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PALABRAS CLAVE Resumen

Trasplante renal; Antecedentes: En el trasplante renal pueden presentarse complicaciones quirurgicas, infeccio-
Proteinas urinarias; sas y rechazo al injerto; su deteccion oportuna a través de marcadores no invasivos es la clave
iTRAQ®; para modificar la terapia evitando la biopsia.

Complicaciones Objetivo: Determinar los perfiles de expresion de proteinas urinarias en pacientes con tras-
postrasplante renal; plante renal que desarrollaron complicaciones y detectar su variacion al modificar la terapia.
Rechazo; Material y métodos: Se recolectaron muestras de orina pretrasplante y de diversas fases del
Infecciones postrasplante; el analisis fue realizado por marcaje peptidico mediante isdtopos isobaricos para

la cuantificacion relativa (iTRAQ®).

Resultados: Se incluyeron 22 pacientes, de los cuales 12 presentaron complicaciones en el pos-
trasplante renal: 2 con rechazo al injerto (un hombre y una mujer) y 10 (6 hombres y 4 mujeres)
en el grupo de infecciones sistémicas. A través de iTRAQ® se identificaron en el rechazo al
injerto 15/345proteinas, y en pacientes con infeccion, 28/113 proteinas, que cumplieron los
criterios de aceptacion.

Conclusiones: La albumina fue la Unica proteina encontrada en ambos grupos; el resto de las
proteinas fueron diferentes. Las 5 proteinas con mayor score en rechazo al injerto fueron alfa-1-
microglobulina, 5’-nucleotidasa citosolica, proteina 4 de union a retinol, proteina de membrana
4 palmitolada y serin carboxipeptidasa, mientras que en el grupo de infecciones fueron la acetil
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Antecedentes

coenzima A sintetasa mitocondrial, adenosil homocisteinasa 2, proteina de dedo de cinc GLIS1,
proteina putativa de la isoforma FAM157B y proteina de dedo de cinc 615. Queda por dilucidar
la participacion de cada una de estas en los pacientes con trasplante renal.

© 2015 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Publicado por Masson Doyma México S.A. Este es
un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Urinary protein detection by iTRAQ® associated with renal transplant complications
and its modification with therapy

Abstract

Background: After renal transplant, surgical, infection complications, as well as graft rejection
may occur; early detection through non-invasive markers is the key to change therapy and avoid
biopsy.

Objective: The aime of the study is to determine urine protein profiles in patients undergoing
renal transplant with complications and detect its variation when therapy is modified.
Material and methods: Urine samples were collected from patients prior the transplant and
various postoperative stages. Urinary protein profiles were obtained by peptide labeling using
isobaric isotopes for relative quantification (iTRAQ®).

Results: A total of 22 patients were included, of whom 12 developed post-transplant complica-
tion: 2 with graft rejection (one male and one female) and 10 (6 males and 4 females) in the
group of post-transplant infections. Using iTRAQ® 15/345 and 28/113 proteins were identified
and fulfilled the acceptance criteria, in graft rejection and post-transplant infections group,
respectively.

Conclusions: Albumin was the only protein found in both groups, the remaining proteins were
different. The 5 proteins with higher scores in graft rejection were: alpha-1-microglobulin,
5’-nucleotidase cytosoliclll, retinol-binding protein4, membrane protein palmitoylated
4, and serine carboxypeptidase, while post-transplant infections were: mitochondrial acetyl-
coenzyme A synthetase, putative adenosyl homocysteinase 2, zinc finger protein GLIS1, putative
protein FAM157B, and zinc finger protein 615. It remains to elucidate the involvement of each
of these in patients with renal transplantation.

© 2015 Academia Mexicana de Cirugia A.C. Published by Masson Doyma México S.A. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

objetivo final sea generar una herramienta no invasiva que
sustituya a la biopsia del injerto renal>®.
La protedmica ha sido aplicada ampliamente en la bus-

El trasplante renal es la mejor opcion disponible para el
tratamiento de la enfermedad renal crénica terminal, y
en comparacion con la dialisis cronica, mejora la calidad
de vida y disminuye la mortalidad de la mayoria de los
pacientes. La escasez de donacion de organos es la mayor
limitacién de esta terapia y, por lo tanto, prolongar la vida
atil de los injertos renales es la principal prioridad’-2.

El analisis mediante biopsia protocolizada del drgano
trasplantado es el método de eleccién para calcular y pre-
decir el riesgo de pérdida del injerto, aportando indicios
sobre el posible mecanismo patogénico de su disfuncion; asi
mismo, orienta la terapia inmunosupresora a seguir®. Exis-
ten diversos mecanismos etioldgicos, como la toxicidad por
anticalcineurinicos, el rechazo celular y humoral, y las infec-
ciones, que generan una lesion tisular inicial y temporal que
tiene como morfologia final y comun la presencia de fibrosis
intersticial y atrofia tubular®. Por esta razon, actualmente
se estan generado nuevos abordajes diagndsticos que per-
mitan detectar y seguir la evolucion de la disfuncion del
injerto y sus diferentes subtipos histologicos para optimizar
la informacion que aporta la histologia actualmente, y cuyo

queda de marcadores para el diagnostico y pronostico de
diversas enfermedades, entre las que se incluyen: las cardio-
vasculares, del aparato reproductor femenino y masculino,
enfermedades hepaticas y renales, y peritonitis relacionada
a didlisis, entre otras’~'?. Actualmente se han desarrollado
otras alternativas cuantitativas con gran potencial, como
el marcaje peptidico mediante is6topos isobaricos para la
cuantificacion relativa (iTRAQ®), que esta jugando un papel
determinante en la protedmica de expresion diferencial
cuantitativa'’.

En el presente trabajo se determiné el perfil de proteinas
urinarias asociado a complicaciones del trasplante renal 'y se
valoro su modificacion con la terapia especifica.

Material y métodos

Poblacion de estudio

Este fue un estudio observacional, longitudinal, analitico y
prospectivo, en el que se incluyo a pacientes que recibieron
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trasplante renal de donador cadavérico en el Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez, Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, durante el periodo comprendido
desde el 28 de enero de 2009 al 30 de mayo de 2013. Este
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de nuestra
institucion y quedo registrado con el No. HI09-003.

Criterios de inclusion de pacientes

Pacientes mayores de 18 aflos que hayan acudido al Servicio
de Trasplantes del Hospital Universitario Dr. José Eleute-
rio Gonzalez y que decidieron participar en el protocolo,
firmando la carta de consentimiento informado. Estos se cla-
sificaron en 2 grupos: 1) grupo de pacientes con trasplante
renal con rechazo agudo, donde se incluyeron aquellos
que presentaron elevacion de creatinina y confirmacion del
rechazo mediante biopsia, y 2) grupo de infecciones sisté-
micas con trasplante renal, con aquellos que presentaron
infeccion demostrada mediante hemocultivo.

Criterios de no inclusion de pacientes

Los pacientes menores de 18anos y los que no cumplieron
con alguno de los criterios de inclusion.

Obtencion de muestras biolégicas

A los pacientes que presentaron rechazo agudo se les realizo
un seguimiento en las fases pretrasplante, a las 24, 48 y
72h, y a los 7, 15 y 30dias postrasplante, con tomas de
muestra de sangre, una de 5 ml para sueroy otra de 3 ml para
sangre con EDTA, obtenidas por las técnicas convencionales
de extraccion; el suero se almaceno en alicuotas de 1ml a
—20°C hasta su uso.

Para las muestras de orina se utilizd la técnica convencio-
nal de obtencion de orina de miccion media, mientras que
en pacientes con sonda vesical permanente se realizo aspi-
rando con aguja a través del cono de la sonda; se almaceno
en 6alicuotas de 4ml a —70°C hasta su uso. Estas mues-
tras se recolectaron en las fases pretrasplante y cada tercer
dia hasta un mes postrasplante; a partir de ese momento,
si el paciente no presentaba complicacion, se descartaba.
A partir del momento en que los pacientes presentaron
alguna complicacion, la recoleccion de muestras de orina
se realiz6 de forma diaria durante los 4 dias subsecuentes, y
posteriormente fueron cada tercer dia hasta los 30 dias pos-
teriores a la misma, mientras que las muestras de sangre
fueron subsecuentes hasta el séptimo dia, y después cada
semana hasta los 30dias posteriores.

Determinaciéon de parametros bioquimicos
y hematolégicos

Las pruebas bioguimicas de glucosa (mg/dl), nitrégeno de
la urea (mg/dl), creatinina (mg/dl), cloro (mmol/l), sodio
(mmol/l), potasio (mmol/l), calcio (mg/dl), fésforo (mg/dl)
y magnesio (mg/dl) se realizaron en el equipo Vitros® DT60 Il
Ortho Chemistry Clinical Diagnostic (DTSCII, Johnson &
Johnson Co., Rochester, EE. UU.). Para realizar la determina-
cion de la citometria hematica, es decir, hemoglobina (g/dl)

y leucocitos (K/ul) en las muestras de sangre con EDTA, se
utilizo el equipo Cell Dyn 1700 (Abbott Co., IL, EE. UU.).

Andlisis de orina por iTRAQ®

Las muestras de orina fueron analizadas en pool de acuerdo
con el grupo en que fueron catalogados los pacientes
(rechazo al injerto y grupo de infecciones), tomando de cada
uno de ellos 2 ml, con los cuales se hicieron alicuotas de 4 ml
de cada grupo y de cada una de las fases de estudio: fase
pretrasplante renal (F1), fase postrasplante renal previo a
complicacion (F2), fase postrasplante renal complicacion en
curso (F3) y fase postrasplante renal complicacion postrata-
miento (F4) para su posterior concentracion, precipitacion,
marcaje y analisis.

a. Concentracion de muestras de orina: se utilizé una ali-
cuota de 4ml de orina y se coloco en un filtro Ultracel
centricon 10kDa, Millipore; se centrifugé a 9,500 rpm a
20°C hasta alcanzar un volumen de 200 p.l. Se aifadio 1 ul
de coctel de inhibidor de proteasas Amresco y se homo-
genizo la muestra. Para la precipitacion de las proteinas
se agregaron 2.4 ml de acetona friaa —20°C y se dejaron
precipitar a —20°C durante 12 a 16 h. Se centrifugaron
las muestras a 3,500 rpm durante 15min. Se eliminé el
sobrenadante y se agregaron 200 pl de agua Milli-Q®.

b. Cuantificacion de proteinas: se prepard una curva de
calibracién con estandares de 10, 20, 30, 40 y 50 g
de albimina bovina. Se utilizoé un kit de cuantificacion
de proteinas Bio-Rad basado en la determinacion de
Bradford. Para la reduccion, alquilacion, digestion, desa-
lado y liofilizacion de proteinas, los puentes disulfuro
de estas se redujeron con ditiotreitol 10 mM durante
30min a56°C. Posteriormente, las muestras se incubaron
con yodoacetamida 50 mM durante 30 min a temperatura
ambiente bajo proteccion de la luz para permitir la alqui-
lacion de las cisteinas. Finalmente, se adiciond tripsina
(Promega, Fitchburg, WI, EE. UU.) en una proporcion 1:50
(enzima:substrato). La digestion enzimatica se incubo
durante 18h a 37°C. Finalmente las muestras se desa-
laron utilizando cartuchos Sep-Pack® C18 Vac (Waters) y
se liofilizaron utilizando un Savant SpeedVac® (Thermo
Fisher, San José, CA, EE. UU.).

c. Marcaje con el kit iTRAQ®: los viales de reactivos con
los marcadores isobaricos 114, 115, 116 y 117 se deja-
ron a temperatura ambiente, se resuspendio el reactivo,
se agregaron 70pl de etanol a cada reactivo del kit
y se agitd durante un minuto. Se agregdé un marcador
isobarico a cada fase de estudio, la fase F1 se marco
con el reactivo 114, la F2, con el 115, la fase F3, con el
marcador 116, y la F4, con el marcador 117. Las mues-
tras y los reactivos se mezclaron y se incubaron una
hora a temperatura ambiente. Finalmente se mezcla-
ron todas las muestras. El sistema de cromatografia
de liquidos-espectrometria de masas estuvo constituido
por un cromatografo de liquidos de micro-flujo Accela
(Thermo Ficher Co., San José, CA, EE. UU.) con spliter
(1/20) y un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos™
(Thermo-Ficher Co., San José, CA, EE. UU.) con sistema
de ionizacion tipo nano-electrospray. La calibracion del
espectrometro fue realizada con una solucion (Calmix®)
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de 10moléculas calibrantes, que permitié determina-
ciones con exactitudes mejores que 5 partes/millon.
En la cromatografia de liquidos se utilizd un sistema
gradiente de 10-100% de solventeB (acetonitrilo/acido
acético al 0.1%) por 120min sobre una columna capi-
lar PicoFrit® ProteoPep™ 1l C18 75 um ID x 50mm (New
Objective Inc., Woburn, MA, EE. UU.). El flujo del sistema
de cromatografia de liquidos fue de 400 nanolitros/min.
Para la fragmentacion de los péptidos se utilizaron los
métodos de disociacion inducida por colision y disocia-
cion por colision de alta energia. Todos los espectros
fueron adquiridos en modo de deteccién positivo. Los
datos espectrométricos fueron analizados contra la base
de datos de humano a través del programa Proteome
Discoverer™ 1.3, como plataforma SEQUEST. Se coloca-
ron los parametros restrictivos, como tolerancia de error
para los iones precursores y los iones hijos; y las modi-
ficaciones como: carbamidometilcisteina, marcaje por
iTRAQ® en el extremo terminal y en lisinas (constantes),
y oxidacion en metioninas (variables).

Analisis estadistico

Los resultados bioquimicos y hematologicos fueron prome-
diados 4= desviacion estandar, y fueron analizados con las
pruebas de ANOVA de un factor. Para ello se utilizd el
programa estadistico SPSS® version 16.0. Se considero esta-
disticamente significativo si el valor de p <0.05.

Resultados

En el periodo de estudio 48 pacientes recibieron un tras-
plante renal de donacion cadavérica, de los cuales 22
cumplieron los criterios de inclusion y aceptaron participar
en el protocolo previa firma del consentimiento informado.

Se incluyeron 10 mujeres (45.5%) y 12 hombres (54.5%),
con una edad promedio de 45 + 15 afnos. De los 22 pacientes
incluidos, 12 (54.5%) presentaron complicaciones en la
etapa postrasplante renal con un promedio de edad de
53 + 17 anos; 10 (45.5%) de ellos del tipo infeccioso, con una
edad promedio de 43 £+ 17 anos, y 2 (9%) con rechazo agudo
y una edad de 63 afnos en ambos casos.

La etiologia de la enfermedad renal de los pacien-
tes con rechazo agudo fue nefropatia diabética en ambos
casos (100%), mientras que en el grupo con infeccion sis-
témica las etiologias fueron: 2 (20%) con glomerulonefritis
membranosa, 2 (20%) con glomeruloesclerosis, 2 (20%) con
nefropatia diabética, uno (10%) con nefropatia lUpica severa
y 2 (20%) de etiologia desconocida.

De los pacientes trasplantados con infecciones (n=10),
6 presentaron alguna complicacion quirrgica aparte de
la infeccion: un caso por Staphylococcus aureus con pseu-
doaneurisma de la arteria; uno con Enterococcus faecalis
e infeccion en herida quirdrgica; uno con infecciéon por
Staphylococcus sp. y fistula arteriovenosa; uno con Entero-
coccus faecalis y fibrosis del uréter; uno con infeccion por
Pseudomonas aeruginosa con fistula urinaria, y otro caso
con Escherichia coli con fistula urinaria; los 4 restantes
evolucionaron con ausencia de complicaciones y se identifi-
caron los siguientes agentes etiologicos, respectivamente:

Escherichia coli, Clostridium difficile, Enterococcus faecalis
y Staphylococcus aureus.

Los resultados de los parametros bioquimicos y hemato-
logicos de cada grupo de complicaciones en las diferentes
fases del estudio se muestran en la tabla 1. En el caso del
grupo de rechazo de injerto solo se muestran los promedios
de los valores, ya que al tratarse solo de 2 casos no se pudo
obtener la desviacion estandar.

Se realiz6 la comparacion de los parametros bioqui-
micos y hematoldgicos entre las fases para el grupo de
infecciones. Los valores estadisticamente significativos fue-
ron glucosa al comparar la F1 (184+101mg/dl) vs. F2
(121 £41mg/dl), p=0.009; nitrogeno de la urea entre
F1 (50.6 +28mg/dl) vs. F3 (25.1+8.6mg/dl), p=0.018,
y F1 (50.6 £28 mg/dl) vs. F4 (24.5+9.8 mg/dl), p=0.049;
creatinina en F1 (5.54+2.9mg/dl) vs. F3 (1.7+0.8 mg/dl),
p=0.004, F1 (5.54+2.9mg/dl) vs. F4 (1.6+1.0mg/dl),
p=0.013, y F2 (2.6 +1.7mg/dl) vs. F3 (1.7+0.8mg/dl),
p=0.020; y magnesio en F1 (2.1+0.6mg/dl) vs. F2
(1.9+0.3mg/dl), p=0.050.

Con la aplicacidn de las técnicas de iTRAQ® mediante
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas, en el
grupo con rechazo al injerto se encontraron 345 proteinas,
de las cuales 15 cumplieron con los criterios de aceptacion
de la técnica (score > 30, 2 o0 mas péptidos identificados con
el 95% de confianza) y todos correspondieron a péptidos
humanos (tabla 2), mientras que en el grupo de pacientes
con infeccion se encontraron 113 proteinas, de las cuales
28 cumplieron con los criterios de aceptacion de la técnica
(tabla 3). Se consideraron significativas las diferencias con
2veces la abundancia de las proteinas entre las fases de
estudio.

De las 15 proteinas seleccionadas para el grupo que pre-
sentd rechazo al injerto, se encontré que el inhibidor de
serin peptidasa, la proteina de membrana palmitolada4,
la serin carboxipeptidasa vitelogénica, la 5’-nucleotidasa
citosolica y la subunidad pequefia de molibdoterina sintasa
fueron las proteinas que presentaron los mayores cocien-
tes entre las fasesF3 y F4, mientras que las proteinas con
mayor valor de score fueron la alfa-1-microglobulina, la 5’-
nucleotidasa citosolica, la proteina de union a retinol 4, la
proteina de membrana palmitolada4 y la serin carboxipep-
tidasa vitelogénica para este mismo grupo.

En el grupo de pacientes con infecciones de las
28 proteinas, las que presentaron los mayores cocientes
entre las fases F2 y F3 fueron la proteina de procesamiento
de ARN 12, el glipicano 4, la proteina de dedo de cinc 568, la
proteina cinasa KIF13Ay la protocadherina-1; y las de mayor
score fueron la acetil coenzima A sintetasa mitocondrial, la
adenosil homocisteinasa 2, la proteina FAM157B, la proteina
de dedo de cinc 615 y la ADN metil transferasa 1.

Discusion

El trasplante renal es la mejor opcion disponible para el
tratamiento de la enfermedad renal cronica terminal, y
en comparacion con la dialisis cronica, mejora la calidad
de vida y disminuye la mortalidad de la mayoria de los
pacientes. La escasez de donacion de organos es la mayor
limitacion de esta terapia y, por lo tanto, prolongar la vida
atil de los injertos renales es la principal prioridad’-2.
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Tabla 1 Parametros bioquimicos y hematoldgicos de los grupos en las 4 fases del estudio

Grupo F1 F2 F3 F4
Hemoglobina (g/dl) GR 11.9 9.9 9.8 10.8

Gl 9.0+1.4 8.6+1.1 9.1+1.4 9.6 +1.7
Leucocitos (K/ul) GR 9 4.2 4.2 7.8

Gl 10.6 +5.4 9.2+4.2 11.0+5.3 10.8+7.7
Glucosa (mg/dl) GR 239 97 111 513

Gl 184+ 101 121+ 41 132 + 64 115+74
BUN (mg/dl) GR 30.3 45.8 46.9 43.1

Gl 50.6 +28 29.5+12.8 25.1+8.6 24.5+9.8
Creatinina (mg/dl) GR 1.8 5.2 4.8 3.1

Gl 5.54+2.9 2.6+1.7 1.7+0.8 1.6+1.0
Cloro (mmol/l) GR 109 106 110 109

Gl 105+4.5 109 +7.1 107.4+7.8 106.2+6.7
Sodio (mmol/l) GR 141 132 137 136

Gl 138.1+5.5 140.0+3.8 136.7+3.7 137.6+2.9
Potasio (mmol/l) GR 5.7 4.3 4.3 2.5

Gl 4.6 +0.6 4.2+0.7 4.5+0.6 4.6 +0.5
Calcio (mg/dl) GR 8.4 7.6 8.3 7.7

Gl 7.8+0.8 8.0+0.7 8.4+0.7 8.4+0.6
Fosforo (mg/dl) GR 2.3 5.2 6.8 4.0

Gl 5.3+2.6 3.1+1.2 2.3+0.8 2.1+0.6
Magnesio (mg/dl) GR 1.9 2.8 2.8 2.1

Gl 2.1+0.6 1.9+0.3 2.0+0.4 1.94+0.4

F1: fase pretrasplante renal; F2: fase postrasplante renal previo a complicacion; F3: fase postrasplante renal complicacion en curso; F4:
fase postrasplante renal complicacion tratada; Gl: grupo de pacientes con infeccion; GR: grupo de pacientes con rechazo del injerto.

Actualmente se estan generando nuevos abordajes diag-
nosticos no invasivos que permitan detectar y seguir
la evolucién de la disfuncion del injerto®'"; la proteo-
mica ha sido aplicada ampliamente en la blUsqueda de
marcadores para el diagndstico y prondstico de diversas
enfermedades'®'?-'4, Recientemente se han desarrollado
otras alternativas cuantitativas con gran potencial, como el
iTRAQ®, que esta jugando un papel determinante en la pro-
tedmica de expresion diferencial cuantitativa. Se prevé que
la protedmica desempefara un rol importante en el area
de la nefrologia a corto plazo y que este progreso exigira
un dialogo interactivo y la colaboracion entre especialistas
clinicos y analiticos' 6.

En el presente trabajo se describe la presencia de una
serie de proteinas asociadas a diversas complicaciones pos-
trasplante renal, como el rechazo del injerto e infecciones,
y la modificacion de estas proteinas con la terapia especi-
fica para cada una de ellas. Este estudio es el primero en
nuestro pais que describe qué proteinas se encuentran alte-
radas en los pacientes con trasplante renal que desarrollan
rechazo del injerto y en aquellos que presentan complica-
ciones infecciosas.

Mediante el marcaje con la técnica de iTRAQ® y el ana-
lisis final por cromatografia de liquidos-espectrometria de
masas se encontré en el grupo de rechazo del injerto un total
de 345 proteinas, de las cuales solamente 15 cumplieron con
los criterios de aceptacion de la técnica descritos anterior-
mente (tabla 2), mientras que en el grupo de pacientes con
infecciones, 28 de las 113 proteinas identificadas cumplieron
con los criterios de aceptacion de la técnica (tabla 3).

De las 15 proteinas encontradas en el grupo con rechazo
al injerto, las 5 que presentaron los mayores cocientes

entre las fases F3 vs. F4 fueron: el inhibidor de serin pepti-
dasa, que se activa en respuesta a estrés celular y durante
el dafo por isquemia-reperfusion renal'”'®, asi mismo se
ha reportado que los niveles del inhibidor se correlacio-
nan con la gravedad del rechazo, siendo capaz de predecir
la funcidn posterior del injerto renal'®?’; la proteina de
membrana palmitolada 4, una proteina integral de mem-
brana con actividad de guanilato cinasa, lo que le permite
interactuar con el citoesqueleto y regular la proliferacion
celular y la transduccion de sefales’'; la serin carboxipep-
tidasa vitelogénica, una proteasa de funcion desconocida
que se caracterizo por primera vez en macrofagos huma-
nos, se cree que se encuentra limitada en gran medida a
la estirpe monocitica, aunque estudios recientes eviden-
cian que también puede ser expresada por células fuera
del sistema inmune??; la 5’-nucleotidasa citosélica, que
esta implicada en diversas funciones, como la comunicacion
célula-célula, la reparacion de acido nucleico, la sintesis
de nucledtidos, la transduccion de sefiales y el transporte de
membrana?3, y por ultimo, la subunidad pequefia de molib-
doterina sintasa, que en los seres humanos esta implicada
en la biosintesis de cofactor de molibdeno, cuya deficiencia
genética desencadena una enfermedad autosomica recesiva
y generalmente fatal con sintomas neuroldgicos graves?.
Los mayores cocientes entre las fasesF3 vs. F4 de estas
5 proteinas indican su utilidad como candidatos a biomarca-
dores del mal funcionamiento del injerto renal. Ademas, se
observo que en F4, con la modificacion de la terapia inmuno-
supresora, se reduce de manera significativa la expresion de
estas 5 proteinas, evidenciando su utilidad como potenciales
biomarcadores de buen funcionamiento del injerto renal en
respuesta a la terapia inmunosupresora.
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Tabla 2 Proteinas en el grupo de pacientes con rechazo del injerto que cumplieron los criterios de aceptacion

N.° Proteina F2/F1; F3/F2; F4/F3; F4/F2; F4/F1
F1/F2 F2/F3 F3/F4 F2/F4 F1/F4
1 Albimina 0.469; 2.1 2.2; 0.456 0.039?%; 0.070%; 0.039*
25.62 14.32 25.6*
2 Alfa-1-microglobulina NS 2.443; 0.409 0.062°; 0.0672; 0.044°
16.26° 15.01°2 22.522
3 5’-nucleotidasa 0.360; 2.78 2.34; 0.428 0.035%; 0.0457; 0.0382
citosolica 28.26% 22.44° 26.12
4 Proteina de union 0.404; 2.48 2.77; 0.36 0.049?; 0.049?; 0.035?2
a retinol 4 20.492 20.562 28.732
5 Proteina de membrana NS 2.1; 0.48 0.026%; 0.0547%; 0.041°
palmitolada 4 38.22¢ 18.66% 24.57°
6 Serin carboxipeptidasa 0.35; 2.79 2.36; 0.42 0.0337%; 0.0912; 0.0337
vitelogénica 30.172 10.992 20.172
7 Proteina de ensamblaje 0.36; 2.20 2.36; 0.42 0.04%; 0.022; 0.039°
en ribosomas 24.85° 53.98° 25.77°
8 Subunidad pequena de 0.36; 2.78 2.35; 0.43 0.095%; 0.17%; 5.86° 0.072
molibdoterina sintasa 10.502 15.152
9 Inhibidor de serin 0.46; 2.17 2.02; 0.49 0.02°; 0.03?%; 0.0152
peptidasa 60.48° 31.79°2 64.68°
10 Serin/treonin cinasa 2 0.43; 2.32 2.24; 0.45 0.0462; 0.0913; 0.036°
21.682 11.00° 27.43?2
11 N-acetil galactosamina 0.43; 2.33 3.08; 0.32 NR NR NR
transferasa 10
12 Policistina-1 0.46; 2.19 3.08; 0.325 NR NR NR
13 Alfa-1-glucoproteina 0.42; 2.36 2.40; 0.417 NR NR NR
acida (orosomucoide)
14 Proteina hipotética 0.52; 1.92 2.36; 0.423 NR NR NR
LOC91750
15 Proteina activadora 0.443; 2.26 2.67; 0.38 0.056; 17.89 0.17; 6.05 0.07
de GTPasa 14.77

F1: fase pretrasplante renal; F2: fase postrasplante renal previo a complicacion; F3: fase postrasplante renal complicacion en curso; F4:
fase postrasplante renal complicacion tratada; Gl: grupo de pacientes con infeccion; GR: grupo de pacientes con rechazo del injerto;

NR: no realizado; NS: no significativo.
a >5 veces elevado.

Por otro lado, para este mismo grupo de pacientes,
las 5 proteinas con mayor valor de score fueron: alfa-
1-microglobulina, que es una lipocalina con propiedades
inmunosupresivas?, la cual elimina radicales libres?, y
es una de las proteinas mas estudiadas como potencial
biomarcador no invasivo para la deteccion temprana de
anormalidades renales, ademas de su utilidad en la dife-
renciacion de enfermedades nefrologicas y uroldgicas?’; la
5nucleotidasa citosolica, de la cual se ha reportado que
su inhibicion farmacoldgica aumenta las concentraciones de
AMP y mejora la funcion renal en ratas en modelos experi-
mentales de isquemia y reperfusion?®; la proteina 4 de union
a retinol, de la que se ha descrito su elevacion en pacientes
con dafo tubular intersticial® y es secretada por los adipoci-
tos, que se ha reportado aumentada en casos de resistencia
a la insulina®; la proteina de membrana palmitolada 4, que
se ha visto sobreexpresada en tejido renal sometido a pro-
cesos de isquemia-reperfusion®', y la serin carboxipeptidasa
vitelogénica, que se expresa especialmente en corazon y
rifones??. Al igual que en diversas publicaciones asociadas
a la funcion renal, en este estudio se pudo constatar que
estas 5 proteinas estan sobreexpresadas durante el episodio

de rechazo agudo del injerto y que su expresion es significa-
tivamente baja cuando los pacientes no presentan rechazo
al injerto renal o responden a la modificacién hecha a la
terapia inmunosupresora.

En el grupo de pacientes con infecciones de las
28 proteinas, las que presentaron mayor cociente entre
las fases F2 vs. F3 fueron: la proteina de procesamiento de
ARN12; el glipicano4, 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®?; la proteina de dedo de cinc568, la cual se ha
descrito que tiene un efecto protector en diversas condicio-
nes de estrés, como shock térmico y estrés osmoético; la
proteina cinasa KIF13A, que son proteinas de la superfamilia
de la cinesinas, las cuales son protagonistas en el sistema
de transporte intracelular, que es esencial para la funcion
celular y la morfologia®**; y la proteina protocadherina-1,
familia de proteinas que se ha propuesto que juegan un
papel en el desarrollo cerebral, la formacion de hendi-
dura glomerular, y también pueden actuar como supresores
de tumores, aunque sus mecanismos de accién no se han
dilucidado®.
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Tabla 3  Proteinas en el grupo de pacientes con infecciones que cumplieron los criterios de aceptacion
N.° Proteinas F2/F1; F3/F2; F4/F3; F3/F1; F4/F2; F4/F1;
F1/F2 F2/F3 F3/F4 F1/F3 F2/F4 F1/F4
1 Albumina 0.04%; 14.77%; NS 0.370; 2.70 8.67%; 0.21; 4.68
23.50? 0.07° 0.122
2 Producto proteico sin nombre 0.04%; 7.19%; 0.14* NS 0.281; 3.56 11.16; 0.43; 2.32
19.352 0.09
3 Acetil coenzima A sintetasa 0.05%; 5.89%; 0.172 NS 0.281; 3.55 3.92; 0.19%; 5.24°
19.352 0.26
4 Adenosil homocisteinasa 2 0.10%; 4.24; 0.24 NS 0.380; 2.64 2.97; 0.26; 3.85
10.00? 0.34
5 Proteina de dedo de cinc GLIS1 0.09%; NS NS 0.397; 2.52 3.20; 0.24; 4.26
11.062 0.31
6 Proteina FAM157B 0.16%; 6.432  2.16; 0.46 0.380; 2.63  0.394; 2.54 NR 0.16%; 6.14°
7 Proteina de dedo de cinc 615 0.02°8; 12.23%; NS 0.25; 3.97 12.68%; 0.24; 4.16
44,082 0.08° 0.08%
8 ADN metiltransferasa 1 0.03%; 9.16%; 0.11* NS 0.26; 3.79 4.00; 0.142; 7.05%
30.01° 0.25
9 Proteina armadillo repetidora 5 NR NR NS NS NR 0.33; 3.02
10  Proteina de dedo de cinc 629 0.04%; 9.98%; 0.10° NS 0.36; 2.79 5.40°; 0.18?%; 5.46
27.912 0.182
11 Proteina de union AT vinculante 0.07; 13.28  4.71; 0.21 NS 0.33; 3.04 3.64; 0.24; 4.14
a ADN 0.27
12 Producto proteico sin nombre 0.06%; 6.95%; 0.14* NS 0.29; 3.40 6.62°; 0.30; 3.33
15.80? 0.152
13 Inmunoglobulina lambda 0.04%; 9.93%; 0.10* NS 0.39; 2.56 7.60%; 0.25; 4.02
26.38?2 0.132
14  Producto proteico sin nombre 0.022%; 19.83%; 0.48; 2.09 0.38; 2.89 9.88%; 0.16%; 6.34%
56.77° 0.05° 0.102
15  Proteina ecotrdpica de 0.067%; 4.84; 0.21 NS 0.29; 3.43 5.44%; 0.32; 3.11
integracion viral 5 16.37° 0.182
16  Proteina de progresion del ciclo NR NR NS 0.36; 2.81 NR 0.28; 5.31
celular 1
17  Atropina-1 0.06%; 7.20%;, 0.14% 0.46; 2.18 0.42; 2.36 6.33%; 0.26; 3.92
18.152 0.16%
18  Proteina de dedos de cinc 568 NR 32.64%; NS 0.26; 3.79 37.02%; 0.28; 3.53
0.03¢ 0.03?
19  Protocadherina-1 0.04%; 16.37%; NS 0.43; 2.31 14.16%; 0.31; 3.24
26.83? 0.06° 0.072
20 Proteina activadora de GTPasa 1  0.12%; 8.42° 11.04%; NS NS 10.522; NS
0.09° 0.09®
21 Proteina del gen 19 de la 0.022%; 18.387%; NS 0.43; 2.31 11.69?; 0.362.8
esclerosis lateral amiotrofica 40.10° 0.052 0.09?
22  Beta-2-microglobulina 0.012; 25.7%; 0.042 NS 0.28; 3.57 20.4%; 0.22; 4.49
91.65° 0.05%
23 Proteina cinasa KIF13A 0.022; 51.22  54.72°; 0.39; 2.54 0.38; 2.64 13.072; 0.35; 2.88
0.02° 0.082
24  Protocadherina-1 0.04%; 16.37°; NS 0.43; 2.31 14.162; 0.31; 3.24
26.83? 0.06° 0.072
25 Proteina activadora de GTPasa 1  0.12%; 8.42%  11.04%; NS NS 10.52%; NS
0.09° 0.09®
26  Proteina del gen 19 de la 0.022%; 18.387%; NS 0.43; 2.31 11.69?; 0.36; 2.8
esclerosis lateral amiotrofica 40.10° 0.052 0.09?
27  Beta-2-microglobulina 0.012; 25.7%; 0.04* NS 0.28; 3.57 20.4%; 0.22; 4.49
91.65° 0.05°
28  Proteina cinasa KIF13A 0.022; 51.22  54.72°; 0.39; 2.54 0.38; 2.64 13.072; 0.35; 2.88
0.02° 0.08%

F1: fase pretrasplante renal; F2: fase postrasplante renal previo a complicacion; F3: fase postrasplante renal complicacion en curso; F4:

fase postrasplante renal complicacion tratada; Gl: grupo de pacientes con infeccion; GR: grupo de pacientes con rechazo del injerto;

NR: no realizado; NS: no significativo.
a >5 veces elevado.
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Para este mismo grupo con infecciones, las proteinas de
mayor score fueron: la isoforma3 de la acetil coenzimaA
sintetasa mitocondrial, de la cual se ha descrito suimportan-
cia para mantener la temperatura corporal normal durante
el ayuno y la homeostasis energética®; la adenosil homo-
cisteinasa 2, cuya expresion aumenta notablemente durante
la activacion de células sanguineas y de piel’’; la proteina
FAM157B, cuya funcion no ha sido reportada; la proteina
de dedo de cinc 615, que participa en la regulacion de la
transcripcion®®, y la proteina ADNmetil transferasa1, que
participa en la regulacion de la expresion génica de acuerdo
con un patron de metilacion®.

Por otro lado, la proteinuria masiva ha sido reconocida
como un factor de riesgo para la pérdida del injerto a largo
plazo“’. Un estudio reciente indicd que la proteinuria de
bajo grado fue un potente predictor, independiente de la
pérdida del injerto a largo plazo*'. En el presente estudio
la albumina se expreso6 en las 2 complicaciones evaluadas,
por lo que no fue util como un biomarcador especifico de
alguna de las complicaciones estudiadas, pero si es un indi-
cador de daio renal, ya que es de las proteinas mayormente
expresadas previamente al trasplante; luego, al realizarse
este, su expresion disminuye considerablemente, pero al
presentarse cualquier tipo de complicacion, se vuelve a
sobreexpresar.

Como se ha descrito en el presente trabajo, diversas
proteinas son candidatas a biomarcadores de buen funcio-
namiento del injerto renal, ya que su presencia en la orina
puede ser utilizada para discriminar los pacientes que tie-
nen buena funcion del injerto de aquellos que no; ademas,
cada una de las complicaciones evaluadas presenté una serie
de proteinas diferentes, a excepcion de la albumina. Este
trabajo enfatiza la utilidad de la proteémica urinaria para
identificar biomarcadores y para el futuro disefio de una
herramienta diagnostica no invasiva para detectar mas opor-
tunamente la disfuncién del injerto renal trasplantado.
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