
parte, aumentar la sobrevida del injerto con una menor incidencia de
complicaciones secundarias de la sobre inmunosupresion, mejorando asi la
calidad de vida del paciente trasplantado. Una de las opciones para reducir el
namero de episodios y la severidad de los rechazos agudos en los primeros 6
meses de haberse realizado el trasplante, consiste en la inmunosupresion
profilactica con agentes bioldgicos. A este abordaje se le ha llamado terapia de
induccion (Giudice et al., 2000; EBPGRT, 2000). Es posible que esta modalidad
terapéutica, que aumenta el grado de supresion inmunoldgica, tenga el
inconveniente de producir mayor nimero de complicaciones (EBPGRT, 2000).
Actualmente en nuestra institucion el abordaje de inmunosupresion a los
pacientes que seran sometidos a trasplante renal se basa en la terapia de

induccion con Basiliximab o timoglobulina
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1.3.2.3 Complicaciones del trasplante renal

El trasplante renal es un procedimiento quirdrgico electivo o semielectivo en
pacientes que han sido evaluados cuidadosamente.

Las complicaciones del trasplante renal pueden ser quirdrgicas y no
quirurgicas.

La disfuncion del injerto podria reflejar un rechazo agudo o una pérdida
anormal de la orina; la fiebre y el edema del injerto podrian indicar una
infeccion de la herida o un rechazo.

Los problemas post trasplante presentan un amplio diagndstico diferencial que
deben incluir las complicaciones técnicas de la cirugia, asi como las causas
inmunoldgicas, infecciosas y otras.

En el algoritmo fundamental del manejo de las complicaciones post trasplante,
se requiere que se descarten primero causas vasculares que alteren la
perfusién sanguinea del injerto y urolégicas, antes de concluir que la disfuncion
del injerto sea por una causa médica como rechazo o toxicidad de
inmunosupresores.

La ecografia doppler tiene un valor importante en la diferenciacién de las
complicaciones médicas y quirdrgicas.

La primera semana post operatoria se caracteriza por la mejoria progresiva del
paciente en su estado general junto a la estabilizacion de la funcién renal.

La diuresis es un indicador util de la funcién del injerto renal, pero puede ser
engafnosa en pacientes que han tenido diuresis residual de sus rifilones nativos
antes del trasplante. Se aceptan ligeras fluctuaciones en el volumen urinario,
pero un descenso de mas del 50% o el inicio subito de oliguria o anuria deben

ser investigados inmediatamente.
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El tratamiento del receptor de un trasplante renal durante la primera semana
esta determinado en gran parte por la calidad de la funcién del injerto. Los
pacientes muestran tipicamente uno de los siguientes tres patrones de
funcién: a) funcién excelente, b) funcion lenta, c) funcion retrasada.

Cualquier rifidn recién trasplantado que no funciona bien, puede considerarse
que sufre funcion retrasada del injerto (FRI). Su frecuencia puede ser tan baja
como el 10% y tan alta como 50% en algunos programas.

El diagndéstico diferencial de la FRI incluye: necrosis tubular aguda, contraccion
del volumen intravascular, oclusién arterial, trombosis venosa, obstruccién
ureteral, escape de orina, rechazo hiperagudo, nefrotoxicidad, sindrome

urémico hemolitico.

1.3.2.4 Rechazo al injerto.

El rechazo agudo continua siendo la principal causa de fracaso en el trasplante
renal de donador cadavérico ocasionando perdida del injerto en el primer afio
post-trasplante con una incidencia de 15 a 25% y una sobre vida a 10 afios del
50% (Reichelt et al., 2006; Lorenzo et al., 2002). Se produce por la agresiéon 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 alternacion brusca de la funcion del injerto,
con otros cambios histologicos especificos.

La funcion renal es monitoreada post-trasplante comunmente con el
seguimiento de las variaciones de las concentraciones de creatinina en suero,

sin embargo, este es un indicador poco sensible ya que esta influenciado por
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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
diagnostico de rechazo agudo solo 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. Adema&s no puede detectar cambios
tempranamente porque la funcién renal no siempre correlaciona con las
alteraciones histoldgicas. Un error de muestreo es otro problema conocido (Li
et al., 2001; Reichelt et al., 2006).

El estudio histolégico debe hacerse de acuerdo a la clasificacion de Banff.
Dicha clasificacién es un esquema internacional desarrollado para establecer
los pardmetros patoldgicos 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 morfolégicos (afectacion tabulo
intersticial o vascular) (Racusen et al., 1999). En afios recientes ha
incrementado el interés en la exploraciébn del proteoma urinario humano,
particularmente para el establecimiento de mapas que ayuden en el
descubrimiento de biomarcadores auxiliares en el diagnéstico de diversos
padecimientos, entre los que se encuentran las enfermedades renales (Khan et

al, 2006; O’riordan et al., 2004).

1.4 Analisis prote6mico.

El proteoma es una coleccion dinamica de proteinas que demuestran

variaciones significativas entre individuos, entre los tipos celulares, y en un
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mismo individuo bajo diferentes condiciones fisioldgicas y patolégicas. La
protedmica es el conjunto de herramientas implicadas en el analisis del
proteoma (Clarke, 2006).

Se puede decir que hubo tres factores decisivos para el desarrollo de la
prote6mica: 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 pépticos y los avances realizados en la
separacion de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
doble dimensién (2D-PAGE) con la introduccién de los gradientes de pH
inmovilizados (IPG’s)(Gil, 2003; O’Farrel, 1974). La proteébmica ha sido
aplicada ampliamente en la busqueda de marcadores para el diagnostico y
prondstico de diversas patologias (Sritippayawan et al 2007), entre las que se
incluyen las cardiovasculares, aparato reproductor femenino y masculino,
enfermedades hepaticas y renales, peritonitis relacionada a dialisis entre otras
(O’riordan et al., 2004; Kurian et al., 2005; Vivanco et al., 2003; Wei-Tung L

2008 Raaijmakers R, 2008)

1.4.1 Marcaje peptidico mediante is6topos isobaricos para la
cuantificacion relativa (iTRAQ)

Se han desarrollado actualmente otras alternativas cuantitativas con gran
potencial, como el marcaje isobarico o iTRAQ (Isotope Tagged Relative and
Absolute Quantification) que esta jugando un papel determinante en lo que se
conoce como protedmica de expresion diferencial cuantitativa, en el contexto

de la protebmica de segunda generacién. Se han desarrollado ocho formas
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isotopicamente diferentes de los reactivos iTRAQ (Pierce 2008), pero en sus

origenes, salié al mercado con solo cuatro de las mismas (Ross 2004).

Region Isobarica
|

Grupo Grupo
Reportero Compensador
| | |

l | ! o

Grupo Reactivo

~

Figura 1. Componentes de un marcador de iTRAQ.

El reactivo iTRAQ es un marcador isobarico que presenta un grupo reportero,
un grupo reactivo y una porcion compensadora (figura 1). El grupo reportero
presenta una relacion m/z que va desde 113,1 a 121,1 en la version de ocho
reactivos y de 114,1 a 117,1 en la de cuatro. Asi, el grupo compensador
compensa la diferencia que presentan entre si los diferentes marcadores, por lo
que su masa va de 184 a 192 Da en la version de ocho reactivos y de 28 a 31
Da en la de cuatro. De esta manera, la masa de la region isobérica de todos los
reactivos se mantiene constante, siendo de 305 Da en la version de ocho
reactivos y de 145 en la de cuatro. El grupo reactivo es derivado de la N-
hidroxisuccimida y reacciona con el grupo g-amino de los residuos de lisina y el
extremo N-terminal de todos los péptidos. Durante la fragmentacion de los
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péptidos marcados, los grupos reporteros derivados de la N-metilpiperacina se
liberan de los mismos y pueden ser detectados en el espectro de MS/MS como
picos con una relacion m/z de 113,1; 114,1; 115,1; 116,1; 117,1; 118,1; 119,1y
121,1 en la version de ocho reactivos o de 114,1 a 117,1 en la de cuatro,
usandoselos en la cuantificacion relativa de la concentracion peptidica. El
grupo compensador ecualiza las masas de los distintos reactivos, de manera
que la masa total de cada reactivo sea la misma. De esta manera, dado que la
suma de los pesos moleculares de las tres partes de cada reactivo es
constante, un péptido marcado es detectado como un pico Unico en el espectro
MS, pero, como cada grupo reportero difiere en su peso molecular, los
fragmentos originados tras la ruptura de cada marcador se observan como
picos distintos en el espectro de MS/MS. Asi, la concentracion relativa de los
péptidos se obtiene por comparacién de las intensidades de las sefales
MS/MS de estos grupos reporteros. En el protocolo estandarizado para el
marcaje de iTRAQ, las proteinas son primero digeridas con tripsina a sus
péptidos resultantes y luego se marcan con los distintos reactivos iTRAQ.
Todas las muestras marcadas se combinan, luego se fraccionan por ejemplo
por cromatografia de intercambio catidénico y las fracciones resultantes se
analizan por LC-MS/MS. El espectro de MS/MS se usa tanto en la identificacion
como en la cuantificacion, porque al mismo tiempo que las sefales
procedentes de los grupos reporteros son usados para calcular la
concentracion relativa de los péptidos en las muestras, el resto de fragmentos
originados, procedentes de la cadena principal de cada péptido, se usan en la

identificacion de los mismos.
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Los reactivos de iTRAQ suponen un avance en los métodos de marcaje al
permitir el analisis simultaneo de hasta ocho muestras en la version actual de
los mismos. Los reactivos de iTRAQ se incorporan a todos los péptidos
presentes en la muestra, lo que incrementa la confianza de las identificaciones
proteicas realizadas al alcanzarse con ellos un mayor porcentaje de cobertura
de las secuencias polipeptidicas de las proteinas identificadas. Sin embargo,
como el iTRAQ no reduce la complejidad de la muestra, tal como ocurre en el
ICAT, el fraccionamiento de la misma es de gran importancia. La dificultad de
los experimentos iITRAQ, como los del ICAT, radica en el manejo, depdsito y
andlisis de las grandes cantidades de datos generadas. Se han realizado
distintas revisiones sobre las aplicaciones de esta técnica (Zieske 2006, Gan

2007).

1.4.2 Proted6mica en enfermedades renales y trasplante renal.

El diagnostico no invasivo de enfermedades renales y la evaluacion del
prondstico todavia son problemas clinicos en nefrologia.
La definicion de marcadores bioldgicos sobre la base del analisis del proteoma,
especialmente de la orina, ha avanzado recientemente y puede proporcionar
nuevas herramientas para resolver esos problemas. Diversos estudios
destacan méas prometedores enfoques tecnologicos para descifrar
el proteoma humano y las aplicaciones de los conocimientos clinicos en
nefrologia, con énfasis en el proteoma urinario. Estos estudios indican que,
aungue una investigacion a fondo de todo el proteoma urinario esta muy lejos
de cumplirse a corto tiempo, las aplicaciones clinicas ya estan disponibles

(Voshol et al, 2005). El progreso en el analisis del proteoma humano en la
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salud y la enfermedad dependera mas en la normalizacion de los datos y la
disponibilidad de adecuadas de software de bioinformatica que en los nuevos
avances tecnoldgicos. Se prevé que la protedmica desempefiara un papel
importante  en la clinica de nefrologia en el muy corto
plazo y que este progreso exigira un dialogo interactivo y la colaboracién entre
especialistas clinicos y analiticos (Fliser et al, 2007; Pisitkun et al, 2006;
Cutillas P, 2004; Thongboonkerd et al, 2005; Hoorn et al. 2005; Janech 2007).
Los criterios propuestos para un biomarcador ideal detectados en fluidos como
la orina o 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 alteracién en otros parametros bioquimicas; especificidad,
tener la capacidad de presentarse diferencialmente en patologias semejantes y
habilidad predicativa, 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
ionizacién realzada por la superficie mediante desorcién 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 evolucion 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. Posteriormente, Shaub y 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
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B 2- 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., 2006). 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 andlisis de western blot, encontraron que la zinc alfa-2
glicoproteina, alfa-1  microglobulina, alfa-1 glicoproteina acida e
inmunoglobulina G estaban presentes en los pacientes con ND con
microalbuminuria, y ausentes en pacientes sin microalbuminuria, (Jain
et.al.,2005). Por otro lado se ha descrito a través del andlisis prote6mico que la
Fetuina —A puede ser un biomarcador predictivo del dafio estructural renal

(Zhou et al, 2006).
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1.5 JUSTIFICACION

El monitoreo de los pacientes que han sido trasplantados es importante, ya que
tiene la finalidad de identificar tempranamente cualquier tipo de complicacion
para, de ser necesario, modificar la terapia a la que esta sometido el paciente,
valorar la respuesta a esta terapia inicial o modificarla para prevenir la pérdida
del injerto o alguna complicacion mas grave que ponga en riesgo la vida del
paciente con trasplante renal, esto idealmente, mediante el uso de pruebas no
invasivas.

La protedbmica es una herramienta que permite establecer los perfiles de
expresion de proteinas caracteristicos en diferentes condiciones
fisiopatoldgicas, por lo que se plantea utilizar esta herramienta en el monitoreo
de la evolucién del paciente con trasplante renal. Esto nos permitiria solo
someter al proceso invasivo de la biopsia a aquellos pacientes que presenten
un perfil de proteinas en orina indicativo de alguna complicacién para evaluar el

grado de dafio del 6rgano trasplantado.

1.6 ORIGINALIDAD
Se considera que el proyecto es importante y relevante ya que actualmente se
ha descrito la presencia de una serie de proteinas asociadas a diversas
complicaciones postrasplante como rechazo al injerto, complicaciones
quirargicas e infecciosas, pero se desconoce la manera en que se modifican
estas proteinas con la terapia especifica para cada una de ellas. Este estudio
es el primero en nuestro pais que describe que proteinas se encuentran
alteradas en los pacientes con trasplante renal que hacen rechazo al injerto o

presentan complicaciones infecciosas y quirdrgicas.
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1.7 OBJETIVO GENERAL

Detectar proteinas urinarias asociados a complicaciones del trasplante renal y

valorar su modificacion con la terapia especifica.

18.1

1.8.2

1.8.3

1.8.4

1.8.5

1.8 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Valoracion clinica y bioquimica de los pacientes sometidos a trasplante
renal durante el periodo de estudio.

Establecer a través de los parametros clinicos y bioquimicos
convencionales la presencia de complicaciones en pacientes sometidos
a trasplante renal.

Evaluar en las fases pretrasplante, previo a complicacion, complicacion y
post tratamiento los parametros bioquimicos.

Realizar la cuantificacion relativa de las proteinas a través de la técnica
iITRAQ de las diferentes fases en los grupos de estudio.

Correlacionar los hallazgos en el patron de proteinas con los marcadores
bioquimicos en las diferentes fases de seguimiento en los grupos de

estudio.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Area fisica

El proyecto se desarrolld en la Coordinacion de Trasplantes, Unidad Renal y
Unidad de Higado y Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina y
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la UANL y en la Unidad

de Protedmica de la Universidad Autbnoma de México.

2.2 Pacientes incluidos en el estudio.

En este estudio se incluyeron pacientes que acudieron a la consulta de
nefrologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez y fueron
sometidos a trasplante renal durante el periodo de Enero 2009 a Mayo 2013 a
los cuales se les invitd a participar y cumplieron con los criterios de inclusion de

éste protocolo de investigacion.

2.2.1 Criterios de inclusion de pacientes.

- Ser mayores de 18 afos.

- Carta de consentimiento informado firmado por el paciente y un testigo

- Grupo de pacientes con trasplante renal de evolucidn estable, parametros
bioquimicos normales y sin recurrencia de nefropatia de base.

- Grupo de pacientes con trasplante renal con rechazo agudo, detectado por

elevacion de creatinina y confirmado por biopsia.
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2.2.2 Criterios de exclusion de pacientes.

- Menores de 18 afios.
- No cumplan con alguno de los criterios de inclusion.

- No estén de acuerdo en colaborar en el protocolo.

2.2.3 Revision de expedientes clinicos.

Se elabor6 una base de datos en la que se incluyeron parametros
demograficos, clinicos, bioquimicos e histolégicos de los pacientes; dentro de
los cuales se encuentra: edad, sexo, grupo sanguineo, etiologia de la
nefropatia, tiempo de evolucién de la enfermedad, transfusiones sanguineas
pretrasplante, tipo de tratamiento sustitutivo, resultado de pruebas cruzadas,
diuresis, hemoglobina, leucocitos, albamina, colesterol, Glicéridos, Glucosa,
BUN, creatinina sérica, acido urico, cloro, sodio, potasio, calcio, fosforo y
magnesio, farmacos y dosis de induccion de inmunosupresion pretrasplante,
condiciones de procuracion, transfusiones durante trasplante, complicaciones
generales, terapia inmunosupresora, biopsias, datos histolégicos y tipo de
rechazo, ademas de informacion del donador como edad, sexo, grupo

sanguineo y marcador serolégico para citomegalovirus (CMV).
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2.2.4 Seguimiento de la evolucion del paciente.

El seguimiento de los pacientes se hara en base al siguiente esquema:

Fase Pre-TR b) Fase Post-TR

a) Evolucién WWV VV V V Y V V V V VV VYV

estable ||| IIIIIlII II I Il ||||I

dias 01234 56 78910 1112 131415 1617 18192021 22 23 24 2526 27 28 29 30
EX IR A s *

\/
0.0

VJVYVYV VVxV

dl'aslll ||I

c) Fase Complicacién en curso

[ J
10111213 14 151617 181920 212223 2425
L I ) * *

d) Fase Respuesta a tratamiento

v Toma de muestra de orina para analisis de proteinas por iTRAQ

% Toma de muestras de sangre coagulada, con EDTAy con heparina para hematologia y perfil
Bioquimico
¢+ Diagndstico de Complicacién

Figura 2. Estrategia general de seguimiento de los pacientes.

A los pacientes trasplantados que aceptaron participar en este protocolo de
investigacion, se les realiz6 un seguimiento con tomas de sangre pretrasplante
y a las 24, 48, 72 horas; 7, 15 y 30 dias post trasplante (post TR). También se
recolectaron las muestras de orina pretrasplante y cada tercer dia hasta un

mes post TR.
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Adicional a estas tomas, en los pacientes que presentaron alguna complicacion

se les realiz6 la recoleccion de muestras de sangre y orina previa a la biopsia.

2.2.4.1 Obtencion de sangre periféricay de catéter central.

Se utilizaron las técnicas convencionales de extraccion.

2.2.4.2 Obtencion 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 almacenara en 3 alicuotas de 1 mL a -20°C hasta su uso.

2.2.4.3 Recoleccién y preparacion de muestras de orina.

Se utilizé la técnica convencional de obtencion de orina de una miccion y se
tomara de la bolsa de la sonda y se almacenara en 6 alicuotas de 4 mL a -70°C

hasta su uso.

2.2.4.4 Determinacion de pardmetros bioquimicos en suero.

Las pruebas serolégicas se realizaron en el equipo Vitros DT60 Il Chemistry
System (modulo central y médulo DTSC Il, Johnson & Johnson Co., el cual es

un sistema semiautomatico de quimica seca.

Para realizar la determinacién de hemoglobina se realiz6 la biometria hematica
utilizando las muestras de sangre colectadas en los tubos con EDTA. Se utilizé

el equipo Cell Dyn 1700, Abbott.
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2.2.5 Andlisis de orina por iTRAQ.

Las muestras de orina fueron analizadas en pul de acuerdo al grupo en que
fueron catalogados los pacientes, tomando de cada uno de ellos 2 mL y se
hicieron alicuotas de 4 mL de cada grupo y fase de estudio para su posterior

concentracion, precipitacion, marcaje y analisis.

2.2.5.1 Concentracién de muestras de orina

Se utiliz6 una alicuota de 4 mL de orina y se colocoé en un filtro Ultracel
centricon 10kDa, Millipore; se centrifugd en una centrifuga refrigerada a 9500
rpm a 20°C hasta alcanzar un volumen de 200uL. Se afadieron 1uL de coctel

de inhibidor de proteasas Amresco y se homogenizo la muestra.

2.2.5.2 Precipitacién de las proteinas.

Se agregaron 2.4 mL de Acetona enfriada a -20°C y se dejaron precipitar a -
20°C durante 12 a 16 horas. Se centrifugaron las muestras a 3500 rpm durante

15 min. Se elimin6 el sobrenadante y se agregaron 200uL de agua milliQ.

2.2.5.3 Cuantificacién de proteinas

Se prepard una curva de calibracion con estandares de 10, 20, 30, 40 y 50 ug
de albumina bovina. Se utilizé un kit de cuantificacion de proteinas Bio-Rad

basado en la determinacién de bradford.
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2.2.5.4 Reduccion, alquilacion, digestién, desalado y liofilizacion de
proteinas.

Los puentes disulfuro de las proteinas se redujeron con DTT 10 mM durante 30
min a 56°C. Posteriormente, la muestra se incubd con iodoacetamida 50 mM
durante 30 min a temperatura ambiente bajo proteccion de la luz para permitir
la alquilacion de las cisteinas. Finalmente, se adiciond tripsina Promega
(Fitchburg, WI, USA) en una proporcion 1:50 (enzima: substrato). La digestion
enzimatica se incuba durante 18h a 37°C. Finalmente las muestras se
desalaron utilizando cartuchos Sepack vac C18 (Waters) y se liofilizaron

utilizando un Speed vac Savan-ThermoFisher (San Jose, CA, USA).

2.2.5.5 Marcaje con el kit iTRAQ

Los viales de reactivos con los marcadores isobaricos 114, 115, 116y 117 se
dejaron a temperatura ambiente, se resuspendié el reactivo con el vortex, se
agregaron 70 uL de etanol a cada reactivo del kit y se vortexeo nuevamente
durante 1 minuto. Se agregd un marcador isobéarico a cada fase de estudio, la
fase pretrasplante se marcdé con el reactivo 114, la post TR previo a
complicacion 115, post TR con complicacién en curso 116 y post TR con
complicacion ya tratada 117. Se colocO en vortex para mezclar las muestras
con los reactivos y se dejaron una hora a temperatura ambiente para
incubacion. Finalmente se mezclan todas las muestras (Inserto de reactivos

ITRAQ, Applied Biosystems).
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2.2.5.6 Andlisis por Cromatografia de liquidos-Espectrometria de
masas (CL-EM)

El sistema CL-EM constituido de un cromatégrafo liquido de micro-flujo Accela
(Thermo-Ficher Co. San Jose, CA) con “spliter” (1/20) y un espectrometro de
masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San José, CA) con sistema de
ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). La calibracion del espectrometro fue
realizado con una solucién (Calmix) de 10 moléculas calibrantes, que permite
determinaciones con exactitudes mejores que 5 ppm (partes/millén). En el
sistema de cromatografia de liquidos se utiliz6 un sistema gradiente de 10-
100% de solvente B (acetonitrilo/acido acético 0.1%) en 120 minutos sobre una
columna capilar PicoFrit Proteopep 2 C18 75um ID x 50 mm (New Obijective
Inc., Woburn, MA). El flujo del sistema CL fue de 400 nanolitros/minuto. Para la
fragmentacion de los péptidos se utilizé los métodos de CID (Collision-Induced
Dissociation) y HCD (High energy Collision Dissociation) donde solamente los
iones con carga 2 y 3* fueron seleccionados para los eventos de
fragmentacién. Fueron desconsiderados los iones con cargas 1*, superiores a
4* y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de
deteccidn positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron
realizados de forma dependiente del escaneo total de iones segundo las cargas
pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colision
normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de
activacion de 40 milisegundos y tiempo méaximo de inyecciébn de 10
milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automética de los datos
fue utilizado la exclusion dinamica de iones: (i) lista de exclusién de 500 iones,
(i) tiempo de pre-exclusion de 15 segundos y (iii) tiempo de exclusion de 60
segundos.
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2.2.5.7 Andlisis de resultados con el programa Proteome discoverer 1.3,
plataforma SEQUEST.

Los datos espectrométricos fueron sometidos a la busqueda contra la base de
datos de humano a través del programa Proteome Discoverer 1.3, como
plataforma SEQUEST. Se colocan los parametros restrictivos, como tolerancia
de error para los iones precursores y los iones hijos; y las modificaciones como;
carbamidometilcisteina, marcaje por iTRAQ en el extremo terminal y en lisinas

(constantes), oxidacion en metioninas (variables).

2.3 Anadlisis estadistico

Los resultados bioquimicos y hematoldgicos fueron promediados + su
desviaciéon estandar (SD), y seran analizados con las pruebas de ANOVA de un
factor. Para ello se utilizaron los programas estadisticos SPSS version 16.0. Se

considerara estadisticamente significativo si el valor de P<0.05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

En el periodo de estudio 48 pacientes fueron trasplantados de rifiébn con
donacion de cadaver, de los cuales, 22 cumplieron los criterios de inclusion y

aceptaron participar en el protocolo previo consentimiento informado.

Se incluyeron 10 mujeres (45.5%) y 12 hombres (54.5%) con una edad
promedio de 45+15 afios. De los 22 pacientes incluidos, 12 (54.5%)
presentaron complicaciones en la etapa post trasplante renal con un promedio
de edad de 5317 afios; 10 (45.5%) de ellos del tipo infeccioso con una edad
promedio de 43%£17 afios y 2 (9%) con rechazo agudo y una edad de 63 afios

en ambos casos (Tabla 1).

La etiologia de la enfermedad renal de los pacientes con rechazo agudo fue
nefropatia diabética en ambos casos (100%); mientras que en el grupo con
infeccion 2 (20%) fueron de etiologia desconocida, 2(20%) glomerulonefritis
membranosa, 2(20%) glomeruloesclerosis, 2 (20%) nefropatia diabética, 1

(10%) nefropatia lupica severa y 1(10%) glomerulolitiasis.
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Tabla 1. Pardmetros hematolégicos y bioquimicos de los pacientes

incluidos sin complicaciones contra pacientes con complicaciones.

Pacientes sin Pacientes con

Pacientes en

Parametros seguimiento  complicaciones complicaciones P
N=22 n=10 n=12

g%‘;_‘;gbbina 9.2+15 9.1+1.8 92+1.4 0.580
Leucocitos (K/uL) 8.6 +35 78+4.2 10.3+5.5 0.743
Glucosa (mg/dL) 109.6 + 55 954 + 44 130.5+61.6 0.146
BUN (mg/dL) 26.6 + 19.2 22.8+5.9 27.0+10.5 0.567
Creatinina (mg/dL) 21+28 14+0.5 20+1.2 0.385
Cloro (mmol/L) 107.1+5.9 1099 +2.2 107.7+7.4 0.005
Sodio (mmol/L) 138.2 +3.3 139.9 + 2.1 136.7 + 3.5 0.127
Potasio (mmol/L) 4.05+0.7 3.8+05 45+ 0.6 0.693
Calcio (mg/dL) 8.2+0.6 8.3+0.5 8.4+0.7 0177
Fosforo (mg/dL) 25+25 21+05 28+1.6 0.914
Magnesio (mg/dL)  2.11 + 0.39 2.1+0.1 21+05 0.045

Valor de p significativo <0.05, comparacién del grupo con complicaciones vs grupo sin

complicaciones.

Los pacientes trasplantados con infecciones se subdividieron en infeccion (Gl)
e infeccion con complicacion quirdrgica (GICQ). Se identificaron 4 pacientes
con infeccion por Escherichia coli (E coli), Clostridium difficile, Enterococcus
faecalis (E faecalis) y Staphylococcus aureus (S aureus) uno respectivamente;
mientras que en el grupo de complicaciones quirargicas con infecciones fueron

6 pacientes, donde se present6é un caso de pseudoaneurisma de la arteria con
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infeccion por S aureus, uno con infeccion en herida con E faecalis, uno con
fistula arteriovenosa con infeccién por Staphylococcus sp, uno con fibrosis de
ureteros con E faecalis, uno con fistula urinaria con infeccién don P aeruginosa

y un caso de fistula urinaria con E coli.

Los resultados de los pardmetros bioquimicos y hematolégicos de cada grupo
de complicaciones en las diferentes fases del estudio se muestran en la tabla 2
para el grupo GR y tabla 2 para el grupo GlI.

Tabla 2. Parametros bioquimicos y hematoldgicos del grupo GR en las 4
fases del estudio.

F1 F2 F3 F4
Hemoglobina (g/dL) 11.9 9.9 9.8 10.8
Leucocitos (K/uL) 9 4.2 4.2 7.8
Glucosa (mg/dL) 239 97 111 513
BUN (mg/dL) 30.3 45.8 46.9 43.1
Creatinina (mg/dL) 1.8 5.2 4.8 3.1
Cloro (mmol/L) 109 106 110 109
Sodio (mmol/L) 141 132 137 136
Potasio (mmol/L) 5.7 4.3 4.3 2.5
Calcio (mg/dL) 8.4 7.6 8.3 7.7
Fosforo (mg/dL) 2.3 52 6.8 4.0
Magnesio (mg/dL) 1.9 2.8 2.8 2.1

F1: Fase pre Trasplante renal (TR); F2: Fase post TR previo a complicacién; F3: Fase
post TR complicacion en curso; F4: Fase post TR complicacion tratada.
En el caso del grupo GR solo se muestran los promedios de los valores ya que al

tratarse solo de 2 valores no se pudo obtener la desviacién estandar.
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Tabla 3. Parametros bioquimicos y hematologicos del grupo Gl en las 4
fases del estudio.

F1 F2 F3 F4
Hemoglobina (g/dL) 9.0x14 8611 9114 9617

Leucocitos (K/uL) 106+54 9.2+42 11.0+5.3 108+ 7.7
Glucosa (mg/dL) 184 + 101 121 +41 32 + 64 115+ 74
BUN (mg/dL) 50.6+28 295+128 251+86 245+9.8
Creatinina (mg/dL) 55+£29 2617 1.7+0.8 16+£1.0
Cloro (mmol/L) 105+£45 109+7.1 107.4+£7.8 106.2+6.7
Sodio (mmol/L) 138.1+55 140.0+x3.8 136.7+3.7 137.6%29
Potasio (mmol/L) 4.6 +0.6 4.2 +0.7 45+0.6 46+05
Calcio (mg/dL) 7.8+0.8 8.0+0.7 8.4+0.7 8.4+0.6
Fosforo (mg/dL) 5.3+2.6 3.1+1.2 2.3+0.8 2.1+0.6
Magnesio (mg/dL) 21+0.6 1.9 +0.3 20+0.4 1.9+0.4

F1: Fase pre Trasplante renal (TR); F2: Fase post TR previo a complicacion; F3: Fase

post TR complicacion en curso; F4: Fase post TR complicacion tratada.

Se realizé la comparacién de los parametros bioquimicos y hematoldgicos
entre las fases para el grupo de GI. Los valores estadisticamente significativos
fueron glucosa al comparar la F1 vs F2, BUN entre F1 vs F3 y F1 vs F4,

creatinina en F1 vs F3, F1 vs F4, F2 vs F3 y el magnesio en F1 vs F2 (tabla 4).
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Tabla 4. Comparacion de parametros bioquimicos y hematologicos entre
fases, valores estadisticamente significativos.

Fases Media + DE Media £ DE

Parametro Evs B+ = = Valor p
Glucosa (mg/dL) lvs?2 184 £ 101 121 +£41 0.009
l1vs3 50.6 + 28 25.1+8.6 0.018
BUN (mg/dL)
lvs4 50.6 + 28 245+9.8 0.049
l1vs3 55+29 1.7+0.8 0.004
Creatinina (mg/dL) 1vs4 55+2.9 1.6 +1.0 0.013
2vs 3 26+17 1.7+0.8 0.020
Magnesio (mg/dL) lvs2 21+0.6 1.9+03 0.050

F1: Fase pre Trasplante renal (TR); F2: Fase post TR previo a complicacion; F3: Fase

post TR complicacion en curso; F4: Fase post TR complicacion tratada.

Con la aplicacion de las técnicas de iTRAQ con CL-EM, en el grupo GR se
encontraron 345 proteinas, de las cuales 15 cumplieron con los criterios de
inclusién de la técnica (score > a 30, dos 0 mas péptidos identificados con el
95% de confianza), de los cuales todos correspondieron a péptidos humanos

(tabla 5).

Se consideraron significativas las diferencias con 2 veces la abundancia de las

proteinas entre las fases de estudio.
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Tabla 5. Proteinas en el grupo GR que cumplieron los criterios de

aceptacion.

F2/F1 F3/F2 F4/F3 F4/F2 F4/F1
F1/F2* F2/F3* F3/F4* F2/F4* F1/F4*

No. Proteina

0.469 2.2 0.039 | 0.070 | 0.039

1| Albdmina 21* | 0456*| 25.6* | 14.3* | 25.6*

2443 | 0.062 | 0.067 | 0.044

2 | Alfa 1-microglobulina " | 0.409* | 16.26* | 15.01* | 22.52*

0.360 | 2.34 | 0.035 | 0.045 | 0.038

3 | 5 nucleotidasa citosolica 278* | 0.428* | 28.26* | 22 44* | 26 1*

Proteina de unién a retinol | 0.404 277 0.049 | 0.049 | 0.035

4 2.48* | 0.36* | 20.49* | 20.56* | 28.73*
5 Proteina de membrana i 2.1 0.026 | 0.054 | 0.041
palmitolada 4 0.48* | 38.22* | 18.66" | 24.57*
6 | Serin carboxipeptidasa 0.35 2.36 | 0.033 | 0.091 | 0.033
vitelogénica 2.79* | 0.42* | 30.17* | 10.99* | 20.17*
E Proteina de ensamblaje 0.36 2.36 0.04 0.02 | 0.039
en ribosomas 2.20* | 0.42* | 24.85* | 53.98* | 25.77*
8 Subunidad pequefia de 0.36 2.35 | 0.095 0.17 0.07
molibdopterina sintasa 2.78* | 0.43* | 10.50* | 5.86* | 15.15*
9 Inhibidor de serin 0.46 2.02 0.02 0.03 0.015
peptidasa 2.17* | 0.49* | 60.48* | 31.79* | 64.68*

0.43 2.24 | 0.046 | 0.091 | 0.036

10 | Serin/treonin quinasa 2 2.32* | 0.45* | 21.68* | 11.00* | 27.43*

n | Noegecosann | 045 2% | e | we | e
12 | Policistina 1 20145* 0332§* NR NR NR
1g | pladoboopatnadoss | 042 | 20| R | NR | N
o | Poshatpoies | 052 200 | e | e | e
15 Proteina activadora de 0.443 | 2.67 | 0.056 0.17 0.07

GTPasa 2.26* | 0.38* | 17.89* | 6.05* | 14.77*

35



F1: Fase pre Trasplante renal (TR); F2: Fase post TR previo a complicacion; F3: Fase
post TR complicacion en curso; F4: Fase post TR complicacion tratada; NR: No
realizado; Valores en rojo: > 5 veces elevado; (-) No significativo.

En el grupo de GI se encontraron 113 proteinas, de las cuales 28 cumplieron

con los criterios de inclusion de la técnica (Tabla 6).

Tabla 6. Proteinas en el grupo GI que cumplieron los criterios de aceptacion.

F2/F1 F3/F2 F4/F3 F3/F1 F4/F2 F4/F1

Proteinas F1/F2* F2/F3* F3/F4* FL/F3* F2IF4* F1/F4*
1 |Albamina 0.04 | 14.77 ] 0.370 | 8.67 | 0.21
23.50*| 0.07* 2.70* | 0.12* | 4.68*
5 Producto protéico sin 0.04 | 7.19 ) 0.281 | 11.16 | 0.43
nombre 19.35*| 0.14* 3.56* | 0.09* | 2.32*
3 Acetil coenzima A 0.05 | 5.89 i 0.281| 3.92 | 0.19
sintetasa 19.35%| 0.17* 3.55* | 0.26* | 5.24*
4 Adenosil homocisteinasa | 0.10 | 4.24 i 0.380 | 2.97 | 0.26
2 10.00*| 0.24* 2.64* | 0.34* | 3.85*
g [Proteina de dedo de zinc | 0.09 i i 0.397 | 3.20 | 0.24
GLIS1 11.06* 2.52* | 0.31* | 4.26*
. 0.16 | 2.16 | 0.380 | 0.394 0.16
6 [Proteina FAM1578 6.43* | 0.46* | 2.63* | 2.54¢ | NR | 514
7 Proteina de dedo de zinc | 0.02 | 12.23 ) 0.25 | 12.68 | 0.24
615 44.08*| 0.08* 3.97* | 0.08* | 4.16*
) 0.03 | 9.16 0.26 | 4.00 | 0.14
8 [DNA metiltransferasa 1 30.01*| 0.11* - 3.79* | 0.25% | 7.05*
Proteina armadillo 0.33
9 repetidora 5 NR NR ) ) NR | 302+
10 Proteina de dedo de zinc | 0.04 | 9.98 i 0.36 | 5.40 | 0.18
629 27.91*( 0.10* 2.79* | 0.18* | 5.46*
AT hook, DNA binding
11 motif, containing 1, 0.07 | 4.71 i 0.33 3.64 | 0.24
isoform CRA_b [Homo 13.28*| 0.21* 3.04* | 0.27* | 4.14*
sapiens]
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12 Producto protéico sin 0.06 | 6.95 i 0.29 | 6.62 | 0.30
nombre 15.80* | 0.14* 3.40* | 0.15* | 3.33*
13 [Inmunoglobulina lamda 0.04 | 9.93 - 0.39 | 7.60 | 0.25
9 26.38*| 0.10* 2.56* | 0.13* | 4.02*
14 Producto protéico sin 0.02 | 1983 | 0.48 | 0.38 | 9.88 | 0.16
nombre 56.77*] 0.05* | 2.09* | 2.89* | 0.10* | 6.34*
15 Proteina ecotropica de 0.06 | 4.84 i 0.29 | 544 | 0.32
integracion viral 5 16.37*| 0.21* 3.43* | 0.18* | 3.11*
Proteina de progresion i 0.36 0.28
16 del ciclo celular 1 NR NR 2.81* NR 5.31*
) 0.06 7.20 0.46 0.42 6.33 0.26
17 Atropina 1 18.15*| 0.14* | 2.18* | 2.36* | 0.16* | 3.92*
18 Proteina de dedos de zinc NR 32.64 i 0.26 | 37.02 | 0.28
568 0.03* 3.79* | 0.03* | 3.53*
) 0.04 | 16.37 0.43 | 14.16 | 0.31
19 |Protocaderina 1 26.83%| 0.06* | ~ | 2.31* | 0.07* | 3.24*
oo [Proteina activadora de 0.12 | 11.04 i i 10.52 i
GTPasa 1 8.42* | 0.09* 0.09*
01 E;gltgg;gle;tgefgl 19dela| 502 |1838| | 043 |11.60 | 0.36
e 40.10*| 0.05* 2.31* | 0.09* | 2.8*
amiotrofica
. . 0.01 25.7 0.28 20.4 0.22
22 |Beta 2-microglobulina 91.65*| 0 04* - 357% | 0.05* | 4.49*
, . 0.02 | 54.72 | 0.39 0.38 [ 13.07 | 0.35
23 |Proteina quinasa KIF13A | o) 5. | o 0o+ | 2.54% | 2.64* | 0.08* | 2.88*
. 0.04 | 16.37 0.43 | 1416 | 0.31
24 |Protocaderina 1 26.83*| 0.06* | -~ | 231 | 0.07* | 3.24*
o5 Proteina activadora de 0.12 | 11.04 i i 10.52 i
GTPasa 1 8.42* | 0.09* 0.09*
o loemna del gen 19.dela | 07 | 4838 | | 0.43 | 11.69 | 0.36
e 40.10*| 0.05* 2.31* | 0.09* | 2.8*
amiotrofica
. . 0.01 | 25.7 0.28 | 204 | 0.22
27 [Beta 2-microglobulina | g1'ass| 0 0g4* | - | 3.57% | 0.05* | 4.49%
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0.02 [54.72 | 0.39 | 0.38 | 13.07 | 0.35
51.2% | 0.02* | 2.54* | 2.64* | 0.08* | 2.88*

F1: Fase pre Trasplante renal (TR); F2: Fase post TR previo a complicacion; F3: Fase

28 |Proteina quinasa KIF13A

post TR complicacion en curso; F4: Fase post TR complicaciéon tratada; NR: No

realizado; Valores en rojo: > 5 veces elevado; (-) No significativo.

De las 15 proteinas encontradas para el grupo GR, se encontr6 que el inhibidor
de serin peptidasa, la proteina de membrana palmitolada, serin
carboxipeptidasa vitelogénica, 5 nucleotidasa citosélica y la subunidad pequefia
de molibdoterina sintasa fueron las proteinas que presentaron los mayores
cocientes entre las fases post TR con complicacion en curso (F3) vs la fase
post TR post tratamiento de la complicacion (F4); mientras que para este
mismo grupo las proteinas con mayor valor de score fueron la alfa 1
microglobulina, 5 nucleotidasa citosolica, proteina de unién a retinol 4, proteina

de membrana palmitolada 4 y la serin carboxipeptidasa vitelogénica.

En el grupo de GI de las 28 proteinas, las que presentaron mayor cociente
fueron la proteina de procesamiento de RNA 12; Glipicano 4, proteina de dedo
de zinc 568, proteina quinasa KIF3A y protocaderina 1 al comparar la fase post
TR previo a la complicacion (F2) vs fase post TR complicacion en curso (F3); y
las de mayor score fueron acetil coenzima A sintasa, adenosil homocisteinasa
2, Proteina FAM157B, proteina de dedo de zinc 615 y la DNA metil

transferasal.
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CAPITULO 4

DISCUSION

A nivel mundial la principal causa de ERC es la diabetes mellitus tipo 2. En
México es la causa de cerca del 60% de todos los casos incidentes de dialisis
(Amato et al 2005; Cueto et al 2007) y ésta se puede producir como
complicacion de enfermedades: metabdlicas, hereditarias, congénitas,
obstructivas y vasculares (Martin et al. 1997; Mac Gregor 1997). Los
tratamientos para los pacientes con IRC son la hemodidlisis, la didlisis
peritoneal y el trasplante renal (Lorenzo et al., 2002).

El trasplante renal es la mejor opcion disponible para el tratamiento de la
enfermedad renal crénica avanzada, tanto en términos de supervivencia como
de calidad de vida de los pacientes. La escasez de drganos disponibles para el
procedimiento es la mayor limitacion de este tipo de terapéutica y por tanto
prolongar la vida util de los injertos renales es la principal prioridad en el
contexto del trasplante renal. Este 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).

El andalisis mediante biopsia protocolizada del injerto con buena funcién es el
método de eleccién para calcular y predecir el riesgo de pérdida del injerto y
también aporta indicios sobre el posible mecanismo patogénico de la disfuncion
del injerto (DI) y por lo tanto guia la terapia inmunosupresora a seguir (Cosio,
2005-99). Sin embargo diversos mecanismos etiologicos como la toxicidad por
anti-calcineurinicos, el rechazo celular y humoral, y las infecciones generan una

lesion tisular inicial, temporal, que tiene como morfologia final y comun: la
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presencia de fibrosis intersticial y atrofia tubular (Mengel, 2007). Por lo que
actualmente se estan generado nuevos abordajes diagnésticos no invasivos
que permitan detectar y seguir la evolucion de la DI y sus diferentes subtipos
histoldgicos, para optimizar la informacion que aporta la histologia actualmente
y para contar con una herramienta no invasiva que en el futuro sustituya a la
puncién-biopsia del injerto renal.

Algunas de las estrategias estudiadas son la caracterizacion de anticuerpos en
suero (Terasaki, 2007), la determinacién de marcadores individuales en sangre
periferica y orina (Hu, 2004) y la evaluacion de la aloinmunidad cellular
periferica (Augustine 2005). Incluso se utilizaron abordajes gendémicos y
proteGmicos para intentar establecer nuevos marcadores de tolerancia
inmunldgica en el trasplante renal (Brouard, 2007).

La proteébmica se define como una coleccién dindmica de proteinas que
demuestran variaciones significativas entre individuos, entre los tipos celulares,
y en un mismo individuo bajo diferentes condiciones fisioldgicas y patoldgicas.
Existen tres factores decisivos para el desarrollo de esta técnica: 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
(Gil, 2003). La protedémica ha sido aplicada ampliamente en la basqueda de
marcadores para el diagnéstico y pronodstico de diversas patologias
(Sritippayawan et al 2007), entre las que se incluyen las cardiovasculares,
enfermedades hepéaticas y renales, peritonitis relacionada a dialisis entre otras
(O’riordan et al., 2004; Kurian et al., 2005; Vivanco et al., 2003; Wei-Tung L

2008, Raaijmakers R, 2008). Actualmente se han desarrollado otras
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alternativas cuantitativas con gran potencial, como el iTRAQ que esta jugando
un papel determinante en lo que se conoce como protedmica de expresion
diferencial cuantitativa. Se prevé que la protedmica desempefiara un papel
importante en la clinica de nefrologia en el muy corto plazo y que este progreso
exigira un dialogo interactivo y la colaboracion entre especialistas clinicos y
analiticos (Fliser et al, 2007; Pisitkun et al, 2006; Cutillas P, 2004;
Thongboonkerd et al, 2005; Hoorn et al. 2005; Janech 2007).

En el presente trabajo se describe la presencia de una serie de proteinas
asociadas a diversas complicaciones postrasplante como rechazo al injerto,
complicaciones quirargicas e infecciosas, ya que se desconoce la manera en
que se modifican estas proteinas con la terapia especifica para cada una de2
ellas. Este estudio es el primero en nuestro pais que describe que proteinas se
encuentran alteradas en los pacientes con trasplante renal que hacen rechazo
al injerto o presentan complicaciones infecciosas y quirdrgicas.

Con la aplicacion de las técnicas de iTRAQ con CL-EM, en el grupo GR se
encontraron 345 proteinas, de las cuales 15 cumplieron con los criterios de
inclusién de la técnica (score > a 30, dos 0 mas péptidos identificados con el
95% de confianza), de los cuales todos correspondieron a péptidos humanos
(tabla 4), mientras que en el grupo de Gl se encontraron 113 proteinas, de las
cuales 28 cumplieron con los criterios de inclusion de la técnica (Tabla 5).

De las 15 proteinas encontradas para el grupo GR, las 5 proteinas que
presentaron los mayores cocientes entre las fases post TR con complicacion en
curso (F3) vs la fase post TR post tratamiento de la complicacion (F4) fueron:
el inhibidor de serin peptidasa que se activa en respuesta a estrés celular y

durante el dafio por isquemia-reperfusion renal (Faccio et al, 2000; Gray et al,
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2000), también se ha descrito que es un antagonista natural de la granzima B
que causa un dafio al injerto renal por apoptosis de las células tubulares y se
expresa en altos niveles en linfocitos T citotoxicos (CTL) reportdndose que los
niveles del inhibidor se correlacionan con la gravedad del rechazo, asi como
predecir la funciéon posterior del injerto renal (Muthukumar, 2003; Rowshani
2004); la proteina de membrana palmitolada la cual es una proteina integral de
membrana con actividad de guanilato quinasa, lo que le permite interactuar con
el citoesqueleto y regular la proliferacién celular y la transduccion de sefiales
(Ruff et al, 1991); la serin carboxipeptidasa vitelogénica (CPVL) es una
proteasa de funcion desconocida que se caracteriza en primer lugar en los
macrofagos humanos que se limita en gran medida a la estirpe monocitica,
aunque también puede ser expresada por células fuera del sistema inmune
(Harris et al, 2006); la 5’-nucleotidasa citosélica que esta implicada en diversas
funciones, como la comunicacion célula-célula, la reparacion de &cido nucleico,
sintesis de nucleétidos, transduccion de sefiales y transporte de membrana
(Hunsucker SA, 2005) y por ultimo la subunidad pequefia de molibdoterina
sintasa que en los seres humanos, las deficiencias genéticas de esta enzima
implicada en la biosintesis de cofactor de molibdeno desencadena una
enfermedad autosémica recesiva y generalmente fatal con sintomas
neurolégicos graves en su mayoria (Hanzelmann P, 2002; Ichida K, 2006).
Estas cinco fueron las proteinas que presentaron los mayores cocientes entre
las fases F3 vs F4 indicando que cuando se presenta la complicacion de
rechazo estas proteinas son las que mas se expresan y posteriormente se
suprime su expresion con la modificacion de la terapia inmunosupresora y

aunque se han descrito su participacion en diversos procesos estas pudieran
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ser potenciales biomarcadores de respuesta a los diversos tipos de
inmunosupresion.

Por otro lado para este mismo grupo de pacientes las cinco proteinas con
mayor valor de score fueron: alfa 1 microglobulina, es una lipocalina con
propiedades inmunosupresivas (Aikerstro et al., 2000), la cual elimina radicales
libres y oxidantes especialmente hemo de los tejidos (Olsson, 2012) y esta
proteina es una de las mas estudiadas como potencial biomarcador no invasivo
para la deteccion temprana de anormalidades renales y en la diferenciacion de
patologias nefrologicas y urologicas (Penders et al., 2004; Bazzi et al., 2001); la
5 nucleotidasa citosolica cuya inhibicion farmacolégica aumenta las
concentraciones de AMP y mejora la funcion renal en ratas sometidas a
procesos de isquemia y reperfusion (Lu, 2008); la proteina 4 de union a retinol
que se ha encontrado elevada en pacientes con dafio tubulo intersticial
(Hosaka 2003), y secretada por los adipocitos, se ha reportado aumentada en
los estados resistentes a la insulina (Graham TE et al., 2006); la proteina de
membrana 4 palmitolada que se ha visto sobre expresada en tejido renal
sometido a procesos de isquemia reperfusion (Teruya, 2013) y la serin
carboxipeptidasa vitelogénica que se expresa abundantemente en corazén y
rifones (Harris 2006). Estos 5 biomarcadores se han reportado mas asociados
a la funcién renal y como estan sobre expresados en el post-trasplante cuando
se presenta la complicacion de rechazo en curso y no cuando esta ausente
este episodio en el pretrasplante renal concordando con lo reportado en la

literatura.
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En el grupo de GI de las 28 proteinas, las que presentaron mayor cociente
entre las fases post TR previo a la complicacion (F2) vs fase post TR
complicacion en curso (F3) fueron: la proteina de procesamiento de RNA 12; el
glipicano 4 (GPC-4) de la familia de proteoglicanos de sulfato de heparan de la
superficie celular que se expresa de una manera regulada por el desarrollo de
un tejido especifico (Karihaloo, 2004); la proteina de dedo de zinc 568 la cual
se ha descrito que tiene un efecto protector en diversas condiciones de estrés
como shock térmico y estrés osmotico (Gorner,1998); proteina quinasa KIF3A
son proteinas de la superfamilia de la kinesinas, las cuales son protagonistas
en el sistema de transporte intracelular, que es esencial para la funcién celular
y la morfologia (Miki, 2005) y protocadherina 1, esta familia de proteinas se ha
propuesto que juegan un papel en el desarrollo cerebral, la formaciéon de
hendidura glomerular, y también pueden actuar como supresores de tumores,
aunque sus mecanismos de accién no se han dilucidado (Magg, 2005).

Para este mismo grupo con Gl las proteinas de mayor score fueron: acetil
coenzima A sintasa de la cual se ha descrito su importancia para mantener la
temperatura corporal normal durante el ayuno y la homeostasis energética
(Schwer 2006); adenosil homocisteinasa 2, Proteina FAM157B cuya funcion no
ha sido reportada; proteina de dedo de zinc 615 que participa en la regulacién
de la transcripcion (Ramalingam, 2011) y la DNA metil transferasa 1 que
participa en la regulacion de la expresién génica de acuerdo a un patron de

metilacion (Qian, 2006).

La proteinuria masiva ha sido reconocida como un factor de riesgo para la
pérdida del injerto a largo plazo (Pérez 1999, Yidiz 1999). Un estudio reciente

indicé que la proteinuria de bajo grado fue un potente predictor independiente
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de la pérdida del injerto a largo plazo (Halimi, 2005). Por otro lado la albumina
fue un biomarcador presente en las dos complicaciones evaluadas en el
presente trabajo. La microalbuminuria es un marcador de prondstico
cardiovascular y renal, y se demostrado que se asocia con la mortalidad total y
la mortalidad no cardiovascular (Verhave 2004; Mann 2004; Adler 2003; Halimi
1995; Sarnak 2003). Del mismo modo, se ha demostrado que la
microalbuminuria fue predictivo de muerte cardiovascular y tumores malignos
relacionados con poblaciones no trasplantadas (Pedersen 1998; Pedersen
1999). Un tamizaje de microalbuminuria es recomendado en todos los sujetos
diabéticos. La American Heart Association y el Consejo cardiovascular, los
Consejos de Investigacién de Presion Arterial Alta en colaboracién con la
Fundacién Nacional del Rifidn recomienda recientemente la deteccion de
microalbuminuria en todos los sujetos con enfermedad cardiovascular para la
deteccion de la enfermedad renal cronica (Brosius 2006). Sin embargo este
biomarcador no seria (til para la diferenciacion de las diversas complicaciones

evaluadas, ya que en ambas estuvo presente.

Diversos biomarcadores han sido reportados en la literatura como marcadores
de rechazo agudo, en 2004, Shaub y cols. reportaron a la  2- microglobulina
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., 2006). Jain y cols. utilizando la electroforesis bidimensional en
conjunto con la identificacion con MALDI-TOF y analisis de western blot,
encontraron que la zinc alfa-2 glicoproteina, alfa-1 microglobulina, alfa-1

glicoproteina acida e inmunoglobulina G estaban presentes en los pacientes
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con nefropatia diabética con microalbuminuria, y ausentes en pacientes sin
microalbuminuria, (Jain et.al.,2005). Por otro lado se ha descrito a través del
analisis protedmico que la Fetuina —A puede ser un biomarcador predictivo del
dafio estructural renal (Zhou et al, 2006).

Como se ha descrito en el presente trabajo diversos péptidos especificos son
candidatos a biomarcadores de buen funcionamiento del injerto renal, ya que
Su presencia en la orina puede ser utilizada para discriminar entre pacientes
trasplantados con disfuncion del injerto renal y pacientes trasplantados con
buena funcién del injerto, ademéas de que cada una de las complicaciones
evaluadas presento una serie de proteinas diferentes a excepcién de la
albumina. Este trabajo enfatiza la utilidad de la protedmica urinaria para
detectar biomarcadores que en combinacion pueden ser utilizados para el
desarrollo de un panel de marcadores urinarios que se empleen para el futuro
disefio de una herramienta diagndstica no invasiva para detector mas
oportunamente la disfuncion del injerto renal trasplantado. Esto favorecera el
rendimiento de la biopsia protocolizada del injerto y que incluso pueda llegar a
sustituir a una prueba invasiva por un examen réapido y sin riesgo afiadido para

el paciente.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En el andlisis proteémico se encontraron 15/345 proteinas en GR vs 28/113

proteinas en Gl por iTRAQ.

Las proteinas candidatas a biomarcadores de rechazo son: Alfa 1
microglobulina, 5' nucleotidasa citosolica, Proteina 4 de unién a retinol,

Proteina de membrana 4 palmitolada, Serin carboxipeptidasa.

Las proteinas candidatas a biomarcadores del grupo con Gl son: Acetil
coenzima A sintasa mitocondrial, adenosil homocisteinasa 2, DNA metil

transferasa, isoforma X1 FAM157B, proteina de dedo de zinc 615 isoforma X6.

Se encontré que las proteinas son especificas para cada complicacién ya que

no encontraron en las dos complicaciones, excepto la albumina.

PERSPECTIVAS

En base a las proteinas encontradas en los dos grupos de estudio, se planteara
la cuantificacion de cada una de ellas como posibles biomarcadores de rechazo
agudo o presencia de infecciones en TR por técnicas de ELISA. Esto permitira

un abordaje clinico mas oportuno para dichas complicaciones.
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CAPITULO 7

APENDICE

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

g

Titulo del proyecto: “DETECCION DE PROTEINAS URINARIAS ASOCIADAS AL RECHAZO AGUDO DEL TRASPLANTE RENAL
Y SU MODIFICACION CON LA TERAPIA INMUNOSUPRESORA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO | 10N P ME

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Los métodos disponibles para establecer el diagnéstico de algunas enfermedades renales y la deteccién del
rechazo agudo en un érgano 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 funcién del 6rgano e indispensable en el diagndstico 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
6rganos cercanos, problemas para orina, formacion de coagulos en el érgano 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 rifién 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 complique. Por ello se le hace una atenta invitacion, para
que done una muestra de sangre y nos proporcione una muestra de orina. Su colaboracién contribuird a que se
realice la identificacién de dichas sustancias especificas y tener mayor informacion para el seguimiento y
deteccion de complicaciones utilizando pruebas menos agresivas.

Procedimiento del estudio

* Pacientes programados para trasplante: Se les tomara una muestra de sangre del brazo (20 mL de
sangre) y se le solicitard 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 indicacién 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 identificacién de proteinas que pueden funcionar

como indicadores de rechazo y como estas se podrian modificar con la terapia inmunosupresora

Riesgos asociados al estudio
Los riesgos asociados a esta prueba no ponen en peligro la vida del paciente. El mayor riesgo podria ser algun
moretédn 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 13, PinRsi

pggm Egg]g&ar el estado del paciente, sustituyéndola por
métodos no invasivos como la deteccién de sustangias. indica

oras.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO |LEON

Estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaraciéon y obtener informacion 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 investigaciéon serd 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
quirargico sin costo, en caso de que resultara dafiado directamente por cualquiera de los procedimientos de
este proyecto de investigacién, en caso de dafiarme permanentemente tendré derecho a ser indemnizado
segun el dafio sufrido.

Responsables de la investigacion:

a) Investigador Principal
a. Dra. C. Paula Cordero Pérez

b) Investigadores Asociados
a. Dra. Miguel Mariano Escobedo Villarreal
b. Dra. Concepcién Sanchez

Paciente

Nombre: Firma:

Edad: Direccién:

Testigo

Nombre: Firma:

Direccion:

Investigador

Nombre: Firma:

Direccion:

SUB-DIRECCION DE INVESTIGACION
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