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1. SINDROME NEFROTICO EN EL ADULTO

El sindrome nefrético es la consecuencia clinica de la pérdida de proteinas en la orina
debida a un aumento de la permeabilidad de la pared capilar glomerular [1]. En la
mayoria de casos, se debe a una lesion funcional o estructural en los podocitos,

aungue puede afectar también a células del endotelio capilar y de la membrana basal

[2].

A continuacién se describe brevemente la estructura histolégica de la nefrona para

poder entender mejor la fisiopatologia del sindrome nefrdtico.

1.1.Nefrona. Formacion y composicion de la orina

La nefrona es la unidad estructural y funcional del rifién. En un individuo adulto hay
mas de un milléon de estas unidades repartidas por toda la corteza renal. Las nefronas
estan formadas por un corpusculo renal, donde tiene lugar la filtracion del plasma
sanguineo, y un sistema tubular, donde ocurren los mecanismos de reabsorcién y

secrecion que terminan de formar la orina (Figura 1) [3].

El corpusculo renal esta formado por el glomérulo y por la capsula de Bowman que lo
rodea. La capsula de Bowman posee dos polos opuestos: el polo vascular, por donde
entra la arteriola aferente y sale la arteriola eferente, y el polo urinario que se
continta con la porcién tubular de la nefrona. La porcién tubular se subdivide en:

tubulo proximal, asa de Henle, tubulo distal y tubulo colector [3].
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El glomérulo es un ovillo de capilares contorneados que derivan de la arteriola
aferente, cuya pared estd revestida interiormente por un endotelio muy fino de células
planas con poros de 40 - 100 nm. Estas células endoteliales se apoyan sobre una
membrana basal glomerular, la cual se encuentra recubierta por unas células
epiteliales altamente especializadas denominadas podocitos. Los podocitos forman la
capa epitelial visceral; estas células emiten unas largas prolongaciones citoplasmaticas,
denominadas pedicelos, que envuelven a los capilares glomerulares y se entrelazan
con las prolongaciones de los podocitos vecinos, dejando entre ellos unos estrechos
espacios de unos 25 - 35 nm de anchura. Estos espacios se denominan hendiduras de
filtracion y permiten la salida del filtrado plasmatico de los capilares glomerulares
hacia el espacio capsular. Los pedicelos de los podocitos estan intimamente unidos a la
membrana basal glomerular del capilar subyacente pero el cuerpo celular se separa del
capilar entre 1y 3 um, lo que hace que casi toda la superficie del capilar se encuentre
tapizada de pedicelos densamente interdigitados. Esta disposicién aumenta al maximo
la superficie total de las hendiduras de filtracién, facilitando el paso del filtrado

glomerular [3,4].

El ovillo de capilares se sostiene por el mesangio glomerular, el cual estd compuesto
por células mesangiales y por matriz mesangial, un material fibrilar amorfo compuesto
principalmente por coldgenos de tipo IV y V y por glicoproteinas como laminina,

fibronectina y proteoglicanos [3].

La formacidon de la orina tiene lugar en las nefronas mediante tres procesos

fisioldgicos: filtracién glomerular, reabsorcion tubular y secrecidn tubular [3].
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Fig. 1. Esquema de una nefrona (Imagen modificada de John Wiley & Sons).

El filtrado glomerular es la parte del plasma que atraviesa la barrera de filtracién
glomerular hacia el espacio de Bowman. Esta barrera la conforman las células
endoteliales fenestradas de los capilares glomerulares, la membrana basal glomerular
y las hendiduras de filtracién [5,6] (Figura 2). Se trata de una barrera selectiva,
permeable al agua y a solutos de bajo peso molecular (<10 kDa), pero que limita el
paso a los elementos formes de la sangre, a proteinas y a otros componentes de
elevado peso molecular, los cuales quedan retenidos en los capilares. Ademas, la
pared de los capilares glomerulares esta cubierta de cargas eléctricas negativas por su
contenido en polianiones (glicoproteinas y proteoglicanos), lo que hace que el
glomérulo regule también el paso de moléculas segln su carga eléctrica, facilitando el
paso a moléculas neutras y catidnicas y restringiéndolo a moléculas aniénicas, como

por ejemplo la albumina [5].
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Fig. 2. Barrera de filtracion glomerular. a) Capilar glomerular cubierto por podocitos. b) Ampliaciéon de
un corte del capilar (MET 78.000x). (I/magen modificada de Pearson Education y www.niddk.nih.gov)

De esta manera, el filtrado glomerular posee una composicion muy similar a la del
plasma sanguineo, excepto que no contiene proteinas plasmaticas ni elementos

formes de la sangre, debido a su gran tamafio y elevado peso molecular.

La filtracion del plasma en el glomérulo es un proceso pasivo que depende de la

interaccion de tres tipos de fuerzas, denominadas Fuerzas de Starling, que son [7]:

i. Presion hidrostatica glomerular. Es la presiéon sanguinea de los capilares
glomerulares y favorece la filtraciéon (55 — 60 mmHg).

ii. Presidon oncdtica capilar. Es la presion osmotica del plasma y tiende a impedir la
filtracion y a favorecer la reabsorcién. Esta presién varia a lo largo de los

capilares glomerulares, oscilando entre 22 y 35 mmHg.
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iii. Presidn hidrostdatica capsular. Es la presidn del ultrafiltrado que pasa a la cdpsula

de Bowman y, al igual que la anterior, tiende a impedir la filtracion (20 mmHg).

La presidn de los capilares (i) es superior a la suma de las otras dos fuerzas (ii, iii), por

lo que el resultado neto es una presidn de filtracidn positiva.

El volumen de liquido que pasa hacia la capsula de Bowman en un determinado
periodo de tiempo se conoce como tasa de filtracion glomerular. En condiciones
normales, se forman en el rindn 125 ml de filtrado glomerular cada minuto, de los
cuales 124 ml vuelven a la circulacion general mediante la reabsorcién tubular. Por
esta razon, menos del 1% del filtrado glomerular es excretado como orina. Se
conservan los componentes imprescindibles para el organismo como el agua, la
glucosa, los aminoacidos y las sales inorganicas. Muchas de las proteinas filtradas en el
glomérulo son también reabsorbidas en los tubulos proximales, por lo que la excrecién

diaria de proteinas en condiciones normales es inferior a 150 mg [4].

Finalmente, mediante la secrecién tubular, se produce el paso de moléculas desde los
capilares peritubulares hacia el lumen tubular con el fin de regular la concentracién de
algunas sustancias en el plasma sanguineo y de eliminar desechos del organismo. Se
trata de un proceso activo que requiere proteinas transportadoras de membrana para

el paso de sustancias en contra de su gradiente de concentracién [4].

Una vez el filtrado llega a los tubulos colectores no sufre mas modificaciones en su
composicidn y constituye la orina definitiva, la cual se acumula en la vejiga urinaria

hasta ser excretada del organismo durante la miccién.
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En cuanto a la composicion de la orina, ésta es muy variada ya que depende de
numerosos factores, como son la dieta, la actividad fisica y el estado de salud del
individuo, por lo que es muy dificil establecer unos valores normales para sus

diferentes componentes.

En condiciones normales, la orina contiene una pequena cantidad de solutos diluidos
en la cantidad de agua que el organismo no necesita. Estos solutos incluyen sustancias
inorganicas como Na*, K, Ca**, Mg?" €I, HCO*, PO,*, SO,* y H', sustancias de desecho
del metabolismo nitrogenado (urea, acido Urico y creatinina) y sustancias tdéxicas o

extranas al organismo [4].

También se pueden encontrar en la orina algunos elementos formes, como células
(bacterias, hematies, leucocitos o células descamativas), cilindros hialinos y algunos
cristales de origen enddgeno (acido urico, oxalato calcico y fosfatos), pero siempre en
minimas cantidades. Un estudio microscépico del sedimento urinario permite detectar
alteraciones cuantitativas y cualitativas de estos elementos formes, que son de gran
interés tanto para el diagndstico como para el seguimiento de los pacientes. Estas

alteraciones incluyen:

=  Hematuria. En condiciones normales pueden aparecer 1 6 2 hematies por campo
en el sedimento urinario. Si aparecen mas de 2 hematies por campo, mas de 8.000
hematies por ml de orina fresca centrifugada o mas de 13.000 hematies por ml de
orina no centrifugada se considera patoldgico y se denomina hematuria. Esta

puede ser microscopica, si sélo se detectan los hematies con la ayuda de un

14
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microscopio, 0 macroscopica, si es visible a simple vista y tifie la orina de un color

gue puede variar de rojo brillante a marrén.

Si mediante el microscopio se observa que los hematies son dismoérficos, se debe
sospechar que la hematuria es de origen glomerular y si son isomorficos, se debe

sospechar que la hematuria procede de las vias urinarias [4,8].

Proteinuria. Como ya se ha descrito, en condiciones normales, sdlo atraviesan
libremente la barrera de filtracion glomerular las proteinas plasmaticas de bajo
peso molecular y la albumina, la mayoria de las cuales son posteriormente
reabsorbidas en el tubulo proximal, y sélo una minima cantidad es excretada en la
orina [6]. También se eliminan en la orina proteinas excretadas por células
tubulares del tracto urinario inferior, principalmente proteina de Tamm-Horsfall

[5].

La excrecién normal de proteinas es de 150 mg/24h y se consideran patoldgicos

valores superiores a 300 mg/24h [6,9].

Un aumento de proteinas en la orina puede conferirle a ésta un aspecto espumoso

en el momento de la miccidn. Existen diferentes tipos de proteinuria:

—  Proteinuria transitoria: tienen lugar en situaciones no patoldgicas y es
reversible. Es debida a situaciones como ejercicio intenso, embarazo, fiebre,
convulsiones, infecciones, insuficiencia cardiaca y por el empleo de farmacos

vasoactivos, como la noradrenalina o la angiotensina.
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Proteinuria ortostatica: aparece generalmente en la adolescencia, puede
alcanzar los 2 g/24 h, y se normaliza con la posicién en decubito. Puede ser
transitoria o persistente, y no supone ningun riesgo de progresion a

insuficiencia renal.

Proteinuria glomerular: debida a un aumento en la permeabilidad de la
barrera de filtracidn glomerular que resulta en una filtracion anormalmente

elevada de proteinas plasmaticas. Puede ser:

0 Selectiva: cuando la proteina mayoritaria es la albumina, Suele deberse a
una lesién glomerular en la que sélo esta afectada la electronegatividad
de la barrera de filtracion glomerular.

0 No selectiva: cuando contiene una mayor proporcion de proteinas de
elevado peso molecular, sobre todo inmunoglobulinas. Suele deberse a

una alteracion en la estructura de la barrera de filtracion glomerular.

Proteinuria tubular: aparece por un déficit en la reabsorcion de las proteinas
filtradas. Es debida a alteraciones hereditarias o adquiridas del tubulo
proximal. Puede aparecer albumina, a-globulinas, B-globulinas o [2-

microglobulina, y la cantidad excretada no suele superar los 2 g/24 h.

Proteinuria por sobrecarga filtrada: se eliminan en la orina proteinas de bajo
peso molecular que por su elevada concentracidon en plasma son filtradas en

gran cantidad y exceden la capacidad de reabsorcién tubular. Suele ocurrir
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por una sintesis andmala o excesiva de una proteina concreta o bien por una

liberacidn masiva durante una lesion tisular.

Lipiduria. Es la pérdida de lipidos en la orina. La filtracidn de éstos es minima en
sujetos sanos pero estd considerablemente incrementada cuando aumenta la

permeabilidad glomerular a macromoléculas.

1.2.Manifestaciones clinicas

El sindrome nefrético se define por las siguientes caracteristicas [1]:

Proteinuria igual o superiora 3,5g/ 1,73m?/ 24h.

Hipoalbuminemia. La pérdida urinaria de albumina y el aumento de su
catabolismo, unido a la baja respuesta hepatica para la sintesis de albumina

producen una hipoalbuminemia severa, con niveles inferiores a 2,5 g/dl.

Edemas. Constituyen la manifestacion clinica mas frecuente y evidente en estos
pacientes. Se trata de edemas tipicamente simétricos, blandos, frios y de
intensidad variable. El liquido extracelular se acumula inicialmente en zonas
declives como las extremidades inferiores y en los parpados, y se extiende en

fases mas avanzadas hasta llegar a ocasionar ascitis, derrame pleural y anasarca.

Los edemas son debidos a la hipoalbuminemia, que conduce a un descenso de la
presion oncoética del plasma y, en consecuencia, a una salida de liquido al

intersticio y una disminucion del volumen circulante. El bajo volumen circulante

17



Introduccidn

conduce a la retencién de sodio y agua mediados por la activaciéon del sistema
renina-angiotensina-aldosterona y por la hormona antidiurética. La baja presion
oncotica del plasma sanguineo hace que el agua retenida vuelva a fugarse al

intersticio manteniendo asi un estado constante de deplecién de volumen [10,11].

Dislipidemia. El perfil lipidico del sindrome nefrético se caracteriza por un
incremento de colesterol total, principalmente a expensas de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), hipertrigliceridemia con aumento de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL), y niveles reducidos de lipoproteinas de alta densidad (HDL).
Esto es debido a una eliminacion excesiva de las HDL y de la lecitin colesterol
aciltranferasa, una proteina involucrada en la sintesis de las HDL. Ademas, el
descenso en la presidn oncética del plasma provoca un aumento en la sintesis
hepatica de las LDL y de la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa, enzima
limitante en la sintesis de colesterol [12]. Por el contrario, la actividad de la
lipoprotein lipasa endotelial disminuye, por lo que la tasa de degradacién de las

VLDL es mucho menor y se favorece la acumulacién de triglicéridos en sangre [13].

La dislipidemia favorece el desarrollo de enfermedad cardiovascular y la

progresién de la enfermedad renal crénica.

Lipiduria. Debida a un aumento de filtracién de las lipoproteinas.

El analisis microscépico del sedimento urinario de un paciente con sindrome

nefrdtico puro se caracteriza por la presencia de gotas de grasa [8].
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Las alteraciones metabdlicas asociadas a este sindrome condicionan una morbilidad

significativa. Estas alteraciones incluyen:

= Estado de hipercoagulabilidad. Aunque existe una variacién considerable en la
incidencia de complicaciones tromboembdlicas en el sindrome nefrético, se
reconoce que este problema afecta a aproximadamente el 35% de los pacientes
[14]. En el sindrome nefrético se da un estado de hipercoagulabilidad que
predispone a padecer trombosis arteriales y venosas. La trombosis de la vena
renal es la mas frecuente, pero la afectaciéon puede darse en cualquier otro lecho

vascular [15-17].

La condicion protrombdtica en el sindrome nefrético se debe a la pérdida urinaria
de factores anticoagulantes, principalmente antitrombina Ill, una glucoproteina
con un peso molecular de 58 kDa, similar al de la albumina, que inhibe la
coagulacién a través de la neutralizaciéon de la trombina. La pérdida en la orina de
proteinas de bajo peso molecular provoca la elevacién en plasma de las de mayor
peso molecular, como es el caso de algunas proteinas pro-coagulantes, como los
factores V y VI, asi como del fibrindgeno, que pasa a fibrina [16]. En el sindrome

nefrético también se observa un aumento de la agregacion plaquetaria.

Ademas, la administraciéon de corticoides a estos pacientes altera los niveles de
ciertos factores de la coagulacién y puede constituir un estimulo adicional para

una actividad procoagulante.
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Susceptibilidad a infecciones. Las infecciones son una de las principales y mas
frecuentes complicaciones en el sindrome nefrético. La principal causa es la
pérdida urinaria de inmunoglobulinas, principalmente IgG, asi como de algunos
factores del complemento, en especial de los factores B y D, lo que limita la
opsonizacidn y la capacidad fagocitica, haciendo mas frecuentes las infecciones
por microorganismos encapsulados, como es el caso de la peritonitis por

neumococo.

Ademas, el tratamiento con corticoides y el liqguido de edema, que actia como

medio de cultivo de los microorganismos, incrementan el riesgo de infeccion.

La infeccion mas frecuentemente asociada al sindrome nefrético es la peritonitis
primaria, siendo sus principales sintomas dolor abdominal, fiebre, irritabilidad
peritoneal, nduseas y vomitos. Con menos frecuencia se dan infecciones
pulmonares, cutdneas y urinarias, meningoencefalitis y, en casos mas graves,
septicemia. El Streptococcus pneumoniae es el organismo causal mas frecuente,
pero también pueden encontrarse bacterias gramnegativas como Haemophilus

influenzae [1,18].

Insuficiencia renal. La funcién renal en estos pacientes suele ser normal pero,
sobre todo en pacientes de edad avanzada, con proteinuria masiva e
hipoalbuminemia marcada, puede aparecer insuficiencia renal aguda o incluso un
fracaso renal establecido, a veces favorecido por el uso de antiinflamatorios no
esteroideos, por inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina Il, y por

diuréticos a altas dosis [19].
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Anemia. Ocurre en un elevado porcentaje de pacientes con sindrome nefrético,
en consecuencia a las pérdidas urinarias de eritropoyetina, transferrina y a la

insuficiencia renal asociada [20].

Hipertension arterial (HTA). Es una complicacién muy frecuente en el sindrome

nefrético [21].

No se conoce con claridad qué factores predisponen a padecer HTA, pero se
sospecha que estan relacionados con la retencién de sodio y agua, o bien con la

pérdida en orina de sustancias antihipertensivas.

Disminucion de sustancias enddégenas. Muchas proteinas se pierden por la orina 'y
al reducirse sus niveles plasmaticos, disminuyen las sustancias que transportan
como iones (hierro, cobre, cinc), vitaminas (metabolitos de la vitamina D) y ciertas

hormonas (esteroideas y tiroideas).

Clinicamente, la mayoria de los pacientes permanecen eutiroideos, aunque se dan

casos de hipotiroidismo, el cual se resuelve con la remisidn del sindrome nefrético.

En cuanto al calcio y la vitamina D, ambos se encuentran alterados en estos
pacientes. Las proteinas fijadoras de vitamina D, con un peso molecular de 59 kDa,
son filtradas junto a la albumina en pacientes con sindrome nefrético y la

hipoalbuminemia conduce a bajas concentraciones plasmaticas de calcio [22].
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1.3.Clasificacion

El sindrome nefrdtico puede clasificarse segun su etiologia, manifestaciones clinicas e
incluso, en funcion de su respuesta al tratamiento con corticoides (en corticosensible y

corticoresistente).

Segun su etiologia el sindrome nefrético se clasifica en:

= |diopatico o primario: se define como aquellas formas de sindrome nefrético en
las que no se conoce la causa determinante y no es posible identificar una

enfermedad o condicidn sistémica responsable.

= Secundario: incluye todas aquellas lesiones renales que aparecen como
consecuencia de una afeccion sistémica, de enfermedades hereditarias, de
farmacos, de infecciones o de neoplasias, y habitualmente se acompafan de

signos y sintomas extrarrenales, inherentes a la condicién subyacente.

En funciéon de las manifestaciones clinicas, el sindrome nefrético se clasifica en:

=  Completo / Incompleto. Aquellos casos de sindrome nefrético que se presentan
con la totalidad de sus componentes clinicos es decir, proteinuria en rango
nefrético, edema, hipoalbuminemia, hiperlipidemia (con hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia ¢ hipertrigliceridemia aislada), se consideran formas
completas, mientras que aquellos casos donde no hay dislipidemia y/o el edema,

se consideran formas incompletas.
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= Puro / Impuro. Se consideran impuros aquellos casos en los que existe hematuria
(macro o microscdpica) y/o HTA. Si no se dan estas manifestaciones el sindrome
nefrdtico se considera puro. La mayoria de enfermedades glomerulares primarias
que cursan con sindrome nefroético, como son la nefropatia por cambios minimos
(NCM), la glomeruloesclerosis segmentaria y focal (GSF) y la nefropatia

membranosa, lo hacen con formas puras.

1.4.Epidemiologia y etiologia

El sindrome nefrético en adultos es debido a causas muy heterogéneas, las mas

frecuentes, junto con otras menos frecuentes, se muestran en la Tabla 1.

Cualquier glomerulonefritis, primaria o secundaria, puede producir sindrome nefrotico
en algin momento de su evolucion. Las glomerulonefritis son aquellas enfermedades
en las que se encuentra afectada la estructura y funcion del glomérulo y representan
entre un 15 a 26% de las causas de enfermedad renal crénica. Segun el Registro de
Glomerulonefritis de |la Sociedad Espafiola de Nefrologia (www.senefro.org), con datos
de casi 22.000 biopsias renales recogidas durante 20 afios (1994 - 2013), la mitad de la
patologia renal biopsiada en nuestro pais, excluyendo los casos de trasplante renal, la
constituyen las glomerulonefritis. Entre las glomerulonefritis primarias, las que mas
frecuentemente producen sindrome nefrético son la NCM, la GSF, la nefropatia
membranosa, y la glomerulonefritis membranoproliferativa. Entre las glomerulonefritis
secundarias destacan la nefropatia diabética seguida de la amiloidosis renal y la

glomerulonefritis fibrilar.
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Causas frecuentes

Nefropatia por cambios minimos
Glomerulonefritis primarias Glomeruloesclerosis segmentaria y focal

Glomerulonefritis membranosa

Glomerulonefritis membranoproliferativa

Glomerulonefritis secundarias  Diabetes mellitus, amiloidosis , crioglobulinemia

Otras causas

Antiinflamatorios no esteroideos, sales de oro,
mercurio, litio, plata, penicilamina, probenecid,
contraste yodado, captopril, rifampicina, interferén a,
heroina, , warfarina

Lupus eritematoso sistémico, enfermedad mixta del
tejido conectivo, dermatitis herpetiforme, artritis
reumatoide, sindrome de Sjogren, purpura de
Schonlein-Henoch, vasculitis, crioglobulinemia, colitis
ulcerosa, lipodistrofia facial, sarcoidosis,

Farmacos

Enfermedades autoinmunes

dermatomiositis
Patologia obstétrica Preeclampsia
Infecciones VIH, glomerulonefritis postinfecciosa

Sindrome de Alport, enfermedad de Fabry,
enfermedad de Graves-Basedow, glomeruloesclerosis
segmentaria y focal familiar, anemia drepanocitica,
sindrome nefrético congénito

Colitis ulcerativa crdénica inespecifica, sarcoidosis,
amiloidosis, reflujo vesicoureteral, hipertensién
arterial vasculorrenal, necrosis papilar, obesidad
morbida, nefropatia crénica del injerto,
hipotiroidismo, infecciones (bacterianas, virales,
parasitarias y fungicas), neoplasias

Otras patologias

Tabla 1. Etiologia del sindrome nefrético en adultos [8].
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1.5.Diagndstico. Biopsia renal

La aproximacién diagndstica inicial de un paciente con sindrome nefrdtico se basa en
una evaluacion de los datos clinicos y analiticos. Cuando se identifica una enfermedad
sistémica como causa del sindrome nefrdtico no suele ser necesario el estudio
histoldgico. Por el contrario, si los datos clinicos no revelan una causa clara, la biopsia
renal es la Unica opcidon para obtener el diagndstico definitivo, asi como para

establecer el prondstico y decidir el tratamiento mas adecuado.

La biopsia renal mediante puncion percutanea dirigida con ecografia en tiempo real es
la técnica de eleccidn para el estudio y diagnéstico de las enfermedades renales [23].
Se trata de una técnica invasiva, y aunque en la mayoria de los casos no hay
complicaciones, siempre existe un cierto riesgo, por lo que debe indicarse de forma
individualizada a cada paciente. Las complicaciones mas frecuentes son hemorragias e
infecciones [24,25]. Ademas, la biopsia renal esta contraindicada en pacientes con
algun trastorno de la coagulacion, con un sdlo rifidn, rifiones de tamafio reducido o
con alguna anomalia anatdmica, asi como en pacientes con obesidad modrbida,

infeccion urinaria, poliquistosis o HTA mal controlada [26].

En el caso de las glomerulonefritis las lesiones histoldgicas suelen localizarse en los
glomérulos, aunque también pueden observarse lesiones tubulointersticiales. La
gravedad de las lesiones se establece segun el nimero de glomérulos lesionados y del

grado de destruccion.
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La evaluacidn histopatoldgica del tejido obtenido requiere el empleo de microscopia

Optica y electrénica y de un examen con técnicas de inmunofluorescencia.

Microscopia dptica

Las tinciones clasicas que se utilizan en la microscopia éptica son hematoxilina-eosina y
la reaccién del acido periddico de Schiff (PAS), que es particularmente util para evaluar
la celularidad y la expansion de la matriz. Otras tinciones mas especificas incluyen la
tincion de plata y la tincidn tricromica. La tincion de plata tifie de negro la membrana
basal glomerular y puede revelar un doble contorno de esta membrana debido a un
cumulo de material celular o un aumento de la matriz mesangial que no seria
detectable con otras técnicas. La tincidon tricrdmica permite detectar areas con
formacion de cicatrices, que se tifien de azul, asi como depdsitos inmunes, que se

tifen de rojo.

Microscopia electrénica
Permite visualizar alteraciones en la estructura de la membrana basal, en los pedicelos
de los podocitos, asi como depdsitos densos de inmunocomplejos o la presencia de

cadenas de proteinas anormales.

Inmunofluorescencia

Se utilizan anticuerpos frente inmunoglobulinas 1gG, IgA e IgM, diferentes
componentes del sistema del complemento, generalmente Clqg, C3 y C4, y otras
proteinas, como fibrindgeno y albumina, que permiten saber si en la patogenia de la

enfermedad interviene la respuesta inmune. La inmunofluorescencia permite
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identificar la naturaleza de los depdsitos inmunolégicos asi como su distribucidn,

intensidad, localizacién, y caracteristicas morfoldgicas.

La precision en la evaluacién de la biopsia aumenta a mayor tamafio de tejido extraido.
No existe un criterio absoluto sobre cudles son los requisitos minimos para considerar
una biopsia renal como adecuada para el diagnéstico, pero suelen ser necesarios
varios cilindros de tejido, de aproximadamente 1,2 - 1,4 mm de grosory 9 - 12 mm de
longitud, para poder estudiar entre 10 y 15 glomérulos. Si la muestra obtenida es
pequefia y contiene pocos glomérulos las lesiones focales pueden pasar
desapercibidas, y en los cortes transversales se pueden pasar por alto las lesiones

segmentarias, lo que resultaria en un diagnéstico final equivoco.

En esta tesis nos centramos en dos glomerulonefritis primarias, la NCM y la GSF, por lo
gue a continuacion se describe brevemente en qué consisten, siempre en referencia a

la poblacién adulta.

1.6.Nefropatia por cambios minimos

La NCM supone un 15 —20% de los casos de sindrome nefrdtico en la poblacion adulta,
sin predileccidén de género [27,28]. Cabe decir que esta patologia es la principal causa

de sindrome nefrético en nifios, representando casi el 90% de los casos [29].

La etiologia de la NCM es todavia desconocida, pero se le atribuye un posible origen
inmunolégico. En 1974, Shalhoub sugirid que la lesion de la barrera de filtracién

glomerular era debida a la produccion de una linfocina producida por los linfocitos T
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[30]. Desde entonces, otros estudios han demostrado la existencia de alteraciones de
la respuesta inmunitaria, especialmente en las células T, y se ha sugerido que la NCM
podria ser la consecuencia de una alteracién primaria en la funcidon de estas células
[31,32]. Sin embargo, a pesar de las evidencias de la implicacion del sistema
inmunoldgico en la patogenia de la NCM, hasta la fecha no se han identificado ni los
mediadores ni los mecanismos de lesion podocitaria. Estudios mas recientes han
propuesto algunas moléculas como posibles biomarcadores relacionados con el
diagndstico, la monitorizacién de la actividad o la respuesta al tratamiento. Estas

moléculas se describirdn mas adelante (pag. 56).

En raras ocasiones, la NCM es secundaria a enfermedades como el linfoma de Hodgkin
y a otros linfomas o a tumores sélidos, e incluso puede estar asociada al consumo de

drogas o a alergias.

El cuadro clinico de la NCM es un sindrome nefrdtico puro, de inicio abrupto. Estos
pacientes presentan las caracteristicas descritas anteriormente para el sindrome
nefrético, es decir, proteinuria de rango nefrético, hipoalbuminemia y edema. La
proteinuria es selectiva, es decir, pierden principalmente albimina y otras proteinas de

bajo peso molecular.

En una cuarta parte de los pacientes con NCM se da una remisidn espontanea, pero es
complicado conocer el curso natural de la enfermedad ya que los pacientes son
tratados inmediatamente tras ser diagnosticados. El tratamiento incluye medidas para
el tratamiento inespecifico del sindrome nefrético, asi como un tratamiento especifico

de la enfermedad. Los corticoides son el tratamiento de eleccién; la mayoria de
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pacientes muestra una respuesta excelente y sélo un minimo porcentaje muestra
algln tipo de resistencia y rara vez no responden al tratamiento. Las guias KDOQI
recomiendan tratar el primer episodio con altas dosis de prednisona (1 mg/kg/24h) via
oral. Si esta dosis es tolerada se mantiene hasta conseguir la remisién completa [33]. A
las 10 semanas se observa remisidon en un 40 - 75% de los pacientes adultos. Una vez
conseguida la remisidn, se sugiere ir disminuyendo la dosis de prednisona de manera

progresiva [33].

Se dan casos de recaidas, dependiendo de la edad (a menor edad, mayor riesgo) y del
tiempo de terapia desde la remision hasta su suspensién (a mayor tiempo, menor
riesgo). Estas recaidas, que pueden ser espontaneas o bien desencadenadas por algun
proceso infeccioso o alérgico, suelen tratarse como un primer episodio, aunque esto
supone someter al paciente a elevadas dosis de corticoides. Una alternativa es el uso
de inmunosupresores como la ciclofosfamida, con remisiones en el 66 - 75% de los
casos, pero estos farmacos aumentan la predisposicién a infecciones y reducen la
fertilidad. En casos de pacientes que no responden a la ciclofosfamida o que quieren
preservar su fertilidad, se recomienda el tratamiento con inhibidores de la calcineurina
(ciclosporina y tacrolimus) alcanzandose remisiones en el 50 - 75% de los casos [33]. En
pacientes intolerantes a los corticoides, a la ciclofosfamida y a los inhibidores de la

calcineurina se recomienda el uso de micofenolato mofetil.

Aunque el prondstico de la NCM es excelente, puede asociarse a una importante

morbilidad debido a la intensidad del sindrome nefrético, que puede conducir a
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insuficiencia renal aguda, a aterosclerosis o a episodios infecciosos. La mortalidad en

estos pacientes oscila entre el 6 y el 10% [34].

Para el diagnéstico histoldgico, el hallazgo caracteristico de la NCM es la ausencia de
lesiones significativas en el glomérulo. La microscopia dptica revela glomérulos
normales, sin alteraciones en su estructura. Es frecuente la hipertrofia de podocitos,
pero es una lesion muy sutil y no siempre es reconocible (Figura 3). Las células
epiteliales y los tubulos proximales pueden tener vacuolas claras como resultado de la
reabsorcion de lipoproteinas, de ahi la antigua denominacion de la NCM como nefrosis
lipoidea. A parte de estas lesiones, los tubulos, intersticio y vasos son estrictamente
normales. La presencia de fibrosis intersticial y atrofia tubular, sobre todo en casos de
sindrome nefrotico corticorresistente, debe hacer sospechar de otras entidades como

la GSF.

Los estudios por inmunofluorescencia son generalmente negativos, pero en ocasiones
pueden observarse débiles depdsitos mesangiales de factores del complemento e
inmunoglobulinas (IgA, 1gM o C3). Las alteraciones mds patentes y caracteristicas de
esta entidad se observan mediante el microscopio electréonico, que revela un
borramiento o fusion difusa de los pedicelos de los podocitos, debida a un cambio
estructural en su citoplasma. Se observa una aposicién directa de los podocitos sobre
la membrana basal glomerular. En la superficie del citoplasma de los podocitos se
aprecian signos de transformacion vellositaria. En el citoplasma pueden observarse
vacuolas o inclusiones proteicas. La membrana basal es de grosor normal con ausencia

de alteraciones. No se detectan depdsitos electrodensos.
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Fig. 3. Estudio histoldgico de la biopsia renal de un paciente con NCM. a) Microscopio 6ptico. No se
observan lesiones en los glomérulos y no hay un aumento de la celularidad ni del grosor de la
membrana basal (Hematoxilina-Eosina, 400x). La inmunofluorescencia es negativa; b) Microscopio
electrénico. Se observa un borramiento de los pedicelos de los podocitos. (Imagen adaptada de
http://library.med.utah.edu/)

1.7.Glomeruloesclerosis segmentaria y focal

La GSF representa el 40% de los casos de sindrome nefrético en adultos [35]. Se
clasifica en primaria (idiopdtica) o secundaria, en funciéon de si se conoce o no la
etiologia. Las GSF secundarias incluyen las formas familiares, en las que hay
mutaciones en genes que codifican para proteinas estructurales del podocito, como la
podocina y la a-actinina-4, y las formas debidas a infecciones viricas o a toxicidad por

farmacos [36].

La etiologia de la GSF primaria es desconocida. Se ha propuesto un origen
inmunolégico debido a que algunos enfermos responden al tratamiento con

corticoides e inmunosupresores, pero no se ha podido demostrar.

Existen otros argumentos clinicos que hacen sospechar de la existencia de un factor

circulante permeabilizador capaz de lesionar el podocito [37]. Uno de estos
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argumentos son las recidivas a las pocas horas o incluso minutos de realizar un
trasplante renal en enfermos con GSF primaria y la desaparicién de la proteinuria
cuando los mismos rifiones son retrasplantados a un paciente sin la enfermedad
[38,39]. También apoya esta teoria la eficacia de la plasmaféresis en los casos de
recurrencia de la proteinuria tras el trasplante y la evidencia de transmisidon del
sindrome nefrético de madre con GSF al recién nacido [40-42]. Refuerza la teoria de
este factor el hecho de que la inyeccion de suero de pacientes con GSF primaria podia
inducir proteinuria en ratas y que este suero podia causar alteraciones en la
permeabilidad de glomérulos in vitro. Sin embargo, y a pesar de multiples
investigaciones en las ultimas décadas, no se ha conseguido identificar este misterioso

factor permeabilizador.

Las formas primarias de la GSF suelen iniciarse entre los 30 — 40 anos y predominan en
el género masculino. El cuadro clinico tipico es un sindrome nefrdtico de inicio mas
bien agudo y habitualmente impuro, es decir, con cualquier rango de proteinuria,
asociada en mas de la mitad de los casos a hematuria microscépica e HTA. Un 30% de

estos pacientes muestran algln grado de insuficiencia renal.

La GSF primaria muestra remisiéon espontanea en menos del 5% de los pacientes,
siendo habitual que evolucione a insuficiencia renal, a una velocidad que depende del
grado de proteinuria, de la funcion renal y de la respuesta al tratamiento. La
supervivencia renal después de 9 afios es mayor del 95% cuando la proteinuria es de

rango no nefrotico y de un 50% cuando es de rango nefrético.
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El tratamiento de la GSF incluye medidas para el tratamiento inespecifico del sindrome
nefrético, asi como un tratamiento especifico. Las guias KDOQI recomiendan el
tratamiento con prednisona a dosis altas (1 mg/kg/24h) durante 2 6 3 meses, con
pautas decrecientes hasta completar los 6 meses si hay una buena respuesta [33]. Los
inconvenientes de este tratamiento son los frecuentes y severos efectos adversos que
conllevan y la dificultad para saber qué pacientes responderan al tratamiento ya que, a
largo plazo, la mayor parte de estos enfermos sufre recidivas y desarrolla
corticodependencia o corticorresistencia. En estos casos se aconseja el uso de
inhibidores de la calcineurina, pero con un riesgo de potencial nefrotoxicidad a largo

plazo [33].

Para el diagndstico histoldgico, el hallazgo caracteristico de la GSF es la presencia de
lesiones hialinas en algunos capilares (lesion segmentaria) de algunos glomérulos
(lesion focal) (Figura 4). El nimero de glomérulos afectados y el tamario de las lesiones
son proporcionales al grado de proteinuria. En los segmentos afectados, los capilares
estdn obstruidos por un cumulo de células de la matriz mesangial y por depdsitos
hialinos, y se pueden observar adherencias del ovillo glomerular a la cdpsula de

Bowman.

Dado que la afectacién es focal, los glomérulos no afectados se ven aparentemente
normales y esto puede inducir a errores en las fases iniciales y confundirse con una
NCM. A medida que progresa la enfermedad, el porcentaje de glomérulos esclerosados

aumenta y comienzan a aparecer lesiones de atrofia tubular y fibrosis intersticial.
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El estudio de inmunofluorescencia no da un patrén en concreto. Pueden observarse
depdsitos granulares grandes e irregulares de IgM y/o C3 en las zonas de hialinosis,

pero no suelen encontrarse otras inmunoglobulinas ni fracciones del complemento.

La microscopia electrénica muestra lesiones similares a la NCM, siendo también el
signo mas tipico el borramiento o fusién difusa de los pedicelos de los podocitos. Se
observa ademas expansién mesangial y depdsitos densos (hialinosis) en los capilares
que se encuentran obstruidos. Los podocitos se observan vacuolados y la membrana

basal es de grosor y aspecto irregular.

Fig.4. Estudio histolégico de la biopsia renal de un paciente con GSF. a) Microscopio dptico. Se evidencia
esclerosis avanzada en un segmento de la zona central del glomérulo (Hematoxilina-Eosina, 400x); b)
Microscopio electronico. Se observa un borramiento de los pedicelos de los podocitos. (Imagen
adaptada de http.//library.med.utah.edu/)
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2. PROTEOMICA

El Proyecto Genoma Humano reveld que el genoma humano estaba constituido por
aproximadamente 3 x 10° pares de bases o nucleétidos, almacenados en 23 pares de
cromosomas. Se secuenciaron aproximadamente 25.000 genes que codifican para
proteinas, lo que representa un 1,5% del genoma, mientras que el resto son secuencias
repetidas de ADN que no codifican para nada y otras secuencias de ADN que codifican

para ARN no codificante, secuencias reguladoras e intrones [43,44].

La finalizacién de este Proyecto abrié paso a la actual era post-gendmica, donde
empezaron a evolucionar a pasos agigantados nuevos campos de investigacion como la
gendmica funcional, la gendmica comparativa, la transcriptémica, la metabolémica y la

protedmica.

La protedmica se define como la ciencia que estudia el proteoma, término introducido
por primera vez por Wilkins en 1994 para referirse al conjunto de proteinas que se
expresan a partir de un genoma, en un momento determinado y bajo unas condiciones
concretas de tiempo y ambiente [45]. A diferencia del genoma, que es siempre el
mismo en cada célula durante toda la vida, el proteoma es un elemento
extremadamente dinamico, sufre variaciones dentro de un mismo organismo, tejido,
célula o compartimiento subcelular, y en respuesta a factores ambientales y
fisioldgicos como la edad, situaciones de estrés, agentes toéxicos, farmacos u

hormonas.
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El estudio del proteoma es una labor dificultosa debido al elevado numero de
proteinas existentes. Dado que un sdlo gen puede codificar para multiples proteinas,
se estima que el proteoma tiene un orden de magnitud mas complejo que el genoma.
Esta complejidad es debida principalmente al proceso de splicing o corte y empalme
alternativo de los ARNm que codifican para proteinas, que hace que de los 25.000
genes codificantes en un ser humano puedan generarse hasta un millén de proteinas
distintas [46,47]. Ademas, una vez sintetizadas, las proteinas pueden sufrir
modificaciones en su estructura o en su secuencia basica por procesos proteoliticos,
asi como modificaciones post-traduccionales, las cuales sirven para modificar o
modular la actividad, funcion o localizaciéon de una proteina en diferentes contextos
fisioldgicos o metabdlicos (Figura 5). Se han documentado hasta 200 diferentes
modificaciones post-traduccionales, que incluyen metilaciones, fosforilaciones vy
acetilaciones, lo cual explica la enorme complejidad del entorno proteico dentro de la

célula.

El proteoma es mucho mas informativo que el genoma sobre el estado fisioldgico de
un organismo, si tenemos en cuenta que son las proteinas, y no el ADN, las principales
moléculas efectoras en la célula, las que poseen funciones estructurales, enzimaticas,

metabdlicas, reguladoras y sefializadoras.
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Fig. 5. Durante el proceso de splicing alternativo se producen diferentes recombinaciones de los exones
de un gen, de forma que se pueden generar varios mRNA y consecuentemente, varias proteinas a partir
de un mismo gen. Estas proteinas pueden sufrir posteriormente distintos tipos de modificaciones post-
traduccionales. Estos mecanismos explican la falta de equivalencia entre el genoma y el proteoma de un
organismo [46].

La aplicacion de técnicas protedmicas en campo de la medicina se denomina
protedmica clinica, cuyo principal objetivo es el descubrimiento de nuevos
biomarcadores, es decir, caracteristicas que se miden y evallan objetivamente como
indicadores de procesos bioldgicos normales, procesos patogénicos o respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica [48]. Estos biomarcadores podrian
servir para establecer el diagndstico y prondstico de las enfermedades asi como para

determinar la eficacia de un tratamiento farmacoldgico. Un biomarcador ideal es aquel

gue se encuentra en una muestra bioldgica que puede obtenerse de forma no invasiva.
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2.1.Tecnologia protedmica

Existen gran variedad de estrategias para llevar a cabo un analisis protedmico.
Generalmente, el disefio experimental de un analisis protedmico consta de las
siguientes etapas: preparacion y fraccionamiento de la muestra, analisis por

espectrometria de masas (MS, mass spectrometry) y analisis informatico de los datos.

2.1.1. Preparacion y fraccionamiento de la muestra

La preparacion de la muestra antes de su analisis es uno de los puntos criticos de los
estudios protedmicos. Los factores preanaliticos son aquellos que tienen lugar antes
del analisis de la muestra, e incluyen la recoleccidon, el procesamiento y el
almacenamiento de la misma. Estos factores pueden hacer variar significativamente el
resultado final del analisis [49]. Por ello, las muestras utilizadas en un experimento
protedmico deben ser manejadas con maximo cuidado para evitar cualquier tipo de
contaminacién. Ademas, muchos de los agentes quimicos utilizados en el analisis
deben ser cuidadosamente eliminados de la muestra antes de su andlisis por MS, ya

gue su presencia puede influir en los resultados finales.

La mayoria de muestras bioldgicas son mezclas muy complejas de proteinas que no
pueden ser analizadas directamente, por lo que el fraccionamiento es un paso crucial
en todo experimento protedmico. El fraccionamiento permite incrementar el numero
de proteinas identificadas y favorece la deteccién de aquellas presentes en menor
cantidad. Existen numerosas técnicas para este fin, entre las que destacan la
tecnologia de esferas magnéticas, la electroforesis bidimensional en gel y la

cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC.
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Esferas magnéticas

Son microparticulas magnéticas de tamafio uniforme y recubiertas con diferentes
superficies que permiten la adsorcidon de péptidos y/o proteinas. La union a las esferas
se da mediante diferentes mecanismos, como son la fase reversa, el intercambio

catidénico o la afinidad por iones de cobre [50].

Este tipo de fraccionamiento se utiliza fundamentalmente para realizar sofisticados

estudios de perfiles de péptidos y proteinas (Figura 6).

Muestra biologica

Fraccionamiento
\ ESFERAS
MAGNETICAS

ENFERMOS

Espectrometria de Masas .
P @ Creacion de
SANOS

perfiles peptidicos

v

Anilisis bioinformatico

S Mascot Search Resules

Identificacién de

biomarcadores

Fig. 6. Proceso para llevar a cabo estudios de perfiles peptidicos. Se utilizan esferas magnéticas para el
fraccionamiento de las muestras previo al andlisis por espectrometria de masas. El andlisis
bioinformatico permite la creacién de modelos de clasificacion asi como a la identificacién de posibles
biomarcadores.
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Electroforesis bidimensional y tecnologia 2D-DIGE

La electroforesis bidimensional (2DE, two-dimensional gel electrophoresis) permite la
separacion de mezclas complejas de proteinas con una gran capacidad resolutiva. Esta
técnica fue desarrollada en los afios 70 de manera independiente por tres grupos
distintos [51-53], pero su uso no generalizé hasta los afios 80 con la introduccidn de
una técnica para generar gradientes de pH inmovilizados (IPG, Immobilized pH
Gradients) que permitid aumentar la reproducibilidad entre geles y la creacién de

bases de datos de geles bidimensionales, disponibles actualmente en Internet [54,55].

La electroforesis bidimensional consiste en la aplicacion sucesiva de dos tipos de
electroforesis sobre una misma muestra. En primer lugar, se aplica un
isoelectroenfoque (IEF) que separa las proteinas en funcidon de su punto isoeléctrico
(PI) en un gradiente continuo de pH. Las proteinas son moléculas anfotéricas que
pueden estar cargadas positiva o negativamente dependiendo del pH del medio en el
qgue se encuentran. El Pl corresponde al pH en el cual la proteina tiene una carga neta

igual a cero (Figura 7).

En la electroforesis, las proteinas se cargan en un gradiente de pH al que se aplica un
campo eléctrico. De esta manera migran hasta alcanzar el pH equivalente a su PI,
donde pierden toda carga y dejan de moverse. Si una proteina migra mas alld de su P,
inmediatamente gana carga y retrocede hasta su Pl. Es lo que se denomina efecto
“enfoque” de la técnica de IEF, y es lo que permite separar proteinas aunque la

diferencia entre sus cargas sea minima.

40



Introduccidn

COOH COO COO
’ ¢ /
—~NH;' /NH"+ _-NH,
COOH COO CO0O
~ - ~
\ NHJ* \N[_13+ N NI]!
pH<PI pH=PI pH>PI
Carga
neta
i;‘ Punto
+2 isocléctrico (PI)
+1
l 1 l
| | |
-1 3 4 5
29
4
-4

Fig. 7. Diagrama de la carga neta de una proteina con respecto al pH de su entorno. El punto de
interseccién de la curva en el eje de las x representa el punto isoeléctrico de la proteina. Una proteina
en un medio con pH inferior a su punto isoeléctrico se encuentra cargada positivamente, y a la inversa.

La segunda electroforesis, que se lleva a cabo en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel

Electrophoresis), separa las proteinas segun su masa molecular (Figura 8).

Para visualizar las proteinas en el gel existen diferentes métodos de tincion, siendo el
mas sensible la tincidon con plata [56]. El movimiento de las proteinas en la segunda
electroforesis es perpendicular a la primera, por lo que el resultado es un mapa de
manchas o spots distribuidos en dos dimensiones. Se puede asi llevar a cabo un analisis

cuantitativo basado en la intensidad de la sefial de las manchas.
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Fig. 8. Electroforesis bidimensional. Esta técnica se basa en la aplicacion sucesiva de dos electroforesis
para separar una mezcla de proteinas segln su punto isoeléctrico (primera dimensidn) y su masa
molecular (segunda dimensién).

Las proteinas de interés pueden ser extraidas del gel y preparadas para su
identificacion. Para ello, se lleva a cabo la digestiéon directa de la mancha usando
proteasas, se analizan los péptidos obtenidos mediante MS y se obtiene la huella
peptidica de la proteina [57]. La identificacion mediante huella peptidica se detalla mas

adelante.

La 2DE presenta diversas ventajas entre otras destaca el hecho de que permite
visualizar directamente el mapa de manchas del proteoma estudiado, a diferencia de
los métodos de fraccionamiento cromatografico, que se explicardn a continuacion. Sin
embargo, una de las limitaciones de la 2DE es que la reproducibilidad se ve disminuida

por factores como las desigualdades en la polimerizacion de la acrilamida, en la
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temperatura y en la potencia. Esto hace que imdgenes de geles diferentes no puedan

ser facilmente superpuestas y comparadas.

La electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE, two-dimensional
differential in gel electrophoresis) permite llevar a cabo andlisis comparativos y se basa
en un marcaje fluorescente de las proteinas previo a la electroforesis [58,59]. Se
utilizan colorantes derivados éster de las cianinas fluorescentes Cy3, Cy5 y Cy2, que
tienen diferentes espectros de excitacion y emision. Estos colorantes se unen al

extremo amino terminal de las lisinas de las proteinas a través de un enlace amida.

Marcaje fluorescente Lectura a
diferentes A
Muestra #1 Electroforesis
bidimensional
Muestra #2 .

Pool de muestras
‘Estindar interno’

Fig. 9. Esquema de la técnica 2D-DIGE. Las proteinas de muestras distintas son marcadas con
fluoréforos diferentes. Las muestras se mezclan y se separan en un mismo gel.
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Lo mas interesante de esta técnica es que varias muestras se tifien con colorantes
diferentes y posteriormente se mezclan y se someten a la electroforesis en un mismo
gel, lo que incrementa al maximo la reproducibilidad y la fiabilidad del analisis de

expresion diferencial entre muestras (Figura 9).

Cromatografia liquida
La cromatografia liquida (LC, liquid chromatography) es una técnica de
fraccionamiento utilizada para separar los componentes de una mezcla segun las

propiedades fisicas y/o quimicas de éstos.

En la LC, los solutos se separan al ser arrastrados por una fase maévil liquida que fluye a
través de una columna cromatografica, que contiene una fase estacionaria. Al
introducir la muestra en la corriente de la fase mdvil, sus componentes avanzan a lo
largo del sistema a una velocidad que depende de su afinidad por cada una de las
fases. Una vez terminado el recorrido de la muestra por la columna, cada componente
eluye a un tiempo diferente, ya que los componentes que son fuertemente retenidos
por la fase estacionaria se mueven mas lentamente, mientras que los que son

retenidos mas débilmente avanzan con mayor rapidez.

Existen diferentes tipos de LC, dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria.
Son las mas utilizadas la cromatografia de adsorcién, de intercambio idnico, de fase

reversa, y de exclusion molecular.

Esta técnica puede utilizarse como un paso de purificacién previo o posterior a la

electroforesis bidimensional o como una alternativa a la misma.
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La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, high-performance liquid
chromatography) fue desarrollada para aumentar la eficacia de la separacién e
incrementar la resolucion de la LC. En este tipo de cromatografia se impulsa la fase
movil con un sistema de bombeo de alta presion, pudiendo asi utilizar una fase
estacionaria muy compacta, con un tamafio de particula mucho mas reducido (2 y 5

pum) que en la LC cldsica (150 - 200 pm).

En la cromatografia multidimensional de identificacion de proteinas (MudPIT,
multidimensional protein identification technology) se combinan distintas columnas de
cromatografia, dispuestas de manera secuencial, con la MS en tandem. Esta técnica
supera a las técnicas basadas en gel, en rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y

aplicabilidad a diferentes muestras y condiciones [60-62].

Se han desarrollado técnicas de marcaje isotdpico de proteinas para compensar la falta
de informaciéon cuantitativa, como ICAT (/sotope-coded affinity tags: marcaje de
afinidad codificado por is6topos) e iTRAQ (/sotope tags for relative and absolute
quantitation: marcaje isobarico para cuantificacion relativa y absoluta). En estas
técnicas se marcan las proteinas de distintas muestras con diferentes moléculas que
difieren en uno o varios daltons de masa, lo que permite detectarlos diferencialmente

por MS con resultados mas precisos y reproducibles [63].

2.1.2. Analisis por espectrometria de masas

La MS emergié durante la década de los 70 del siglo pasado con la aparicion de

diversas técnicas de ionizacién suave, como la desorcién por campo eléctrico, la
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desorcion por plasma y la ionizacién por bombardeo con atomos rdpidos [64,65], que
constituyeron las herramientas basicas para el andlisis y secuenciacidon de péptidos
durante mas de una década. Posteriormente, ya en los afios 90, aparecieron dos
métodos de ionizacién suave, el electrospray (ESI, Electrospray lonization) y la
ionizacidon/desorcion por laser asistida por matriz (MALDI, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization), que han sido los pilares basicos de la MS en la protedmica

contemporanea.

La MS es una tecnologia analitica de gran potencia y precision, en la que tiene lugar la
ionizacion en fase gaseosa de los compuestos analizados para ser separados en funcién
de su relacion masa/carga (m/z), lo que permite averiguar su masa molecular con gran

precision [66].

El espectrdmetro de masas estd compuesto por tres elementos basicos: fuente de
ionizacion, analizador de masas y detector (Figura 10). Ademas de estos componentes,
para que el anadlisis pueda llevarse a cabo con éxito, se requiere de un sistema o
bomba de vacio, para crear en el interior del espectrometro un ambiente de alto vacio,

de forma que los iones hagan su recorrido hasta el detector sin sufrir colisiones.

La fuente de ionizacién es la parte del espectrometro que convierte las moléculas en
iones en fase gaseosa para que pasen al analizador de masas. Existen multiples
métodos de ionizacién, pero sélo los métodos de ionizacién suave permiten el andlisis

de biomoléculas, éstos son MALDI y el ESI.
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Fig. 10. Esquema de los elementos principales de un espectrémetro de masas: Fuente de ionizacidn,
analizador de masas y detector de iones. Las sefiales captadas por el detector se integran por un sistema
informatico que genera los espectros de masas.

— MALDI. Desarrollado a finales de los afos ochenta [64]. El analito se mezcla con
una matriz organica ionizable, como el acido sinapinico o el acido a-ciano-4-
hidroxicinaminico, en presencia de un disolvente orgdnico. Esta mezcla se deposita
en una placa metalica, denominada placa MALDI, y se deja secar. Al evaporarse el
disolvente, la matriz co-cristaliza junto con el analito y es entonces cuando la placa
se introduce en la cdmara de ionizacion del espectrémetro de masas. En esta
camara se hace el vacio y se incide la placa con pulsos de laser de una longitud de
onda en la cual la matriz tiene maxima absorcion. Se produce asi la desorcion de la
mezcla, la matriz absorbe la energia del laser y la transfiere al analito via

transferencia de protén. Como resultado de este proceso se producen iones del
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analito en fase gaseosa, la mayoria de ellos con una sola carga positiva. Una vez la
muestra ha sido ionizada, el haz de iones es enfocado y dirigido hacia el analizador

de masas, que separa los iones por su relacién m/z.

La formacién de iones en MALDI es pulsante por lo que se suele utilizar acoplado a

analizadores tiempo de vuelo (TOF, time of flight), que se describen mas adelante.

La desorcidn-ionizacién mediante laser de superficie (SELDI, Surface-enhanced
laser desorption/ionization) es una variante tecnoldgica de MALDI en la que los
péptidos y/o proteinas interaccionan con diferentes soportes cromatograficos

antes de ser ionizados por el laser.

ESI. Surgid en la década de los ochenta [67,68] y en el afio 2002 se concedid el
premio Nobel de Quimica a John Bennett Fenn y Koichi Tanaka, desarrolladores de
este método suave de ionizacidon para el andlisis de macromoléculas bioldgicas por

espectrometria de masas [69].

Se trata de una técnica de ionizacidn a presidn atmosférica en la que la muestra se
encuentra en solucion y se hace pasar a través de un fino capilar metalico, a cuya
salida se produce una nebulizacién al aplicar un fuerte campo eléctrico. De esta
manera, salen del capilar unas microgotas cargadas de analitos en forma de
espray, las cuales se evaporan rapidamente bien por un proceso de desorcién del
campo eléctrico o de evaporacion del solvente, liberando los péptidos y/o
proteinas protonados a la fase gaseosa. Los iones generados son posteriormente

acelerados en un campo eléctrico hacia el analizador de masas [67,68].
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ESI es especialmente util produciendo iones de macromoléculas ya que evita su

propension a fragmentarse al ser ionizadas

Tras la ionizacidn, los iones entran en el analizador de masas donde son sometidos a
campos magnéticos y/o eléctricos que los separan segln su relacidn m/z. Los

analizadores mas utilizados son:

— TOF. Este analizador se basa en el hecho de que los iones acelerados por un
campo eléctrico adquieren distintas velocidades segun el valor de su relacion m/z
y por lo tanto tardan distinto tiempo en recorrer una determinada distancia.
Considerando constantes la carga y la energia cinética de los iones formados en la
fuente de ionizacidn, la medida del tiempo de vuelo permite determinar de forma
muy precisa la masa de cada uno de estos iones. El tiempo que tardan lo mide un
reloj que se activa por el pulso de laser. Estos analizadores pueden incorporar un
reflectron, que es un espejo electrostatico que permite aumentar la resolucién y

mejorar la separacion de los iones.

El analizador TOF separa y detecta el pagquete completo de iones procedente de la
fuente de ionizacion, y esta especialmente indicado para técnicas de ionizacion de
caracter pulsante como el MALDI. Los espectrometros de masas tipo MALDI-TOF
son los mas utilizados para el analisis de péptidos y proteinas ya que ofrecen
importantes ventajas frente a otros espectrometros (Figura 11). En primer lugar,
su tiempo de analisis es muy corto, pueden analizar cientos de muestras en pocos

minutos. Por otra parte, no existen limitaciones en la masa de los iones que puede
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ser analizados, estos pueden ser desde péptidos de pocos aminodcidos a proteinas

de muy elevado peso molecular [64].

Cuadrupolo. Este analizador consiste en cuatro barras paralelas de seccidn
hiperbdlica en la cara interna, generalmente de unos 15-20 cm de largo y 0,5 cm
de radio, separadas entre si unos 2 c¢cm, a las que se aplica un potencial de
corriente continua y un potencial alterno de radiofrecuencia superpuesto que
crean en su interior un campo denominado cuadrupolar. Los iones generados en la
fuente atraviesan longitudinalmente el espacio limitado por estas barras para
incidir en el detector. Estos iones, que entran en el analizador a una energia de
unos pocos electronvoltios, son sometidos al efecto del campo cuadrupolar que
los hace oscilar y los desvia en funcion de su valor m/z de forma que para una
combinacion de potenciales sélo los iones en un estrecho rango de valores m/z

llegan hasta el detector.

Los analizadores de cuadrupolo actian por tanto como filtros de iones y los
espectros de masas en estos sistemas se obtienen mediante un barrido del
potencial aplicado a las barras. En consecuencia, en cada instante sélo una
pequeiia fraccidon del total de iones es monitorizada mientras que el resto se

desecha.

Trampa idnica. Este tipo de analizador permite el aislamiento de iones dentro de
una camara de pequefio tamaifo utilizando campos eléctricos (Orbitrap) o
magnéticos (Resonancia ciclotrénica de iones mediante transformada de Fourier,

FT-ICR). La trama idnica consiste en un espacio tridimensional definido por las
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superficies hiperbdlicas de tres electrodos: un anillo circular central y dos tapas
laterales, estas ultimas provistas en su centro de pequefios agujeros para la
entrada de los iones a la fuente y su salida hacia el detector. Los iones generados
en la fuente entran en la trampa por el anillo superior y, al ajustar el voltaje de los
electrodos, los iones de una determinada m/z quedan retenidos en el electrodo
central. Mediante un cambio en el voltaje se permite una expulsidn selectiva de

los iones hacia el detector.

El detector de iones genera unas senales que son proporcionales a la abundancia
relativa de cada ion. Estas sefiales son integradas por un sistema informatico que
genera graficos de abundancia relativa de los iones frente a m/z, denominados
espectros de masas. Existen varios tipos de detectores, como la caja de Faraday, el

multiplcador de electrones vy la placa fotografica.
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Fig. 11. Principales componentes de un espectrometro de masas tipo MALDI-TOF. Un haz de laser
irradia la muestra mezclada con matriz sobre la placa MALDI, ionizando y vaporizando los péptidos.
Estos son acelerados por un campo eléctrico que los dirige al analizador de masas a través del tubo de
vuelo. Las diferencias iniciales de energia son corregidas mediante el reflector y los iones llegan
finalmente al detector.

2.1.3. Identificaciéon de las proteinas

Los métodos mas utilizados en la identificacion de proteinas son:

Huella peptidica (PMF, Peptide Mass Fingerprinting)

Es el conjunto de fragmentos peptidicos que se obtienen tras la digestion de las
proteinas con una enzima determinada, tipicamente la tripsina, que corta
especificamente después de los residuos basicos de lisina y arginina [57,70,71]. De esta
manera, la huella peptidica es caracteristica de cada proteina, depende de la proteasa

utilizada y puede utilizarse para su identificacion [72]. Esta identificacion se realiza al
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comparar las masas de los fragmentos peptidicos obtenidos mediante MS con los
valores calculados de la digestion virtual de multitud de proteinas conocidas que se

recogen en diferentes bases de datos como NCBInr, MSDB o Swissprot.

Las bases de datos pueden ser rastreadas mediante motores de busqueda, como por
ejemplo Mascot, que evallan y ordenan los resultados de acuerdo con un sistema de

puntuacion, como el denominado Molecular Weight Search o MOWSE.

Al comparar la huella experimental con la virtual se genera un listado de posibles

proteinas candidatas, ordenadas segun el nivel de identidad (puntuacién).

PMF suele utilizarse Unicamente para identificar proteinas puras o de mezclas poco
complejas, de dos o tres proteinas. Es por esto, que suele ser el tipo de analisis mas

indicado en la identificacion de los spots de los geles bidimensionales.

La técnica de MS mas utilizada para realizar analisis por PMF es MALDI-TOF.

Secuenciacion de péptidos mediante espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

Mediante el uso de dos analizadores de masas dispuestos en tandem, se aisla en uno
de ellos un i6n de una determinada m/z, denominado ién precursor, el cual se
fragmenta por procesos de colision con un gas inerte y sus fragmentos pasan al
siguiente analizador [73]. El patrén de fragmentacidn es caracteristico de cada péptido
y permite determinar su secuencia de aminodcidos, la cual se enfrenta a bases de

datos de secuencias (Figura 12).
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El patrén de fragmentacidon de un péptido obtenido mediante MS/MS depende de la
carga del péptido, de la energia de colisidn, del tipo de gas de colisién y de la presidén

en el espectrémetro de masas.

Fig. 12. Fragmentacion tedrica de un péptido con cuatro aminoacidos en un experimento de
espectrometria de masas en tandem. Se muestran los 18 fragmentos mas comunes que resultarian de
un péptido con cuatro aminodacidos. (Imagen de Vasil'ev et al. [74])

2.2.Proteoma urinario

La orina humana ha jugado un papel importante como herramienta diagndstica
durante siglos. Ya en el siglo V a.C., el famoso filésofo griego Hermogenes describid el

color y otras caracteristicas de la orina como indicadores de ciertas enfermedades [75].

Actualmente existen pruebas para medir el nivel total de proteinas en orina o la
presencia de una sola proteina, sin embargo, los avances en las tecnologias

protedmicas permiten la visualizacion simultanea de las multiples proteinas y péptidos
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presentes en la orina, lo que supone una interesante manera de investigar la fisiologia

renal.

La orina posee algunas ventajas frente a otros fluidos biolégicos que la hacen ser la

mas utilizada en la blisqueda de biomarcadores mediante técnicas protedmicas [76].

En primer lugar, la orina se puede obtener en grandes cantidades, de manera no
invasiva y con un minimo coste econémico. Esto permite, por ejemplo, obtener
muestras repetidas de un mismo individuo para llevar a cabo el seguimiento de una

enfermedad.

En segundo lugar, los péptidos y proteinas de bajo peso molecular que hay en la orina
son generalmente solubles, por lo que su solubilizacién no supone ningln problema,
mientras que si lo supone al analizar el proteoma de células y tejidos. Ademas, estos
péptidos y proteinas de bajo peso molecular (<30 kDa) pueden analizarse en un
espectrometro de masas sin ninguna manipulacién adicional, como puede ser una

digestion con proteasas.

En tercer lugar, el contenido de proteinas en la orina suele ser bastante estable, en
parte debido a que la orina se almacena durante horas en la vejiga y, por lo tanto, el
efecto proteolitico de las proteasas enddgenas se completa antes de la miccién [76].
Se ha visto que la orina puede almacenarse durante varios afios a -202C sin sufrir

cambios significantes en su proteoma.

Por ultimo, el estudio de la orina proporciona informacion no sélo del rifién y del

tracto urinario, sino también del resto de drganos. En individuos sanos, el 70% del
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proteoma urinario se origina en el rifidn y el tracto urinario inferior, mientras que el

30% restante lo forman proteinas plasmaticas filtradas por los glomérulos [77].

Por consiguiente, el andlisis del proteoma urinario puede ser Gtil en la identificacién de
biomarcadores tanto de enfermedades del tracto urogenital como de otras

enfermedades sistémicas no relacionadas con el rifidn (98,97,99).

Numerosos grupos han estudiado el proteoma urinario en individuos sanos, utilizando
diferentes tecnologias protedmicas [79-82]. En estos estudios se han ido identificando
un numero de proteinas y péptidos cada vez mayor, se habla de hasta 1.500 proteinas

diferentes, y este niUmero continla aumentando.
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3. BIOMARCADORES DE NEFROPATIA POR
CAMBIOS MINIMOS Y
GLOMERULOESCLEROSIS SEGMENTARIA Y
FOCAL

En los ultimos afos, y a raiz de numerosos estudios, se han propuesto diferentes
moléculas como posibles biomarcadores relacionados con el diagnodstico, la

monitorizacién de la actividad o la respuesta al tratamiento de la NCM y de la GSF [83].

Un biomarcador se define una caracteristica que es objetivamente medida y evaluada
como un indicador de un proceso biolégico normal, un proceso patoldégico o como

respuesta a un tratamiento farmacologico.

Todos los biomarcadores que se describen a continuacidon, aunque de gran interés, son
todavia posibles candidatos y se debe demostrar que poseen una sensibilidad y
especificidad suficientes para ser evaluados en estudios clinicos. Seran necesarios
estudios adicionales con un mayor niumero de pacientes para poder confirmar las

diferentes hipotesis.

3.1. Biomarcadores de nefropatia por cambios minimos

Entre los biomarcadores propuestos, destacan:

= (CD80 (o B7-1). Es una proteina transmembrana expresada en células

presentadoras de antigeno que, tras unirse a su ligando (CD28), presente en
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linfocitos T, proporciona una sefial de coestimulacion a éstos, imprescindible para

la activacion linfocitaria [84].

En condiciones normales, los podocitos no expresan CD80, pero estudios recientes
han demostrado que, en la NCM, pueden adquirir fenotipo y funciones de células
dendriticas y pueden ser inducidas a expresar CD80, lo cual se ha asociado a la
aparicidon de proteinuria nefrética [84,85]. Se desconoce la funcionalidad de esta
expresion de CD80 en los podocitos y no se ha podido demostrar, hasta la fecha, si
existe relacion con las alteraciones de la membrana de filtracion glomerular que

dan lugar a proteinuria.

También se ha observado que los niveles de CD80 se encuentran elevados en la
orina de pacientes con NCM durante el brote y se normalizan tras la remision. Sin
embargo, este aumento no se ha observado en otras glomerulonefritis causantes

de sindrome nefrdtico, como son la GNM o la GSF [86—88].

Otro estudio reveld que el suero de pacientes con NCM, durante el brote pero no
durante la remision, estimulaba la expresion de CD80 en podocitos en cultivo [89].
No se ha identificado todavia qué factor, presente en el suero de los enfermos, es

responsable de esta estimulacion.

Nuestro equipo de investigacion, en un trabajo previo, descubrid que la expresion
del RNAm de CD80 en el sedimento urinario, en relacién con el RNAm del gen que

codifica para la proteina podocitaria nefrina (NPHS1) estaba aumentada en los

58



Introduccidn

pacientes con NCM. Ademas, este ratio CD80/NPHS1 permitia diferenciar entre

NCM y GSF [90] (Figura 13).

Interleuquina 13 (IL-13), producida por linfocitos T, induce proliferacién vy

diferenciacién de linfocitos B, asi como cambio de clase a IgE.

Debido a la asociacion entre NCM y enfermedad de Hodgkin, y a la evidencia de
que la expresidon de IL-13 es una caracteristica comin de las células de este
linfoma [91], se han llevado a cabo numerosos estudios experimentales que
relacionan IL-13 con la induccién de alteraciones estructurales en el podocito,
capaces de alterar la selectividad de filtracién y de causar sindrome nefrdtico [92—
94]. Recientemente, se ha demostrado un aumento en la expresién de IL- 13 en
linfocitos CD4 y CD8 de nifios con sindrome nefrético durante las recidivas [92].
También se han observado niveles plasmaticos elevados de IL-13 en nifios con

sindrome nefrotico idiopatico [95].

También en estudios experimentales, se creé un modelo de ratones transgénicos
para IL-13, los cuales hiperexpresaban esta proteina, tenian niveles en sangre
permanentemente elevados y desarrollaron un sindrome nefrético con lesiones

histoldgicas renales idénticas a la NCM [106].

Las evidencias de que IL-13 puede inducir la expresién de CD80 en podocitos, y
gue esto se asocia a la aparicidn de proteinuria, abre la hipdtesis sobre la utilidad

del estudio de la via IL-13-CD80 en enfermos con NCM.
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Fig. 13. a) Diagramas de cajas que muestran el ratio de los niveles de RNAm de CD80 y NPHS1 en el
sedimento urinario de pacientes con NCM y GSF ; b) Curvas ROC para el ratio RNAm de CD80:NPHS1
para positivo en NCM. El AUC fue de 0,800 (IC 95% 0,592 — 1,008), con una sensibilidad del 80% y una
especificidad del 78% [90].

= Hemopexina. Es una B-1 glicoproteina, sintetizada en el higado, cuya principal

funcidn es el transporte y la eliminacién del grupo hemo libre del plasma.

En sujetos sanos, la hemopexina circula en plasma en una forma inactiva, pero se
ha identificado una isoforma con actividad proteasa que es capaz de inducir
lesiones glomerulares similares a las observadas en la NCM tanto en tejido renal in

vitro como tras infusion intrarrenal en ratas in vivo [96,97].
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Se ha observado que los enfermos con NCM en fase de actividad presentan unos
niveles reducidos de hemopexina circulante y un incremento en la isoforma con
actividad proteasa [98]. No se conoce cual es el significado clinico de estos datos,
por lo que son necesarios mdas estudios que aclaren si estos resultados son

especificos de la NCM vy si podrian ser utiles en su diagnéstico.

Receptor soluble de la interleuquina 2. El receptor de membrana de la
interleuquina 2 (IL-2) es una proteina formada por tres cadenas: alfa, beta y
gamma. Las subunidades beta y gamma del receptor se expresan por el linfocito T
no estimulado, y tras la activacién de éste al reconocer un antigeno a través del
receptor de células T, se expresa la cadena alfa. Las tres cadenas forman el

receptor de membrana funcionalmente activo de la IL-2 (IL-2R) [99].

En respuesta a la estimulacion, el linfocito T sintetiza IL-2 que, mediante su union
al receptor de membrana, provoca la activacion y expansion clonal de los linfocitos
T. De forma paralela y proporcional a la expresion del receptor de membrana de
IL-2, se libera a la circulacion una forma soluble del receptor que se genera a partir
de la ruptura proteolitica de la subunidad alfa y cuya funcién es actualmente

desconocida.

Numerosas evidencias muestran que los enfermos con NCM presentan niveles
muy elevados del receptor soluble de IL-2 durante la fase aguda y que se
normalizan tras la remision [100-103]. No obstante, también se han descrito

niveles elevados de este receptor en otras enfermedades inflamatorias e
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inmunoldgicas y en otras glomerulonefritis, por lo que son necesarios mas

estudios para confirmar su utilidad en el diagndstico de la NCM.

ABCB1 y glicoproteina-P. La glicoproteina-P es una proteina transmembrana
miembro de la familia de los ATP-binding cassette transporters, cuya sintesis esta
codificada por el gen ABCB1. Se trata de una proteina transportadora de
membrana responsable del eflujo celular de farmacos y téxicos, por lo que

constituye un sistema de detoxificacion natural que se expresa en varios tejidos.

Existen varios estudios en los que se ha encontrado una sobreexpresion de ABCB1
y glicoproteina P en pacientes con NCM durante la remision y tras el tratamiento

con corticoides [103,104].

3.2.Biomarcadores de glomeruloesclerosis segmentaria y focal

Se han propuesto diferentes moléculas como posibles biomarcadores relacionados con

el diagnodstico, la monitorizacion de la actividad o la respuesta al tratamiento de la GSF

[83]:

Receptor soluble de la uroquinasa (suPAR). El receptor de la uroquinasa (uPAR) es
un importante regulador de la activacion del plasmindgeno y uno de los
principales componentes de la homeostasis, expresado en la superficie de una
amplia variedad de células [105]. uPAR puede transmitir sefiales intracelulares a
través de su unién con integrinas de membrana [106]. Su funcidon es todavia

desconocida, pero se ha demostrado en modelos experimentales que la induccién
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de la sefializacion a través de uPAR en podocitos causa fusién podocitaria y
proteinuria a través de un mecanismo que depende de la activacién de integrinas
[107]. uPAR puede ser liberado de la membrana plasmadtica como forma soluble
(suPAR). En condiciones normales su concentracién en plasma es baja, pero se
produce un aumento en condiciones inflamatorias e infecciosas, tales como VIH,
tuberculosis, malaria, sepsis y artritis reumatoide [108,109], asi como en algunas

neoplasias malignas [110].

Se ha descrito también un aumento de los niveles séricos de suPAR en pacientes
con GSF primaria pero no en pacientes con otro tipo de glomerulonefritis [107].
Los datos disponibles indican que mas de la mitad de los enfermos con GSF
primaria presentan niveles séricos elevados de este receptor. Existen evidencias
de que niveles elevados de suPAR incrementan el riesgo de recidiva de la GSF tras
un trasplante renal y de que el tratamiento con plasmaféresis puede reducir

significativamente estos niveles e inducir la remisién de la enfermedad [107].

En estudios experimentales, se ha observado como en un modelo de ratones

transgénicos que sobreexpresaban suPAR se inducian lesiones de GSF [111].

Para llegar a confirmar como biomarcador de GSF a suPAR seran necesarios mas

estudios.

Factor 1 de citocinas similar a la cardiotrofina (CLC-1). Es una citocina
perteneciente a la familia de la interleuquina-6. Esta implicada en el desarrollo del

sistema nervioso central y de neuronas motoras in vitro [112]. En estudios
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recientes se han encontrado niveles circulantes de CLC-1 hasta 100 veces mayores
en pacientes con GSF recurrente que en sujetos sanos [113]. En el rifidn, CLC-1
parece aumentar la permeabilidad glomerular mediante una disminucién en la
expresion de nefrina [113]. Sin embargo, serdn necesarios mas estudios para

dilucidar el papel de CLC-1 en la patogénesis de la GSF.

CDA44. Es una glicoproteina relacionada con la adhesidn, interaccidon de la matriz y
migracion celular. Se ha observado una expresion de novo de CD44 en las células
del epitelio parietal glomerular en modelos experimentales de glomerulonefritis

[114].

Ademas, un estudio reciente demostré que en pacientes con GSF recurrente,
donde aln no se habia desarrollado esclerosis segmentaria, se detectaba una
tincion de CD44 en el epitelio glomerular significativamente mayor que en
pacientes con NCM [115]. Esto sugiere que la positividad para CD44 a nivel
glomerular podria ayudar a diferenciar las fases iniciales de la GSF idiopatica de la

NCM.

MiR-193a. Los micro-RNAs (miRNAs) son un tipo de RNA no codificante que actuan
como reguladores de un gran numero de genes a nivel post-transcripcional. Se ha
demostrado que la expresion transgénica del miR-193a en ratones les induce
rapidamente una GSF, con un amplio borramiento de los pies de los podocitos
[116]. Se sugiere el uso de este tipo de miRNA como un biomarcador con utilidad

diagndstica en la GSF, pero no se ha demostrado si los niveles elevados de esta
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molécula son caracteristicos de las formas idiopaticas, o bien es comun en la

fisiopatologia de las formas primarias y secundarias de la enfermedad.

Hasta la fecha sélo algunos posibles candidatos han sido propuestos como
biomarcadores que permitan la diferenciacion entre NCM y GSF. Mediante estudios de
expresion génica y de inmunofluorescencia se ha conseguido diferenciar la NCM de la
GSF a nivel histoldgico, por un incremento en la expresion podocitaria de CD80 [86,87]

y una reduccion en la expresién de a-distroglicanos [117,118].

Los niveles urinarios de CD80 y de TGF-B también se han propuesto como candidatos

biomarcadores para el diagndstico diferencial y no invasivo de NCM y GSF [86,119].

3.3.Protedmica en Ila busqueda de biomarcadores de
nefropatia por cambios minimos y glomeruloesclerosis

segmentaria y focal

A continuacion se citan los estudios mas relevantes, los cuales emplean diferentes
técnicas protedmicas [120], y la mayoria de ellos se centran en el analisis del proteoma

urinario.

Candiano et al., mediante el uso de 2DE seguida por MALDI-TOF MS, hallaron unos
fragmentos de albumina y alfa-1-antitripsina en la orina de pacientes con NCM que no

se encontraban en individuos sanos [121]. Algunos de estos fragmentos se

65



Introduccidn

encontraron también en el plasma de los pacientes, lo que sugeria que la

fragmentacion no era debida Unicamente a proteasas urinarias.

Andersen et al., mediante un marcaje iTRAQ seguido de nano-LC-MS/MS, describieron
niveles disminuidos de E y P-caderina en la orina de pacientes pediatricos con NCM

[122].

En otro estudio, Sedic et al., observaron un aumento de afamina, hidroxifenilacetato y
uridina, junto con una disminucion en los niveles de glutamina y fenilalanina en 12
pacientes pediatricos con sindrome nefrético idiopatico al comparar con 12 individuos
sanos [123]. La mayoria de estas moléculas se habia visto que estaban implicadas en el
estrés oxidativo, por lo que sugieren realizar mas estudios con mayor nimero de
pacientes para investigar el papel del estrés oxidativo en el dafio renal en el sindrome

nefrético idiopatico.

Suresh et al. analizaron el proteoma urinario de 55 pacientes pediatricos con sindrome
nefrético mediante la combinacion de iTRAQ y LC-MS/MS multidimensional [124].
Observaron que los niveles mas bajos de apolipoproteina-Al en la orina eran
indicativos de sindrome nefrético cortico-resistente, mientras que alfa-2-
macroglobulina, proteina de unién al retinol 4, y orosomucoide-2 eran marcadores

asociados con la GSF.

Hellin et al., mediante el uso de 2DE, MALDI-TOF y LC/ESI-Q-TOF, hallaron tres
fragmentos de albimina que estaban presentes en el suero de pacientes pediatricos
con GSF genética (n= 11) pero que estaban ausentes en pacientes con GSF idiopatica

(n= 15) [125]. Sugieren estudios adicionales para determinar si estos fragmentos
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podrian ser potenciales biomarcadores para distinguir entre las formas idiopaticas y

genéticas de la GSF.

En otro estudio, Kalantari et al. analizaron el proteoma urinario de 10 pacientes con
GSF (6 cortico-sensibles y 4 cortico-resistentes) mediante nano-LC-MS/MS [126].
Hallaron diferencias en la excrecion de 21 proteinas, siendo las que experimentaban
un mayor cambio la apolipoproteina A-1 y la proteina remodeladora de matriz 8, con
un aumento y una disminucion, respectivamente, al comparar los pacientes cortico-

sensibles con los cortico-resistentes.

Todos estos estudios han conducido al descubrimiento de diferencias en el proteoma
urinario de pacientes con NCM y GSF, pero los biomarcadores propuestos son todavia
posibles candidatos que deberan ser validados en estudios adicionales, con mayor

numero de pacientes, para poder algun dia ser utilizados en la practica clinica.
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Hipotesis

El diagndstico de las glomerulonefritis NCM y GSF requiere la realizacién de una
biopsia renal, una técnica segura pero no exenta de complicaciones. Sin embargo, ain
disponiendo del estudio histoldgico, el diagndstico de estas dos enfermedades puede
ser confuso. La inmunofluorescencia y la microscopia electronica proporcionan
resultados similares en ambas entidades, sin embargo la microscopia dptica revela
glomérulos aparentemente normales en la NCM, y esclerosis en algunos, pero no en
todos, los glomérulos en la GSF. Esta naturaleza focal de la GSF, hace que biopsias
renales de pacientes con esta patologia que contengan Unicamente glomérulos

normales puedan ser clasificadas erroneamente como NCM.

La importancia de llegar al diagndstico correcto radica principalmente en el
tratamiento al que se sometera al paciente; los pacientes con NCM muestran una
respuesta excelente al tratamiento con corticoides, mientras que un elevado
porcentaje de pacientes con GSF muestran dependencia o resistencia a este

tratamiento.

Estos motivos determinan la necesidad de encontrar biomarcadores no invasivos que

permitan a los nefrélogos diferenciar entre NCM y GSF.

En la ultima década, se ha utilizado la protedmica en la busqueda de biomarcadores de
diferentes patologias. La orina humana es un fluido bioldgico, asequible de forma no
invasiva, en el que podemos encontrar biomarcadores que reflejan los fendmenos

fisiopatoldgicos del aparato urinario y el metabolismo renal de mediadores sistémicos.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Determinar la utilidad de la proteémica urinaria en el diagndstico diferencial de las
glomerulonefritis primarias NCM y GSF.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar el peptidoma urinario de pacientes diagnosticados mediante biopsia

renal de NCM y GSF primaria.

Generar un modelo de prediccidn que permita clasificar a los pacientes en

NCM o GSF.

- Validar el modelo de prediccidon con un grupo independiente de pacientes

diagnosticados mediante biopsia renal de NCM y GSF.

- Determinar las diferencias en el peptidoma urinario entre sujetos sanos y

pacientes con NCM y GSF.

- Determinar las diferencias en el peptidoma urinario entre pacientes con

NCM vy pacientes con GSF.

- Identificar biomarcadores urinarios para el diagnéstico diferencial de

pacientes con NCM y GSF.

Il.  Analizar el proteoma urinario de pacientes diagnosticados mediante biopsia

renal de NCM y GSF primaria.
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Determinar las diferencias en el proteoma urinario entre pacientes con NCM

y pacientes con GSF.

Identificar biomarcadores urinarios para el diagndstico diferencial de

pacientes con NCM y GSF.

Validar los resultados en wun grupo independiente de pacientes

diagnosticados mediante biopsia renal de NCM y GSF.

Crear un arbol de decisién que permita clasificar a los pacientes en NCM vy

GSF.
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ANALISIS DEL PEPTIDOMA URINARIO

POBLACION DE ESTUDIO Y CRITERIOS DE INCLUSION

Se trata de un estudio prospectivo en el que incluimos 44 individuos adultos con
sindrome nefrético puro y diagndstico confirmado histopatoldégicamente de NCM o
GSF, en fase activa de la enfermedad y sin hallarse bajo ningun tratamiento
farmacoloégico en el momento del estudio. En todos los pacientes se descartaron
condiciones o etiologias secundarias, como enfermedades autoinmunes, infecciones,

cancer o exposiciones a farmacos nefrotdxicos.

Los grupos de estudio quedaron formados por 22 pacientes con NCM (50%) y 22
pacientes con GSF (50%). Se incluyé ademds un grupo control con 16 individuos

adultos sanos (10 mujeres, 37 + 13 afios), con funciéon renal normal.

Todos los pacientes incluidos fueron diagnosticados conjuntamente por el Servicio de
Anatomia Patoldgica y por el Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario Germans
Trias i Pujol. Se obtuvo un consentimiento informado de todos los individuos y el

protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico del mismo Hospital.

BIOPSIA RENAL
El diagndstico histoldgico se consiguié mediante la realizacién de una biopsia renal
percutanea guiada por ecografia, siempre llevada a cabo antes de empezar cualquier

tratamiento farmacoldgico inmunosupresor o con corticoides.
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Para la puncidn se utilizé un instrumento para biopsia de nucleo desechable Bard”
Monopty® (Bard Biopsy Systems, Tempe, AZ, EE.UU.). Una vez extraido el tejido
necesario se transportd inmediatamente al servicio de Anatomia Patoldgica en suero
salino isotdnico para su procesamiento. El tejido obtenido fue procesado y analizado
de forma rutinaria por microscopia dptica, electrdnica, e inmunofluorescencia de

acuerdo con protocolos estandarizados.

Microscopia Optica. Los cortes histoldogicos de microscopia optica deben ser multiples
y observados con tincion corriente de hematoxilina-eosina y otras tinciones
histoquimicas especiales como PAS, tricromica de Masson, metenamina de plata de

Jones y rojo Congo [4].

- Hematoxilina-eosina. Permite detectar la mayoria de las lesiones elementales
gue caracterizan a las glomerulonefritis primarias y secundarias asi como a las

nefropatias intersticiales.

- PAS. Tifie de forma especifica las membranas basales glomerulares, tubulares y
de la capsula de Bowman, y permite analizar los engrosamientos vy
reduplicaciones que definen a las lesiones tubulares y las semilunas epiteliales
y fibrosas. Ademas tifie la sustancia mesangial, los depdsitos inmunes ricos en
IgA, 1gM vy fracciones del complemento y la sustancia hialina depositada en

paredes vasculares y glomérulos.

- Tricrdmico de Masson. Para el tejido conjuntivo y la fibrina, permite detectar la

fibrosis intersticial e identificar necrosis fibrinoide.
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- Metenamina de plata de Jones. Tifie de forma equivalente al PAS, aunque con

mayor nitidez, las membranas basales del rifién.

- Rojo Congo. Detecta la sustancia amiloidea. La tincién de rojo Congo observada

con luz polarizada se considera positiva cuando el material tiene color verde.

Inmunofluorescencia. Los fragmentos de tejido destinados para inmunofluorescencia
se congelaron en fresco para hacer cortes en el criostato. Se fijaron en acetona o
etanol antes de tefirse, y se procesaron con anticuerpos fluoresceinados frente IgG,
IgA, 1gM, complemento (C3, C4 y Clq) y fibrindgeno, asi como con anticuerpos anti-

kappa y anti-lambda (Dako Corporation, Copenhagen, Dinamarca).

Microscopia electronica. Se lleva a cabo para confirmar los hallazgos obtenidos por
inmunofluorescencia, como son la localizacion de depdsitos electro-densos del tipo
complejos inmunes, estructuras virales o del tipo interferén y alteraciones de la
membrana basal, entre otros. Las muestras de tejido se procesaron de acuerdo con
técnicas establecidas. Brevemente, las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2% en
tampdn fosfato, posteriormente se fijaron en tetroxido de osmio 1% y se incluyeron en
una mezcla de resinas epoxi (EPON). Se realizaron secciones ultrafinas (90 nm) que
fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser observadas y

fotografiadas a diferentes aumentos en un microscopio electrénico de transmision.

DISENO DEL ESTUDIO
Como se muestra en la Figura 14, los pacientes fueron divididos, mediante

aleatorizacion en bloques, en:
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- Grupo de entrenamiento (11 pacientes con NCM y 11 pacientes con GSF),

utilizado para la generacion de un modelo de prediccion de clase.

- Grupo de validacién (11 pacientes con NCM y 11 pacientes con GSF), para

validar el modelo de prediccidn de clase.

NCM GSF
n =22 n=22
Grupo Grupo Grupo Grupo
Entrenamiento Validacion Entrenamiento Validacion
n=11 n=11 n=11 n=11
Creacion Validacion
Modelo de Prediccion Modelo de Prediccion

Fig. 14. Diseio del estudio para el analisis del peptidoma urinario

Los datos obtenidos del andlisis del peptidoma urinario de todos los pacientes se
utilizaron también en la identificacion de los péptidos o sefales m/z que mostraban
diferencias entre sujetos sanos, pacientes con NCM y pacientes con GSF, sin tener en

cuenta la division en grupos de entrenamiento o validacion.

ANALISIS DE LAS VARIABLES BIOQUIMICAS
Las variables bioquimicas se determinaron inmediatamente tras la extraccién de las
muestras por el Servicio de Bioquimica Clinica del Hospital Germans Trias i Pujol, con

un analizador de rutina.
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Se determinaron los niveles de colesterol y triglicéridos mediante métodos enzimaticos

convencionales.

Los niveles de creatinina se determinaron mediante la reaccidn cinética de Jaffé (Roche
Diagnostics, Basel, Suiza). La Creatinina, en presencia de picrato alcalino produce un
color anaranjado que se mide a 510 nm. La velocidad con que el cromdgeno se forma

es directamente proporcional a la cantidad de creatinina presente en la muestra.

La proteinuria de 24 horas se cuantificé espectrofotométricamente en un analizador

Cobas u 711 (Roche Diagnostics).

La Tasa de filtracion glomerular fue estimada utilizando la formula MDRD (Modification
of Diet in Renal Disease). Esta formula utiliza los niveles de creatinina en plasma y la
edad, asi como multiplicadores para ajustar la mejor estimacion de acuerdo a raza y

género [127].

Formula MDRD

Tasa de filtracién glomerular estimada = 186 x Creatinina en plasma>** x

Edad®*® x 1,21 (si es de raza negra) x 0,742 (si es mujer)
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ANALISIS DEL PEPTIDOMA URINARIO

Obtencion de las muestras y procesamiento

Se recogid una muestra de orina a todos los individuos incluidos en el estudio. En el
caso de los pacientes con sindrome nefrético, la muestra se recogié siempre el mismo
dia de la biopsia renal, antes de la realizacién de la misma y de empezar ningun

tratamiento farmacoldgico.

En todos los casos se recogid la parte media de la segunda miccidon del dia en un
recipiente estéril (50 ml aproximadamente) y se centrifugé inmediatamente a 2.100g
durante 30 minutos a 49C, para eliminar los restos celulares. Se recogid el
sobrenadante y se ajusto a pH neutro con NH;HCO3; 1M para minimizar la precipitacion
durante la congelacidon. Posteriormente, se realizaron alicuotas de 1,5 ml y se

congelaron a -802C hasta ser procesadas.

Aislamiento del peptidoma urinario
El aislamiento de la fraccidn peptidica de las muestras de orina se llevd a cabo, por

duplicado, mediante el uso de esferas magnéticas (Figura 16).

Las esferas magnéticas utilizadas fueron Dynabeads® RPC18 (Invitrogen, Breda,
Holanda) que capturan péptidos y proteinas al unirse a sus aminoacidos hidrofébicos.
Se siguieron las instrucciones del fabricante, pero se realizaron algunos cambios para

optimizar el proceso.

A continuacién se detalla el protocolo seguido:
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Protocolo esferas magnéticas Dynabeads’ RPC18 y punteado en placa MALDI

10.

11.

12.

13.

14.

Pipetear las esferas magnéticas hasta conseguir una suspensién homogénea.
Pasar 10 ul de esferas a una placa NUNC de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific,
Roskilde, Dinamarca).

Dejar la placa sobre un iméan durante 1 minuto y eliminar el sobrenadante. Las
esferas quedan retenidas por el iman en el fondo de los pocillos.

Sacar la placa del iman y realizar un lavado de las esferas con 100 ul de acido
trifluoroacético (TFA) 0,1%. Homogeneizar la mezcla mediante pipeteo. Tras el
lavado, la placa se coloca sobre el iman y se elimina de nuevo el sobrenadante.
Repetir el lavado (pasos 3 y 4) dos veces para realizar un total de 3 lavados.
Anadir 100 ul de la muestra de orinay 2,5 ul de TFA 2% (por duplicado).
Homogeneizar mediante pipeteo y dejar 5 minutos incubando a temperatura
ambiente (TA) para permitir la unién de los péptidos a las esferas.

Colocar la placa sobre el iman y eliminar el sobrenadante.

Realizar 3 lavados con 100 pl de TFA 0,1%.

Tras eliminar el sobrenadante del ultimo lavado, afiadir 15 ul de acetonitrilo
(ACN) 50% y dejar 5 minutos a TA. En este paso se separan los péptidos de las
esferas y quedan en el ACN.

Colocar la placa sobre el iman y recoger 10 pl del eluido de péptidos.

Diluir los eluidos 1:5 con agua de grado LC (Lab-Scan, Gliwice, Polonia)

Preparar la matriz: 1,84 mg/ml 2,6-dihidroxiacetofenona, 20% ACN y 40 mmol/I
amonio citrato dibasico.

Mezclar eluido y matriz (1:2).
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15. Aplicar, por duplicado, 1 pl de la mezcla eluido/matriz sobre una placa MALDI
AnchorChip 600/384 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) (Figura 14).

16. Dejar secar al aire la placa unos minutos para permitir que la matriz cristalice.

NOTA: en un andlisis protedmico se recomienda utilizar tnicamente material fungible que no se
disuelva en presencia de disolventes orgdnicos, para evitar que aparezcan polimeros de
pldstico en el espectro MALDI. En este estudio utilizamos tanto tubos como puntas de pipeta

Eppendorf, especiales para este fin.

Para poder ser analizados por MALDI-TOF MS, los 10 pl de eluido obtenidos de cada
muestra se mezclaron con un compuesto, denominado matriz, que es capaz de
absorber la luz UV. La mezcla matriz-eluido se aplic6 en una placa MALDI
AnchorChip™. Estas placas se caracterizan por que en cada posicién hay una superficie
hidrofilica rodeada de una zona hidrofdbica, lo que permite que la muestra se

concentre en una superficie muy pequefia (Figura 15).

384 puntos para muestras
96 puntos para calibradores

1ssa?ao‘mumnm%usurm{

6z E F X - X 0 nm g

5

S S| MTE AnchorGhip 5007384 ,F@. SN 00001

Fig. 15. Imagen de una placa MALDI AnchorChip 600/364
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Para la calibracidn externa del espectrometro de masas se utilizd Peptide Calibration
Standard | (Bruker Daltonics), una mezcla de 9 péptidos estandar de masa molecular
conocida (Tabla 2). El calibrador se mezclé 1:1 con la solucion de matriz y 0,4 ul se

aplicaron en los lugares de la placa MALDI especificos para la calibracion.

Péptido Masa molecular (Da)
Bradikinina 1-7 757.3992
Angiotensina ll 1046.5418
Angiotensina | 1296.6848
Sustancia P 1347.7354
Bombesina 1619.8223
ACTH clip 1-17 2093.0862
ACTH clip 18-39 2465.1983
Somatostatina 28 3147.4710

Tabla 2. Péptidos del calibrador Peptide Calibration Standard I junto con su masa molecular.

Todo el proceso de fraccionamiento fue automatizado utilizando un robot pipeteador
de liquidos (Tecan, Mannedorf, Suiza), para mejorar el rendimiento y asegurar la

reproducibilidad del andlisis.
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Fig. 16. Esquema de la metodologia utilizada para el estudio del peptidoma urinario.

MALDI-TOF MS

Una vez estan las muestras en la placa MALDI, ésta se introduce en la camara de
ionizacién de un espectrometro de masas UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF (Bruker
Daltonics), el cual dispone de una bomba de vacio para poder extraer todo el aire de la

camara.

Las muestras son irradiadas dentro de la camara con un haz de luz laser, con

pulsaciones de nanosegundos. Esta energia es absorbida por la matriz y transferida a
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los analitos. De esta manera, la matriz ioniza la muestra y los péptidos ionizados

quedan dispersos en el vacio de la cdmara (desorcién/ionizacién) (Figura 17).

Haz de laser

| @
000

Q Hacia el analizador
Q ‘ de masas
Q ? ¢

¥ Ton de analito

Ton de matriz

atriz = .

Fig. 17. Esquema de la ionizacidn de las particulas en el MALDI (Adaptada de University of Bristol).

La camara donde se coloca la placa con las muestras se encuentra entre dos
electrodos, un catodo y un anodo. Al estar la muestra ionizada con cationes, migra
hacia el anodo, detras del cual se encuentra el detector. La resolucion del equipo
depende en gran medida de la longitud del tubo de vuelo. Una forma de alargar el
recorrido de los iones sin tener que incrementar la longitud del tubo es colocando un
detector reflector a mitad de recorrido del tubo de vuelo. Este detector reflector

detecta los iones una vez son rebotados por el detector lineal (Figura 11).

Por lo general, sélo hay una carga positiva en cada péptido, por lo que en un campo
eléctrico determinado se aplica la misma fuerza a cada ion. Segun la tercera ley de

Newton, donde: Fuerza = masa x aceleracién, los iones mas ligeros experimentan una
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mayor aceleracidn, viajan mas rapido a través del tubo de vuelo y alcanzan antes el
detector (Figura 11). Todos los iones que tienen la misma masa colisionan en el
detector a la vez, generando un pico de magnitud proporcional al nimero de iones que

colisionan a la vez.

En este estudio, se ionizaron las muestras mediante un laser de nitrégeno a 337 nm,
operando en modo reflectivo de iones positivos y con una frecuencia de repeticion de

1.000 Hz.

Mediante el programa informatico FlexControl v3.4 (Bruker Daltonics) controlamos el
espectrometro de masas. La adquisicion de los espectros fue manual, con 300 disparos
de laser dirigidos al azar sobre la superficie de la muestra, con una potencia del 70%.
Las condiciones de la operacién fueron las siguientes: voltajes de la fuente de iones: 25
y 22.40 kV; reflector: 26,45 kV; reflector 2: 13,40 kV; tiempo de extraccion de los
pulsos de iones: 300 ns. Los espectros fueron externamente calibrados, obteniendo
una precision de masa menor a 10 ppm. Los picos con una sefial-ruido >3 dentro del

rango m/z de 1 a 10 kDa fueron grabados.

ANALISIS BIOINFORMATICO

Debido a los duplicados hechos durante el fraccionamiento de las muestras y durante
el punteado en la placa MALDI, se obtuvieron 4 espectros de cada muestra. Estos
espectros fueron analizados con el programa DataAnalysis v3.4 (Bruker Daltonics) con
el fin de seleccionar el espectro mas representativo de cada muestra. Para ello, se
seleccionaron los espectros con mayor numero de sefales y de intensidades mas

elevadas.
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Para evaluar la reproducibilidad del fraccionamiento llevado a cabo con la tecnologia
de esferas magnéticas, se analizaron los espectros de las 4 réplicas obtenidas a partir
de 5 muestras aleatorias. Para ello, 6 sefiales m/z fueron seleccionadas al azar para

calcular el coeficiente de variacion de su area del pico.

Se utilizé el programa ClinProTools v2.2 (Bruker Daltonics) para procesar los espectros
obtenidos por MALDI-TOF MS y para la generacidn de un modelo de prediccion de
clase capaz de diferenciar entre NCM y GSF. El programa analiza los espectros
obtenidos del grupo de entrenamiento mediante un algoritmo Support Vector
Machine. Este algoritmo selecciona una combinacion de picos que permite separar
grupos de espectros a través del uso de un vector. Se basa en el principio de

III

"minimizacidén del riesgo estructural”, que tiene como finalidad identificar la mejor
combinacion de picos con el menor riesgo de fracaso. Este algoritmo también
selecciona el nimero maximo de picos utilizados para la generacién del modelo. El
programa ofrece unos valores de validacion cruzada y de capacidad de
reconocimiento. La validacion cruzada mide la exactitud del modelo y puede utilizarse
para predecir cobmo se comportara en el futuro. La capacidad de reconocimiento

describe el rendimiento de un algoritmo, es decir, la correcta clasificacion de un

determinado grupo de datos.

Una vez generado el modelo de predicciéon de clase, éste fue validado con los

espectros del grupo de validacion.

Ademas, se utilizaron los perfiles peptidicos de todos los pacientes, sin ser divididos en

grupos de entrenamiento o validacion, con el fin de identificar qué sefales m/z
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mostraban diferencias significativas al comparar entre NCM y GSF. Para realizar esta
comparacion, los datos de area del pico obtenidos por el programa ClinProTools,
fueron convertidos a ficheros ASCIl y exportados a hojas de cdlculo EXCEL, para poder
finalmente trabajar con el programa estadistico SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, lll.,

EE.UU.).

IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS
La identificacion de los péptidos de interés se llevo a cabo mediante HPLC-MS/MS, en
un instrumento Agilent 1200, funcionando a 300 nl/min, combinado con un

espectrometro de masas.

Los péptidos eluidos de la columna cromatografica fueron escaneados y fragmentados

con un espectrometro LTQ Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Dinamarca).

Los iones precursores, en el rango de 400 a 2000 m/z, se detectaron en un analizador
Orbitrap a alta resolucién. Las secuencias de los péptidos se identificaron mediante
busquedas en bases de datos en el International Protein Index v3.87, restringidas a

Homo sapiens y usando Sequest integrado en Proteome Discoverer v1.3.

El criterio para dar como positiva una identificacion fue que el ratio de falsos positivos
fuera £ 5% y Xcorr 2 1,5, 2,0, 2,25, y 3,0, correspondientes a las cargas +1, +2, +3, and
+4, respectivamente. El andlisis de los péptidos proteotipicos se basd en la base de

datos Global Proteome Machine.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Las variables continuas se expresaron como mediana (rango intercuartil). Las
diferencias entre los grupos se analizaron mediante la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney. Las variables categdricas se analizaron con el Test de chi-cuadrado o el

test exacto de Fisher.

Las asociaciones entre las variables bioquimicas y el drea del pico de las sefiales m/z se

evaluaron con el coeficiente de correlacién de Spearman.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software SPSS v15.0, considerandose

estadisticamente significativo un valor de p<0,05.
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ANALISIS DEL PROTEOMA URINARIO

POBLACION DE ESTUDIO Y CRITERIOS DE INCLUSION

Para este estudio se incluyeron 49 pacientes adultos con sindrome nefrético puro y
diagndstico confirmado histopatolégicamente de NCM o GSF, en fase activa de la
enfermedad y sin hallarse bajo ningln tratamiento farmacolégico en el momento del
estudio. En todos los pacientes se descartaron condiciones o etiologias secundarias,
como enfermedades autoinmunes, infecciones, cancer o exposiciones a farmacos
nefrotoxicos. Los grupos de estudio quedaron formados por 24 pacientes con NCM vy

25 pacientes con GSF.

Cuarenta y tres de estos pacientes se incluyeron en el estudio del peptidoma urinario

(objetivo | de esta tesis).

Todos los individuos incluidos fueron diagnosticados conjuntamente por el Servicio de
Anatomia Patoldgica y por el Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario Germans
Trias i Pujol. Se obtuvo un consentimiento informado de todos los individuos y el

protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico del mismo Hospital.

El diagndstico histoldgico se consiguid mediante la realizacion de una biopsia renal,

como se ha descrito anteriormente (pag. 77).

DISENO DEL ESTUDIO

Como se muestra en la Figura 18, los pacientes fueron divididos aleatoriamente en:
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- Grupo de entrenamiento (10 pacientes con NCM y 11 pacientes con GSF),

utilizado para llevar a cabo el analisis por 2D-DIGE.

- Grupo de validacién (14 pacientes con NCM y 14 pacientes con GSF), para

validar los resultados del 2D-DIGE.

NCM GSF
n= 24 n= 25
Grupo Grupo Grupo Grupo
Entrenamiento Validacion  Entrenamiento Validacion
n=10 n=14 n=11 n=14
2D-DIGE Validacion
(ELISA)

Fig. 18. Disefio del estudio para el analisis del proteoma urinario

Se llevd a cabo una aleatorizacion por bloques para disminuir la probabilidad de

desequilibrios entre los grupos de estudio.

ANALISIS DE LAS VARIABLES BIOQUIMICAS
Las variables bioquimicas se determinaron inmediatamente tras la extraccion de las
muestras por el Servicio de Bioquimica Clinica del Hospital Germans Trias i Pujol, con

un analizador de rutina.
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Los niveles de creatinina se determinaron mediante la reaccidn cinética de Jaffé (Roche
Diagnostics, Basel, Suiza). La Creatinina, en presencia de picrato alcalino produce un
color anaranjado que se mide a 510 nm. La velocidad con que el cromdgeno se forma

es directamente proporcional a la cantidad de creatinina presente en la muestra.

Todos los pacientes fueron sometidos a un estudio hematolégico completo que
incluyd: glucosa en suero (método de hexoquinasa) y proteina de suero (método de
Biuret). La proteinuria de 24 horas se cuantificd espectrofotométricamente en un
analizador Cobas u 711 (Roche Diagnostics) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

ANALISIS DEL PROTEOMA URINARIO
Los geles bidimensionales y la identificacion de los spots se llevaron a cabo en el

Servicio de Protedmica de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB).

Obtencion de las muestras y procesamiento
Se recogidé una muestra de orina a todos los pacientes incluidos en el estudio, siempre
el mismo dia de la biopsia renal, antes de la realizacion de la misma y de empezar

ningun tratamiento farmacoldgico.

En todos los casos se recogid la parte media de la segunda miccion del dia en un
recipiente estéril (50 ml aproximadamente) y se centrifugd inmediatamente a 2.100g
durante 30 minutos a 49C, para eliminar los restos celulares. Se recogié el

sobrenadante y se ajusto a pH neutro con NH;HCO3; 1M para minimizar la precipitacion
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durante la congelacidon. Posteriormente, se realizaron alicuotas de 1,5 ml y se

congelaron a -802C hasta ser procesadas.

Se hicieron dos pools con las muestras de los grupos de entrenamiento (10 muestras
de pacientes con NCM en pool #1 y 11 muestras de pacientes con GSF en el pool #2).
Para ello se incluyd la misma cantidad de proteina de cada muestra de orina (500 mg).
La concentracion total de proteinas de las muestras se cuantificé mediante el método
de Bradford (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.), segun las instrucciones del

fabricante y como se detalla a continuacion.

Cuantificacion de proteina (Método Bradford)

Reconstitucion del estandar (Albumina sérica bovina, BSA)

- Afadir 20 ml de agua desionizada y mezclar hasta que se disuelva. La concentracion final
de BSA es de 1,46 mg/ml.

Protocolo

- Diluir 1/5 el colorante concentrado con agua desionizada. Filtrar a través de un filtro
Whatman #1 (o equivalente) para eliminar posibles particulas.

- Preparar diluciones del estandar (BSA). El rango lineal de este ensayo en placa es de 0,5
mg/ml a 0,05 mg/ml, por lo que en este estudio se realizaron las siguientes diluciones:
0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 y 0,05 mg/ml.

- Aplicar 10 pl de cada dilucion del estandar y de cada muestra en los pocillos de una
placa de 96 pocillos (todos por duplicado).

- Afadir 200 pl del colorante diluido a cada pocillo y mezclar cuidadosamente con una

micropipeta evitando la formacién de burbujas.
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Incubar a TA durante al menos 5 minutos (no incubar mas de una hora ya que la
absorbancia aumenta con el tiempo).

Medir la absorbancia a 595 nm. En este estudio utilizamos un espectrofotémetro
Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finlandia).

Se realiza una recta patréon con los datos de las absorbancias observadas en el
espectrofotometro para las diferentes concentraciones de BSA. En este estudio se
evaluaron con el software Skanlt para Varioskan Flash (version 2.4.1). En la Figura 19 se

muestra un ejemplo de curva patron.
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Fig. 19. Ejemplo de recta patron con los datos de concentracidn y absorbancia observada de las
diferentes diluciones de BSA

Aplicando la ecuacién de la recta patréon a la absorbancia de las muestras, se extrapola
su concentracion. La concentracion final serd la media de las concentraciones en cada

muestra, teniendo en cuenta el factor de dilucidon en caso de haberlas diluido.
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El método Bradford se basa en el cambio de color del colorante Azul Brillante de
Coomassie G250 en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas [128]. El
colorante se une a aminoacidos principalmente bdasicos (especialmente arginina) y
aromaticos. Esta unidn del colorante con las proteinas provoca un cambio en el
maximo de absorcion del colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto, este método se
basa en la propiedad del Azul Brillante de Coomassie de presentarse en dos formas con
colores diferentes, rojo y azul. La forma roja se convierte en azul cuando el colorante
se une a la proteina. Este método es sensible (1-15 ug), simple, rapido, econdmico y

pocas sustancias interfieren en su determinacion.

Marcaje de las muestras para DIGE

Para comparar los proteomas urinarios de ambas entidades glomerulares, 75 pg del
pool #1 y 75 ug del pool #2 fueron marcados con diferentes fluorocromos (CyDye™
DIGE Dyes, GE Healthcare). Los fluorocromos CyDye contienen un grupo NHS éster
reactivo que se une covalentemente al grupo g-amino de los residuos lisina de la
proteina via unidn amida. El fluorocromo se une a la proteina sin alterar su PI pero
aumentando su masa molecular 450 Da. Esta propiedad no afecta al patrdn visible en
la segunda dimensién. La existencia de diferentes fluorocromos permite marcar
diferentes muestras y separarlas en un mismo gel. De esta manera se puede confirmar
que las diferencias observadas entre ambas muestras no se deben diferencias en la
movilidad electroforética ya que han sido separadas bajo las mismas condiciones en el
mismo gel. En el mismo gel se puede incorporar una un estandar interno constituido

por la mezcla equimolecular de todas las dos muestras a analizar, el cual es marcado
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con un tercer fluorocromo. De esta manera, se obtiene en un mismo gel, la

comparativa de las dos muestras y de un estandar interno.

En este estudio, utilizamos Cy3 para el pool #1, Cy5 para el pool #2 y Cy2 para el
control interno, segun las instrucciones del fabricante. Cada muestra se marcé con 8
pmol de CyDye por cada ug de proteina y se incubd en hielo durante 30 minutos en
oscuridad. La reaccion de marcaje se interrumpié anadiendo 1 pl de lisina 10 mM e

incubando en hielo durante 10 minutos en oscuridad.

En este estudio se realizaron tres replicas, con 150 pg de proteina total en cada gel.

Cy2 Cy3 Cy5
NCM (pool #1) 75 pg 150 pg -
GSF (pool #2) 75 ug -~ 150 pg

Preparacion de las muestras para la primera dimension

Los pools de muestras se centrifugaron a 10.000g durante 10 minutos y se procedid
posteriormente a una limpieza de los sobrenadantes, necesaria para eliminar posibles
contaminantes como lipidos, glucidos y acidos nucleicos. En este estudio se utilizé el
kit 2DE-Clean-Up (GE Helthcare Life Science, Piscataway, NJ, EE.UU.) segun el protocolo

facilitado por el fabricante:

- Afadir 300 ul de precipitante (suministrado en el kit) a 100 pl de muestra. Vortex e
incubar en hielo 15 minutos.

- Afadir 300 ul de co-precipitante (suministrado en el kit). Vértex.

97



Materiales y Métodos

- Centrifugar a 12.000 g durante 5 minutos y eliminar el sobrenadante.

- Afadir 30 ul de co-precipitante al pellet e incubar en hielo 5 minutos.

- Centrifugar a 12.000 g durante 5 minutos y afiadir 25 ul de agua destilada. Vdrtex.

- Afadir 1 ml de tampdn de lavado frio y 5 pl de aditivo de lavado.

- Incubar 30 minutos a -20°C y vértex de 10 segundos cada 10 minutos.

- Centrifugar a 12.000 g durante 5 minutos, eliminar el sobrenadante y secar el pellet.

- Resuspender con el tampdn adecuado.

A continuacion se procedié a la solubilizacién de las proteinas de las muestras para
romper todas las interacciones moleculares y asegurarse de que cada punto del gel
representard a un polipéptido individual [129]. La solubilizacién de la muestra se

realiza normalmente con un tampdn de lisis que contiene:

- Un agente caotrdpico neutro para solubilizar las proteinas, normalmente se
utiliza urea o tiourea, que desnaturalizan las proteinas mediante la ruptura de los
puentes de hidrdogeno, dejando expuestos los residuos hidrofébicos que seran
solubilizados por el detergente no-idnico.

- Un detergente no-idnico o zwitterionico para prevenir agregaciones, como
CHAPS [3-(cloroamidopropil)-dimetilamonio-1-propanosulfato] o NP-40.

- Un agente reductor, como B-mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT), que completa la
desnaturalizacion de las proteinas mediante la ruptura de los puentes disulfuro.

- Anfolitos, que potencian la solubilidad de las proteinas, minimizando la

agregacion por interacciones de carga.
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En este estudio, el tampdn de lisis en el que se resuspendieron las muestras estaba
formado por: urea 8 M, CHAPS 2,5%, ASB-14 (amidosulfobetaina-14) 2%, DTT 10 mM,
IPG buffer 0,5% (v/v), Tris-HCl 40 mM pH 8,5. Se utilizaron Unicamente 100 ul de
tampdn de lisis para que las muestras quedaran muy concentradas. Se dejaron en

agitacion durante 30 minutos para una conseguir una mayor resuspension.

Separacion en la primera dimensidn. Isoelectroenfoque

La electroforesis 2D-PAGE con gradiente de pH inmovilizado se llevd a cabo de acuerdo
con Gorg et al. [130]. El IEF de las proteinas se realizd en tiras individuales de
poliacrilamida de gradiente de pH inmovilizado (IPG, Immobiline DryStrips, GE
Healthcare) de 24 cm de longitud y rango de pH 3-10, siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Estas tiras, que permiten la separacion de las proteinas segun su PI, se
suministran deshidratadas para facilitar su conservacién. Se prepardé un tampon de
rehidratacion que permitid rehidratar las tiras asi como mantener las proteinas en
disolucién durante todo el proceso del IEF. El tampdn de rehidratacidon se prepard
afiadiendo al tampdn de lisis: IPG 0,5%, solucion DeStreak 1,4% (GE Healthcare) y
trazas de azul de bromofenol. Este paso se llevé a cabo en unos IPG Strip Holders (GE

Healthcare), como se detalla a continuacion:

- Aplicar 450 pl de tampdn de rehidratacion a lo largo del IPG strip holder evitando la
formacién de burbujas.

- Retirar el plastico de proteccidn de la tira IPG y manipular siempre con guantes y pinzas.

- Colocar la tira en el IPG Strip Holder de manera que la acrilamida deshidratada quede en

contacto con la disolucion de rehidratacion.
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- Cubrir la tira con 2 ml de aceite mineral, para evitar la evaporacidon de agua durante el
proceso.
- Dejar un minimo de 12 horas a una temperatura inferior a 30°C en una superficie plana

para una rehidratacion homogénea.

En todo momento, se utilizaron guantes de nitrilo al manipular los geles de

poliacrilamida, las tiras de IEF y cualquier equipamiento en contacto con los geles.

La primera dimensién se llevé a cabo en un Ettan™ IPGphor™ Cup Loading Manifold
(GE Healthcare) en una unidad electroforética Ettan IPGphor 3. El manifold es una
bandeja de ceramica con 6xido de aluminio que permite una eficiente transferencia de
calor y que contiene unos carriles donde colocar las tiras IPG. En este sistema, el IEF se
realiza con el gel hacia arriba, y la muestra se aplica en una pequefiia copa. Se aplicaron

75 ug de cada muestra + DTT 10 mM (final).

Las condiciones del IEF fueron:

300 V durante 1 hora

- 1.000 V durante 30 minutos en gradiente
- 5.000 V durante 80 minutos en gradiente
- 8.000 V durante 30 minutos en gradiente
- 8.000V durante 2 horas

- Se enfocan las muestras hasta llegar a 65.000 Vhr
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Al finalizar el IEF y antes de proceder a la separacién de las proteinas en la segunda
dimension, las tiras fueron equilibradas con el fin de resolubilizar las proteinas y de
reducir y alquilar cualquier puente disulfuro que pudiera quedar oxidado. El tampdn de
equilibrado utilizado fue: urea 6 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,8, SDS 2%, azul de
bromofenol 0,002% (w/v). EI SDS es necesario para desnaturalizar las proteinas y
formar con ellas complejos cargados negativamente que migran hacia el polo positivo

durante la electroforesis.

El equilibrado se realizd en dos pasos, afiadiendo en el primero DTT 0,1 g/10 ml, un
agente reductor para mantener el estado reducido de las proteinas desnaturalizadas.
Se dejaron las tiras durante 15 minutos en agitacion continua a TA. Seguidamente, se
dejaron otros 15 minutos en agitacion continua, pero esta vez en tampdn de
equilibrado al que se habian afadido 0,25 g/10 ml de iodoacetamida, un agente
alquilante para evitar la reoxidacion de los grupos tiol de las proteinas. Finalmente, las

tiras quedaron listas para usar en la segunda dimension.

Separacion en la segunda dimensién (SDS-PAGE)

Una vez que las proteinas habian sido separadas en funcién de su PI, se procedié a su
separacion en funcién de su tamafio o peso molecular mediante SDS-PAGE. Se
utilizaron geles de poliacrilamida al 12,5%, de gran tamafio (26 x 20 cm) para poder

aplicar las tiras de IEF de 24 cm.

La poliacrilamida se forma por copolimerizacion de dos compuestos, la acrilamida y la
bis-acrilamida (N,N'-metilen-bis-acrilamida), en wuna reaccidon iniciada por la

tetrametiletilendiamina (TEMED) y el persulfato de amonio. El radical persulfato activa
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al TEMED, el cual a su vez activa al mondmero de acrilamida para que polimerice. Las
cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la bisacrilamida, formandose
una red de porosidad bastante uniforme, que puede ser regulada variando las

condiciones de la reaccién y las concentraciones de los mondmeros.

En este estudio, para la preparacion del gel se mezclaron: 188 ml acrilamida -
bisacrilamida, 113 ml Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 140 ml H,0 desionizada, 4,5 ml SDS 10%

(p/v), 4,5 ml persulfato de amonio 10% (p/v), 0,62 ul TEMED 10% (p/v).

Para poder llevar a cabo la electroforesis se utilizd tampdn de electroforesis 10x: 250
mM Tris, 1,92 M Glicinay 1% SDS. Los tampones utilizados para catodo y anodo fueron

diluciones 3x y 1x de este tampon de electroforesis, respectivamente.

Se utilizaron marcadores de masa molecular Benchmark (Invitrogen). La electroforesis
se realiz6 a 149C hasta que el frente de migraciéon de los iones rédpidos alcanzé el fondo

del gel.

1- 45 minutos a 6 W (2 W/gel)
2- 4horasa 51 W (17 W/gel)

Los geles analiticos se realizaron por triplicado.

Escaneado de los geles

Para visualizar las muestras marcadas con fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5 fue necesario el
uso de un escaner Typhoon 9400 (GE Healthcare) (Figura 20), que esta especialmente
equipado para la poder excitar y colectar la luz emitida por los fluorocromos, ya que

estos no son visibles en el rango de longitudes de onda visibles. Para los tres canales
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de fluorescencia el voltaje del fotomultiplicador fue ajustado a 475 V y la resoluciéon

empleada fue de 100 um.

Las imagenes digitalizadas se analizaron con el programa SameSpots v4.0 (TotallLab
Ltd, Newcastle, Reino Unido), el cual llevd a cabo el procesamiento y andlisis

estadistico de las imagenes.

Fig. 20. Escaner Typhoon (GE Healthcare)

Tincion de los geles

Para realizar el picado de los spots que se desean identificar fue necesaria una tincién
visible, en este caso se llevd a cabo una tincion con azul Coomassie coloidal. Esta
tincion consiste en la saturacion del gel con el tinte, las proteinas tienen mucha mas
afinidad por las moléculas del tinte que por la poliacrilamida, por lo que, tras desteiiir

el gel, las proteinas resaltan sobre el fondo mas claro del gel.

Para la tinciéon se dejaron los geles toda la noche con Instant Blue (Thermo Fisher). Los

geles quedaron completamente azules y fueron destefiidos con H,O destilada. Los
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geles se digitalizaron con un escaner Typhoon y las imagenes resultantes se alinearon

con las imagenes de los geles DIGE.

Aquellos puntos o spots cuya abundancia de proteinas estaba aumentada o disminuida
2 veces al comparar los dos pools fueron candidatos a ser identificados por huella

peptidica.

Huella peptidica

Los spots de interés fueron procesados escindidos del gel para su digestion triptica:

Destincidn: Bicarbonato aménico 50mM / ACN 50%

- Reduccidon: DTT 20 mM, durante 20 minutos a 602C

- Alquilacion: lodoacetamida 25 mM, durante 15 minutos a 372C

- Digestidn con tripsina: 30 ng/muestra (sequencing grade-Promega, Madison, W],
EE.UU.), durante 3h a 372C

- Elucion: H,O : ACN (1:1) + 0,2% TFA

La tripsina es un enzima proteolitico que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas
en las posiciones de lisina y arginina C-terminal, siempre y cuando no haya una prolina
en el extremo N-terminal de dichos aminoacidos. La tripsina siempre genera un mismo
patron de péptidos para una proteina determinada, lo que se conoce, como se ha

descrito anteriormente, como huella peptidica o PMF.

Para el analisis por MS, se mezclaron 0,5 pl de las muestras con el mismo volumen de

matriz [10 mg/ml de acido a-4-hidroxicinamico (HCCA) en 30% de ACN, 60% de H,0 y
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0,1% TFA]. La mezcla (1 pl) se aplico en una placa MALDI Ground Steel (Bruker

Daltonics) y se dejé secar al aire durante unos minutos.

El analisis por MS se llevd a cabo en un espectrometro de masas MALDI-TOF
UltrafleXtreme (Bruker Daltonics). La ionizacion de las muestras se consiguié con un
laser de nitrégeno a 337 nm y los espectros fueron obtenidos usando un método en
modo reflectrén y un voltaje de aceleracién de 25 kv. Todos los espectros de masas se
calibraron externamente utilizando una mezcla de calibradores externos (Bruker

Daltonics).

La identificacidon de las proteinas se llevd a cabo mediante el motor de busqueda
MASCOT (Matrix Science, Londres, Reino Unido) utilizando la base de datos de

proteinas NCBInr, con los siguientes parametros:

- Especie: Humano.

- Proteasa: Tripsina.

- Especificidad de la tripsina con un maximo de 3 lugares de corte omitidos.

- Modificaciones: oxidacién de las metioninas y carbamidometilacion de las
cisteinas.

- Tolerancia en la masa: 50 ppm de error.

El programa proporciona una lista priorizada que incluye aquellas proteinas que
presentan mayor probabilidad de corresponderse con la proteina analizada en funcién
de su PMF. El criterio para dar como positiva una identificacién fue si el score

individual era superior al correspondiente score limite de homologia.
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VALIDACION DE LOS RESULTADOS POR ENSAYO INMUNOENZIMATICO (ELISA)
La concentracidon de las proteinas identificadas por huella peptidica se evalud en las
muestras de orina de los grupos de validacion utilizando kits de ELISA disponibles

comercialmente.

Los kits utilizados fueron los siguientes:

= ALFA-1-ANTITRIPSINA (Gen AAT)

Fabricante: Abnova (Heidelberg, Germany)

- N2 catdlgo: KA0459

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo

- Dilucién: 1:5.000 -1 :40.000

- LDL (ng/ml): (limite detectable mas bajo, es la sensibilidad o
concentracién de proteina mas baja que puede diferenciarse de 0): 0,3

- Rango (ng/ml): 0,39 — 100

- Coeficiente de variacion intra-ensayo (%): 4,9

- Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): 7,0

=  TRANSFERRINA (Gen TF)

- Fabricante: Abnova

- N2 catdlgo: KAO510

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
- Dilucién: 1:10.000 - 1 : 30.000

- LDL(ng/ml): 1,5

- Rango (ng/ml): 1,56 - 100

- Coeficiente de variacién intra-ensayo (%): 4,5

- Coeficiente de variacion inter-ensayo (%): 7,1
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= ZINC-ALFA-2-GLICOPROTEINA (Gen ZAG)

Fabricante: Abnova

- N2 catalgo: KA1689

- Tipo de ensayo: ELISA competitivo

- Dilucién:1:1

- LDL(ng/ml): 0,021

- Rango (ng/ml): 0,1 —1.000

- Coeficiente de variacion intra-ensayo (%): <10

- Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <15

= CALRETININA (Gen: CALB2)

Fabricante: Elabscience (Wuhan, China)

- N2 catdlgo: E-EL-H0628

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo

- Dilucién: 1:1

- LDL(ng/ml): 0,188

- Rango (ng/ml): 0,313 - 20

- Coeficiente de variacién intra-ensayo (%): <10

- Coeficiente de variacion inter-ensayo (%): <10

= PROTEINA CANAL TRANSMEMBRANA-LIKE 1 (Gen TMC1)

Fabricante: Cusabio (Wuhan, China)

- N2 catdlgo: CSB-EL023633HU

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
- Dilucién:1:1

- LDL (ng/ml): 0,006

- Rango (ng/ml): 0,025-1,6

- Coeficiente de variacién intra-ensayo (%): <8

- Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <10
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= HISTATINA-3 (Gen HTN3)

Fabricante: Cusabio

- N2 catdlgo: CSB-EL0O10879HU

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
- Dilucién:1:1

- LDL(ng/ml): 39

- Rango (ng/ml): 156 — 10.000

- Coeficiente de variacion intra-ensayo (%): <8

- Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <10

= INHIBIDOR NUCLEAR DE LA FOSFATASA 1 (Gen PPP1R8)

Fabricante: Cusabio

- N2 catdlgo: CSB-ELO18555HU

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
- Dilucién: 1:1

- LDL (ng/ml): 0,008

- Rango (ng/ml): 0,003 - 2

- Coeficiente de variacién intra-ensayo (%): <8

- Coeficiente de variacion inter-ensayo (%): <10

= LEUCINE-RICH REPEAT-CONTAINING PROTEIN C100RF11 (Gen c100rf11)

Fabricante: Cusabio

- N2 catdlgo: CSB-EL0O02909HU

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
- Dilucién:1:1

- LDL(ng/ml): 0,005

- Rango (ng/ml): 0,019-1,2

- Coeficiente de variacién intra-ensayo (%):<8

- Coeficiente de variacién inter-ensayo (%):<10
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HOMOLOGO DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION ELONGACION 1 (Gen ELOF1)

Fabricante: Cusabio

N@ catalgo: CSB-ELO07618HU

Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
Dilucion: 1:1

LDL (ng/ml): 0,004

Rango (ng/ml): 0,016 -1

Coeficiente de variacion intra-ensayo (%): <8

Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <10

PROTEINA NUCLEAR CONTENEDORA DE SENAL PROTEOLITICA PEST (Gen PCNP)

Fabricante: Cusabio

N2 catalgo: CSB-EL017625HU

Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
Dilucion: 1:1

LDL (ng/ml): 0,006

Rango (ng/ml): 0,0024 - 1,5

Coeficiente de variacién intra-ensayo (%): <8

Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <10

AMINOACIDO DE CADENA RAMIFICADA AMINOTRANSFERASA, MITOCONDRIAL

(Gen BCAT2)

Fabricante: Cusabio

N@ catalgo: CSB-EL002601HU

Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
Dilucion: 1:1

LDL (ng/ml): 0,006

Rango (ng/ml): 0,023 -1,5

Coeficiente de variacion intra-ensayo (%): <8

Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <10
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= PROTEINA RIBOSOMAL 39S L17, MITOCONDRIAL (Gen MRPL17)

Fabricante: Cusabio

- N2 catdlgo: CSB-EL014824HU

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo
- Dilucién:1:1

- LDL (ng/ml): 0,006

- Rango (ng/ml): 0,025-1,6

- Coeficiente de variacion intra-ensayo (%): <8

- Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <10

= RECEPTOR DEL FACTOR ACTIVADOR DE PLAQUETAS (Gen PTAFR)

Fabricante: Cloud-Clone Corp. (Houston, TX, EE.UU.)

- N2 catdlgo: SEC753Hu

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo

- Dilucién: 1:1

- LDL (ng/ml): 0,059

- Rango (ng/ml): 0,156 - 10

- Coeficiente de variacién intra-ensayo (%): <10

- Coeficiente de variacion inter-ensayo (%): <12

= CICLINA-Y (Gen CCNY)

Fabricante: Cloud-Clone Corp.

- N2 catdlgo: SED270Hu

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo

- Dilucién:1:1

- LDL(ng/ml): 0,032

- Rango (ng/ml): 0,078 - 5

- Coeficiente de variacién intra-ensayo (%): <10

- Coeficiente de variacién inter-ensayo (%): <12
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» PROTEINA HUMANINA-LIKE 6 (Gen HNG)

- Fabricante: Wuhan EIABB Science (Wuhan, China)
- N2 catdlgo: E12591h

- Tipo de ensayo: ELISA sandwich cuantitativo

- Dilucién:1:1

- Rango (ng/ml): 0,312 - 20

Cada muestra se analizdé por duplicado y de acuerdo, en todos los casos, con las

instrucciones del fabricante.

Los valores de absorbancia fueron determinados mediante un espectrofotometro
Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) a 450 nm. Las concentraciones medidas se
evaluaron con el programa Skanlt para Varioskan Flash (version 2.4.1) por
extrapolacion a partir de una curva estandar generada a partir de los estandares

suministrados en los kits.

ANALISIS ESTADISTICOS
Los analisis estadisticos de esta parte del estudio se llevaron a cabo en el Servicio de

Estadistica Aplicada de la Universitat Autonoma de Barcelona.

El primer paso se realizd mediante andlisis univariados y bivariados. Para las variables
continuas, expresadas como mediana (rango intercuartil), los grupos se compararon
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Para las variables categéricas,

las diferencias entre grupos se sometieron a un test chi-cuadrado.
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Arbol de decision

Con el objetivo de caracterizar las patologias de los pacientes se buscaron las proteinas
que mas discriminaban entre pacientes con NCM y pacientes con GSF. Para ello se creé
un arbol de decision a partir de la base de datos de los pacientes. Los arboles de
decisiéon son diagramas de decisiones secuenciales creados para alcanzar un
determinado objetivo y muestran los posibles resultados de cada una de las
elecciones. En cada paso se intenta escoger la mejor particién de la poblacién segin
alguno de los factores (variables explicativas) de manera que haya diferencias de la
variable que define el objetivo entre los dos grupos resultantes. De esta manera, en

cada paso la particion definira dos subgrupos de la poblacién.

En nuestro estudio, el nimero de pacientes de los grupos de entrenamiento de NCM y
GSF era el mismo, es decir, la muestra estaba equilibrada. Asi pues, para determinar
las caracteristicas de las proteinas en los pacientes NCM (o GSF) se determiné en qué
particiones habia un porcentaje menor o mayor al 50% de pacientes con MCD (o GSF).
En el caso de que la probabilidad de tener NCM fuera practicamente igual a la
probabilidad de tener GSF entonces podriamos decir que ese perfil no estaba ni sobre-

representado ni infra-representado en ninguna de las dos patologias.

Ademas, se analizé la sensibilidad y especificidad del arbol de decisidn, calculando el
area bajo la curva ROC (AUC) correspondiente. Se utilizdé un intervalo de confianza (IC)

del 95%, se consideré toda diferencia significativa a valores de p<0,05.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software SAS v9.3 (SAS Institute Inc., Cary,

NC, EE.UU.). El nivel de significacion se fijé en 0,05.
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En esta tesis nos centramos en dos glomerulonefritis, NCM y GSF primaria, cuyo
diagndéstico mediante biopsia renal puede ser confuso y no concluyente. En estas
glomerulonefritis se produce un aumento de la permeabilidad de la barrera de
filtracién glomerular, lo que da lugar al denominado SN idiopatico, caracterizado por

proteinuria masiva, edema e hipoalbuminemia.

El diagndstico definitivo de estas enfermedades requiere la realizacidon de una biopsia
renal, una técnica segura pero no exenta de complicaciones, como hemorragias,
infecciones o hematuria, y esta contraindicada en algunos casos. La evaluacion de la
biopsia renal requiere del examen del tejido renal bajo microscopia Optica, de
inmunofluorescencia y electrdonica. Ademas, es necesaria la obtencion de una cantidad
adecuada de tejido que contenga un numero minimo de glomérulos para evidenciar el

dafio renal.

Aun disponiendo del estudio histolégico de la biopsia renal, a dia de hoy se siguen
cometiendo errores en el diagndstico de la NCM y la GSF. Esto es debido a la
naturaleza focal de la GSF, que hace que el tejido obtenido en la biopsia pueda
contener Unicamente glomérulos no esclerosados, y llegar a un diagndstico erréneo de
NCM. La importancia de llegar al diagndstico correcto radica principalmente en la
respuesta al tratamiento no es la misma en ambas entidades. Los pacientes con NCM
muestran una respuesta excelente al tratamiento con corticoides, mientras que un
elevado porcentaje de pacientes con GSF muestran dependencia o resistencia a este
tratamiento, por lo que llegar al diagndstico correcto evita exponer a estos ultimos a

los efectos adversos de los corticoides.
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Los casos de diagndsticos erréneos fueron los que llevaron a nuestro grupo a la
biusqueda de biomarcadores en orina que pudieran utilizarse como pruebas
complementarias a la biopsia renal en el diagndstico diferencial de estas dos
enfermedades. Se trataria de una prueba sencilla y no invasiva que podria repetirse
tantas veces como fueran necesarias para seguir la progresién de la enfermedad e

incluso controlar la respuesta del paciente al tratamiento.

Con este fin recurrimos a la protedmica, la cual ha experimentado increibles avances
en las ultimas décadas y estd abriendo nuevas vias en el descubrimiento de
biomarcadores con valor diagndstico. En la denominada protedmica clinica, la orina ha
sido ampliamente estudiada, principalmente en la buUsqueda de biomarcadores de
enfermedades renales. En cuanto a las glomerulonefritis, se han propuesto posibles
biomarcadores, pero ninguno de ellos ha permitido, hasta la fecha, diferenciar entre

las diferentes entidades.

En esta tesis llevamos a cabo la busqueda de biomarcadores mediante dos enfoques

protedmicos diferentes:

1. En un primer estudio nos centramos en el analisis del peptidoma urinario.

2. En un segundo estudio nos centramos en el andlisis del proteoma urinario.

La poblacion de estudio estaba constituida por un grupo de pacientes con diagndstico

histoldgico de NCM y GSF primaria.

A continuacion se discuten los resultados de ambos estudios.
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Estudio 1

Andlisis del peptidoma urinario de pacientes
diagnosticados mediante biopsia renal de NCM y GSF

primaria

118



Resultados y Discusion

De este estudio resultd publicado un trabajo: Urinary peptide profiling to differentiate
between minimal change disease and focal segmental glomerulosclerosis. PloSOne.

2014;9(1):e87731 (ver Anexo |).

En este estudio analizamos el peptidoma urinario de pacientes glomerulares. El
peptidoma se refiere al proteoma de bajo peso molecular, es decir, al conjunto de
fragmentos de proteinas y/o péptidos enddgenos que estan presentes tanto en el
espacio intracelular como extracelular de un organismo. Los péptidos se generan
constantemente in vivo mediante sintesis activa, y mediante el procesamiento
proteolitico de proteinas precursoras mas grandes, a menudo produciendo fragmentos
de proteinas que intervienen en una gran variedad de funciones fisioldgicas [131]. Una
desregulaciéon de estos péptidos puede jugar un papel en muchas situaciones
patoldgicas, por lo que el estudio del peptidoma de los diferentes fluidos bioldgicos se
ha convertido en una herramienta emergente en el descubrimiento de biomarcadores
de diferentes enfermedades [132—-136]. Se han propuesto algunas proteinas como
posibles biomarcadores de enfermedad renal [137] y de sindrome nefrdtico [121,138],

pero no han sido hasta la fecha confirmadas para su uso en la practica clinica.

En cuanto a la poblacién de estudio de este trabajo, en la Tabla 3 se muestran algunas
de las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes, comparandose los

grupos de entrenamiento y validacidon en que fueron divididos aleatoriamente.

119



Resultados y Discusion

NCM GSF

Entrenamiento  Validacion  Pgy |Entrenamiento Validacién  Pgy | Pee | Pyy

N 11 11 11 11
Edad 38 (28-68) 68 (28-75) 0,37 57 (31-62) 55(33-65) 0,72|0,36|0,49
/& 4/7 3/8 3/8 4/7

IMC (kg/mz) 24,2 (22,1-33,8) 26,4 (24,7-34,6) 0,50 25,9 (23,1-26,7) 25,3 (22,1-26,3) 0,29(0,78 0,22
TG (mg/dl) 230(176-365) 163 (108-232) 0,07| 239(129-360) 114 (70-166) 0,06|0,92|0,27

CT (mg/dl) 362 (274-477)  278(226-346) 0,15| 217 (180-320) 197 (178-247) 0,60|0,08|0,07

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion de estudio. Los datos se muestran como
mediana (rango intercuartil). Las diferencias entre los grupos fueron evaluadas mediante el test no
paramétrico de Mann-Whitney. P¢, compara los grupos de entrenamiento y validacion, Pee compara los
grupos de entrenamiento, y Py., compara los grupos de validacién. Una p<0,05 fue considerada
estadisticamente significativa; N significa niumero de pacientes; IMC, indice de masa corporal; TG,
triglicéridos; CT, colesterol total.

Con respecto a la edad, no se encontraron diferencias significativas al comparar los
grupos de entrenamiento y validaciéon de ambas entidades. Tampoco se observaron

diferencias al comparar los diferentes grupos.

En cuanto al perfil lipidico se observaron niveles de colesterol significativamente
mayores en los pacientes con NCM al comparar los grupos de entrenamiento. En
cuanto a los TG, no habia diferencias entre los grupos de entrenamiento, pero si que
las habia entre los grupos de entrenamiento y sus respectivos grupos de validacién,
con menores niveles en los ultimos. Como ya se ha descrito, el perfil lipidico del
sindrome nefrético se caracteriza por un incremento de colesterol total, asi como por

un aumento de los TG.
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Al comparar la funcién renal de los grupos de entrenamiento y validacién, no se
observaron diferencias significativas (Figura 21). Sin embargo, al comparar los dos
grupos de entrenamiento, encontramos mayor concentracion de creatinina sérica y
peor funcién renal (férmula MDRD) en el grupo con GSF (p= 0,02 y 0,045,
respectivamente). Unicamente se encontraron diferencias significativas en los niveles

de proteinuria al comparar los dos grupos validacion.

0.669 0.694 0.002
3 —_— _ 30- RN e —)
0.020 180 0.045 0.243
o 0.148 0.158 ~ 0.158 0.237 0.621 0.054
2 g —
a =
& =120 20
) £ &
— = -]
: S
=1 ] g 6o — 2107
= == = -
S I =
Ll
&
0 0 0
NCM GESF NCM GESF NCM GESF

Fig. 21. Diagramas de cajas que comparan niveles de creatinina sérica, funcion MDRD y proteinuria.
Las cajas indican la mediana y los percentiles 25 y 75. Los datos se compararon mediante la prueba U de
Mann-Whitney. Una p<0,05 fue considerada estadisticamente significativa.

Para el estudio del peptidoma utilizamos tecnologia de esferas magnéticas, para el
fraccionamiento de las muestras bioldgicas, combinada con un posterior analisis por
MS. Esta metodologia ha sido ampliamente utilizada durante la ultima década,
demostrandose su utilidad en el estudio del peptidoma de diferentes fluidos bioldgicos
[50,132,139]. La reproducibilidad de esta metodologia ha sido evaluada en varios

trabajos previos [50,140].
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En esta tesis utilizamos un tipo de esferas magnéticas de cromatografia de fase reversa
gue capturan los péptidos y las pequefias proteinas a través de fuertes interacciones
entre los aminodcidos hidrofébicos y la superficie de las esferas. Evaluamos la
reproducibilidad de esta tecnologia y obtuvimos como resultado un coeficiente medio
de variacion inferior al 11%, lo cual indica que los resultados obtenidos con esta
metodologia son altamente reproducibles (Tabla 4). Esta baja imprecisidn se consiguio
tras seguir estrictamente un protocolo estandarizado para la recogida de las muestras
y para su procesamiento, incluyendo ademas el uso de una plataforma robética en
todo el proceso, desde la extraccion del peptidoma hasta el punteado en la placa

MALDI.

Para el andlisis de las fracciones peptidicas obtenidas mediante el uso de estas esferas
magnéticas, utilizamos MALDI-TOF MS, una de las técnicas de espectrometria de
masas mas utilizadas en protedmica clinica. Los espectros obtenidos se analizaron
mediante programas informaticos con el fin de desarrollar un modelo de prediccion de

clase capaz de diferenciar entre NCM y GSF.

El modelo generado permitié diferenciar entre NCM y GSF con una capacidad de
reconocimiento del 100% y una validacidn cruzada del 55%. Para validar este modelo,
se utilizaron los datos de los perfiles peptidicos del grupo de validacién. El modelo
clasificé correctamente al 81,8% (9/11) de los pacientes con NCM del grupo de

validacion, y al 72,7% (8/11) de los pacientes con GSF (Tabla 5).
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m/z 1.798,56 1.913,60 2.392,54 2.408,26 2.642,26 2.939,95 3.004,65

a 13,57 14,79 31,64 55,2 26,08 37,39 37,58

Area |, 1349 1240 3235 4554 2555 3761 3129
M“::"a ?j I‘.f)lco ¢ 1209 11,79 2690 41,87 2680 43,06 38,00
d 1536 1588 32,95 4849 2598 3693 34,00
Vv (%) 9,82 1412 891 11,81 199 746 9,01
a 21,07 29410 20,88 2404 1401 1971 46,64
Area |, 2671 23566 2232 2624 1268 2046 49,63
M“:;"a ?j I‘.f)lco c 2087 270,95 23,06 2333 13,30 1979 50,17
d 27,25 36898 2453 2652 1291 17,49 46,88
v (%) 1450 1929 669 635 441 667 3,78
a 2000 11,12 102,17 146,83 19,26 21,6 113,13
Area b 21,92 1051 116,68 173,27 20,05 18,57 104,43
Muestra del pico

43 (Ua) c 18,05 10,79 108,95 147,57 22,97 19,74 108,97

d 19,82 11,21 100,57 145,21 22,85 23,88 109,32

CV (%) 7,95 2,94 6,86 8,75 8,96 10,97 3,27

a 13,29 126,69 20,90 49,75 17,56 17,26 101,82

Area 1217 131,38 21,87 5044 17,10 1502 113,95

M":Z"a ?j I‘.f)'co c 1521 13846 21,23 4674 17,45 17,33 8843
d 1416 149,39 2555 6431 17,22 175 106,11

CV (%) 9,43 723 959 1483 122 669 1042

a 11,38 1220 9032 61,88 3343 51,34 50,29

Area  p 1158 11,15 112,10 6735 3404 5613 5817

M":;"a ?j I:)ICO c 11,59 1291 11472 71,03 37,43 57,25 4892

d 10,47 11,18 105,45 64,47 41,61 62,21 62,77

CV (%) 4,74 7,21 10,35 5,94 10,26 7,86 11,94

Media CV (%) 9,29 10,16 8,48 9,53 5,37 7,93 7,68

Tabla 4. Evaluacion de la reproducibilidad de la tecnologia de esferas magnéticas. Se analizaron los espectros
de 4 réplicas (a, b, ¢, d) obtenidos a partir de 5 muestras de orina aleatorias. Se seleccionaron al azar 7 sefiales
para calcular el coeficiente de variacion (CV) de su area del pico. Los valores de area del pico se muestran en
unidades arbitrarias (u.a.).
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Grupos de validacion

NCM (n = 11) GSF (n = 11)

Clasificados como NCM (n) 9 3
Clasificados como GSF (n) 2 8
Clasificados correctamente (%) 81,8 72,7

Tabla 5. Evaluacion del modelo de prediccion de clase generado por el programa ClinProTools
utilizando los datos espectrales de los grupos de validacion.

Ademas del modelo de prediccidn, en este estudio analizamos el peptidoma urinario
de todos los pacientes e individuos sanos en busca de péptidos diferenciales. De esta
manera, se detectaron 24 péptidos que mostraban sefial m/z en la orina de todos los
individuos estudiados, tanto pacientes como individuos sanos. De estos 24 péptidos se

llegd a la identificacion de 4 (Tabla 6).

Al comparar sujetos sanos y pacientes con NCM se observaron diferencias
significativas en el area del pico de 22 sefales (Tabla 6): 7 sefiales (m/z 1.769,38,
1.898,37, 1.913,60, 2.713,96, 2.976,97, 3.004,65 y 3.389,12) mostraban mayor area del
pico, y 15 sefales (m/z 1.945,50, 1.961,71, 2.305,01, 2.378,07, 2.392,54, 2.408,26,
2.491,41, 2.505,64, 2.521,45, 2.543,26, 2.642,26, 2.939,95, 3.161,72, 3.226,48 y

4.013,38) mostraban menor area del pico en el grupo de sujetos sanos.

Al comparar sujetos sanos y pacientes con GSF, se observaron diferencias significativas
en el area del pico de 20 sefiales: 6 sefiales (m/z 1.898,37, 1.913,60, 2.713,96,

2.976,97, 3.004,65 y 3.389,12) mostraban mayor area del pico, y 14 sefiales (m/z

124



Resultados y Discusion

1.831,61, 1.945,50, 1.961,71, 2.305,01, 2.378,07, 2.392,54, 2.408,26, 2.491,41,
2.505,64, 2.521,45, 2.543,26, 2.642,26, 2.678,13 y 3.226,48) mostraban menor area del

pico en el grupo de sujetos sanos (Tabla 6).

Ademas, comparamos el peptidoma urinario de pacientes con NCM y pacientes con
GSF con el fin de determinar la presencia de péptidos expresados diferencialmente
entre ellos. La identificacion de las proteinas a las que pertenecen estos péptidos
podria aportar informacion sobre los mecanismos patoldgicos implicados en estas
enfermedades. Se observaron diferencias en el area del pico de 5 péptidos (Tabla 6):
uno de ellos, con m/z 1.913,60, mostraba mayor area del pico, y los 4 restantes, con
m/z 2.392,54, 2.408,26, 2.976,97 y 3.161,72, mostraban menor area del pico en el

grupo de pacientes con GSF.

Las sefiales m/z 1.898,37 y 1.913,60 fueron identificadas como fragmentos de
uromodulina (UMOD; n2 de acceso Swiss-Prot: P07911; Homo sapiens); las secuencias
de aminodcidos coincidentes fueron 591-607 and 589-606, respectivamente. Estas
sefales mostraban un mayor area del pico en los sujetos sanos que en los pacientes, y
entre estos, la sefial con m/z 1.913,60 mostraba un mayor area en los que padecian

GSF (p=0,039) (Figura 22).
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Tabla 6. Area del pico de los péptidos urinarios de la poblacion de estudio. Los datos se expresan en

unidades arbitrarias como mediana (rangos intercuartiles). Para evaluar las diferencias se realiz6 la

Coeficiente entre los valores de la mediana del area de

a

prueba no paramétrica U de Mann Whitney.

C

entre sujetos sanos y pacientes con GSF y entre "pacientes

b

pico de sujetos sanos y pacientes con NCM,

con NCM y pacientes con GSF. ALB: albimina; UMOD: uromodulina; AAT: alfa-1-antitripsina; B2M: beta-

2-microglobulina.
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Fig. 22. Péptidos de UMOD (m/z 1.898,37 y 1.913,60) en orina de pacientes con NCM, GSF y sujetos
sanos. a) Diagrama de cajas que muestra el area del pico de las sefiales. b) Imagen ofrecida por el
programa ClinProTools que muestra el area del pico media, en unidades arbitrarias (u.a.), de los

péptidos.

La UMOD, también conocida como proteina de Tamm-Horsfall, es la proteina mas

abundante de la via urinaria de individuos sanos. En condiciones fisioldgicas se excreta
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en una proporcion relativamente constante, de unos 50-150 mg/24h. Esta proteina es
sintetizada exclusivamente en el rifidn, concretamente en las células epiteliales de la

rama ascendente del asa de Henle [141].

UMOD es una glicoproteina del tipo fosfatidilinositol, cuya estructura primaria es de
616 aminoacidos, su peso molecular es de unos 95 kDa y se encuentra altamente
glicosilada, con un 30% de su masa formada por carbohidratos. Tiene 48 residuos de
cisteina que le dan una conformacidon Unica y expone 8 sitios para glicosilacion y
enlace. Esta proteina estd codificada por el gen UMOD, que se encuentra en el
cromosoma 16p [142]. Dentro de sus funciones se han descrito: formar agregados
linfocitarios e interferir con la funcion linfocitaria - puede modular la funcién de
citoquinas a nivel tubular; proteger contra infecciones del tracto urinario - tiene
capacidad inmunomoduladora y antimicrobiana, puede formar un moco fijador de
bacterias como mecanismo antiinfeccioso, actuando como receptor soluble para
fimbrias de Escherichia coli tipo | y ayudando a eliminar esta bacteria del tracto
urinario mediante la formacién de una pseudocapsula que la rodea; proteger contra la
formacién de calculos - inhibe la agregacién de cristales de oxalato de calcio en el
lumen tubular [143]. Una baja excrecién de UMOD se asocia a infecciones del tracto

urinario, enfermedades cardiovasculares e insuficiencia renal.

Aunque esta proteina fue caracterizada ya en 1950, hasta dia de hoy sus funciones no
se conocen completamente. Existen evidencias de que los niveles de UMOD en orina
podrian representar un biomarcador util para el diagndstico de enfermedades renales

[137,144]. Nuestros resultados concuerdan con estas evidencias, en concreto,
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observamos que los pacientes con glomerulonefritis tenian niveles mas bajos de dos
péptidos, correspondientes a fragmentos de UMOD, que los individuos sanos. Lo mas
interesante de este hallazgo es que uno de estos péptidos también nos permitia

diferenciar entre NCM y GSF, con niveles mas elevados en estos ultimos.

Ya se habia descrito una menor expresién de este mismo péptido de UMOD, de m/z
1.913, en pacientes con enfermedad renal avanzada y en pacientes diabéticos, lo que
puede ser debido a una alteracién de la membrana apical de las células de la rama

ascendente del asa de Henle [145,146].

Las sefiales con m/z 1.945,50, 1.961,71, 2.392,54, 2.505,64 y 2.521,45 se identificaron
como alfa-1-antitripsina (AAT; n2 de acceso Swiss-Prot: P01009; Homo sapiens); las
secuencias de aminoacidos coincidentes fueron 378-394, 378-394, 398-418, 397-418, y
397-418, respectivamente. Todas estas sefiales mostraban menor area del pico en los
sujetos sanos en comparacion con los pacientes glomerulares. Una de las sefiales, la de
m/z 2.392,54, también permitia diferenciar entre NCM y GSF, con menor area en la

GSF (Figura 23).

AAT es una glicoproteina de 52 kDa, formada por una cadena de 394 aminoacidos y 3
cadenas laterales de carbohidratos. La AAT esta codificada por el gen SERPINAL,
localizado en el extremo distal del brazo largo del cromosoma 14 y se expresa
fundamentalmente en hepatocitos. Esta proteina es el inhibidor de proteasas mas
abundante en el suero humano, donde se encuentra a concentraciones de 120-220
mg/dl [147]. En condiciones fisioldgicas, la secrecion hepatica es de unos 34

mg/kg/24h, pero esta cantidad puede incrementar hasta 5 veces en respuesta a
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procesos inflamatorios, tumorales o infecciosos. La AAT existente en el suero
representa Unicamente el 40% del total de la proteina y el 60% restante se encuentra

en el espacio extravascular, impregnando diferentes tejidos corporales [147].
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Fig. 23. Péptidos de AAT en orina de pacientes con NCM, GSF y sujetos sanos. a) Diagrama de cajas que
muestra el area del pico de las sefiales. b) Imagen ofrecida por el programa ClinProTools que muestra el
area del pico media, en unidades arbitrarias, de los péptidos.

La principal diana de la AAT es la elastasa de neutroéfilos. Durante las infecciones
respiratorias, los neutrdfilos se dirigen a los alvéolos pulmonares y liberan la elastasa
de neutrdfilos que, al digerir la elastina, destruye la estructura eldstica pulmonar y
provoca la aparicion de enfisema. La AAT se une a la elastasa de neutrodfilos,
protegiendo asi el tejido conectivo pulmonar. La unidén inactiva al enzima, por lo que se

evitan sus efectos destructivos [148].
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Aparte de su capacidad antiproteasa, la AAT neutraliza también las defensinas alfa del
neutrdfilo, el leucotrieno B4 y la interleucina-8, que son potentes quimioatrayentes de
neutrdfilos al foco inflamatorio [149]. En conjunto, todos estos datos indican que la
AAT es una molécula antiinflamatoria natural de amplio espectro, cuya funcion es
modular las reacciones inflamatorias que se producen continuamente en el organismo

[148].

La deficiencia de AAT es una enfermedad congénita de herencia autosémica
codominante no ligada al sexo, en la cual se produce degradacién tisular durante la
inflamacién, que aumenta la predisposicidon a desarrollar enfermedades del pulmén,
del higado y de la piel [150,151]. La AAT se ha asociado también a enfermedad
vascular, enfermedad intestinal inflamatoria, vasculitis y glomerulonefritis, aunque no
se han establecido definitivamente estas relaciones. En un estudio previo, Candiano et
al., analizando el proteoma urinario de pacientes con sindrome nefrdtico primario
mediante electroforesis bidimensional combinada con MS, hallaron fragmentos de
albimina y AAT como las proteinas mas abundantes. Aunque la mayoria de estos
fragmentos se forman en el plasma, algunos de ellos fueron producidos en la orina, lo
gue sugiere la presencia en la orina de proteasas especificas [121]. En concordancia
con estos datos, en el presente trabajo se encontraron 5 péptidos correspondientes a
AAT con sefiales mads intensas en los pacientes glomerulares; lo que es mas interesante
es que uno de estos péptidos nos permitié la diferenciacién entre pacientes con NCM y

pacientes con GSF.
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Otra identificacion fue la de la sefial con m/z 2.713,96, que correspondia a un
fragmento de la proteina beta-2-microglobulina (B2M; n2 de acceso Swiss-Prot:
P61769; Homo sapiens). Dentro de la proteina, la secuencia de aminodcidos hallada
fue 59-81. Esta sefial mostraba mayor darea del pico en los sujetos sanos en
comparacion con el grupo de pacientes. Se trata de una proteina de bajo peso
molecular, sintetizada por todas las células, principalmente linfocitos T citotdxicos. Su
presencia en la superficie celular estd relacionada con el sistema mayor de
histocompatibilidad. En condiciones normales, menos del 0,1% de la B2M filtrada en
los glomérulos pasa a la orina [152]. Su elevacion en plasma se debe a cualquier
condicion que disminuya la tasa de filtracion glomerular asi como en casos de
inflamacién croénica, enfermedad hepatica y algunas infecciones virales [152]. En
personas con signos de dafio renal, concentraciones de B2M elevadas en plasma vy
bajas en orina indican que el dafo es de tipo glomerular. Por el contrario, si las
concentraciones de B2M son bajas en plasma y elevadas en orina, es mas probable que
el dafo sea de tipo tubular. De los individuos incluidos en nuestro estudio no
disponemos de la concentracion de B2M en plasma, pero observamos una menor
sefal en la orina de los pacientes glomerulares. Esta proteina, sin embargo, no

permitio diferenciar entre NCM y GSF.

Por dltimo, la sefial con m/z 1.831,61, fue identificada como un fragmento de
albumina sérica (ALB; n? de acceso Swiss-Prot: P02768; Homo sapiens); dentro de esta
proteina, la secuencia de aminoacidos coincidente fue 432—-447. Este péptido estaba

disminuido en los sujetos sanos al comparar con los pacientes con GSF, pero no se
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encontraron diferencias al comparar con los pacientes con NCM. El péptido

identificado como ALB no mostraba diferencias entre NCM y GSF

Mediante el coeficiente de correlacién de Spearman se analizaron las asociaciones
entre el area del pico de estas sefiales y las variables demogréficas y bioquimicas de la

poblacién de estudio, sin hallarse ninguna asociacién.

En resumen, del andlisis comparativo del peptidoma urinario se observaron diferencias
significativas en 5 péptidos al comparar pacientes con GSF y pacientes con NCM; los
pacientes con GSF mostraron un area del pico mayor en una sefial (m/z 1.913,60)
correspondiente a un fragmento de UMOD y un area del pico menor en una sefal (m/z
2.392,54) correspondiente a un fragmento de AAT. Estas dos sefiales mostraban
diferencias también al comparar con los sujetos sanos; en el grupo de sujetos sanos los
fragmentos de UMOD y AAT mostraban mayor y menor sefial, respectivamente, en
comparacion con los pacientes con enfermedad glomerular. Observamos que el area
del pico de estas dos senales no dependia del grado de proteinuria de los pacientes,
por lo que ofrecian una informacidon adicional en el diagndstico de estas
enfermedades, ya que la proteinuria por si sola no es suficiente para diferenciar entre

estas dos glomerulonefritis.

El patron de fragmentacion de las proteinas descritas anteriormente podria ser un
reflejo de la actividad proteolitica que tiene lugar durante la enfermedad renal. En
consecuencia, la aparicion de algunos péptidos especificos en la orina podrian servir

como marcadores bioldgicos de las enfermedades aqui tratadas, NCM y GSF.
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En relacidn a las proteinas UMOD y AAT, nuestro grupo, en un estudio previo, también
mediante el anadlisis del peptidoma urinario, consiguid identificar varios péptidos de
estas proteinas que permitian diferenciar a los pacientes con glomerulonefritis de los
sujetos sanos [153]. Al igual que en el presente trabajo, los péptidos de UMOD se
encontraban disminuidos en los pacientes con glomerulonefritis en comparacién con
los sujetos sanos, mientras que los péptidos de AAT se encontraban aumentados. Sin
embargo, ninguno de ellos permitio diferenciar entre NCM y GSF. Cabe decir, que el
numero de pacientes de este estudio previo era inferior al del estudio actual (23

pacientes frente a 44).

Los resultados de este estudio sugieren que el anadlisis de unos péptidos determinados
de UMOD y AAT en orina podria ser un método sencillo y no invasivo para distinguir
entre NCM y GSF primaria en aquellos casos en los que el resultado del estudio
histolégico de la biopsia fuera confuso y no del todo concluyente. Sin embargo, se
trata todavia de posibles candidatos que deberian ser analizados en estudios con un
mayor numero de pacientes para determinar su utilidad en la practica clinica. Ademas,
encontramos otros péptidos en este estudio que también eran diferenciales entre
NCM y GSF y que seria interesante llegar a identificar, ya que esto podria arrojar luz

sobre los procesos patoldgicos que se producen en estas dos enfermedades.
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ESTUDIO 2

Andlisis del proteoma urinario de pacientes
diagnosticados mediante biopsia renal de NCM y GSF

primaria
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En este estudio analizamos el proteoma urinario de pacientes glomerulares mediante

electroforesis bidimensional DIGE.

En cuanto a la poblacién de estudio, se incluyeron los mismos pacientes del estudio

anterior, y se incluyeron 5 pacientes mas.

En la Tabla 7 se muestran los datos demograficos y clinicos de los pacientes segun

fueron divididos aleatoriamente en un grupo de entrenamiento o de validacién.

Entrenamiento Validacion Pe.y
NCM GSF Pee NCM GSF P,y | MCD GSF

N 10 11 14 14
Edad 39,5 (28-68) 57(31-71) 0,57 | 55,5(30-72) 54,5 (36-59) 0,45 | 032 0,85
?/3 3/7 5/6 0,47 6/8 2/12 0,09 | 052 0,08
IMC (kg/m®)  27,3(21,9-33,8) 25,5(24-26,6) 0,68 | 29,4 (24,2-30,6) 26,3(25,1-28,4) 0,63 | 0,76 0,41
ASC 1,7 (1,7-1,9) 1,8(1,6-1,8) 0,83 | 1,8(1,6-1,9) 1,9 (1,8-2) 0,35 | 052 0,11
Gluc

ucosa 91 (81-101) 88(83-97) 0,89 84 (81-94) 94 (87-97) 0,19 | 0,44 0,67
suero (mg/dl)
Creatinina

€ 0,9 (0,8-1) 1,2(0,9-1,2) 0,12 | 0,9(0,8-1,3) 1,3 (0,9-1,8) 0,24 | 064 0,62
suero (mg/dl)
Proteinuria
(g/oZ:h)u 106(2,3-12,2)  35(257,4) 029 | 97(59-150) 3,4(L,7-45 0,004 | 052 064

Tabla 7. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién de estudio. Los datos se muestran como

mediana (rango intercuartil). Las diferencias entre los grupos fueron evaluadas mediante el test no

paramétrico de Mann-Whitney. P, compara los grupos de entrenamiento y validacion, Pgg los grupos

de entrenamiento, y Py.y los grupos de validaciéon. Una p<0,05 fue considerada estadisticamente

significativa; N significa nimero de pacientes; IMC, indice de masa corporal y ASC, area de superficie

corporal.
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Los grupos de entrenamiento, que son los que se compararon mediante DIGE, no
mostraban diferencias en edad ni en sexo, y ademas tenian niveles similares de
proteinuria. Estos los grupos de validacion existian diferencias en los niveles de

proteinuria, con niveles mayores en el grupo de NCM.

Una vez escaneados los geles bidimensionales se contabilizaron un total de 392 spots
(Figuras 24 y 25), de los cuales 242 mostraban diferencias significativas al comparar
NCM y GSF (ANOVA, p<0,05); el 57,4% de ellos mostraba mayor abundancia en los

pacientes con NCM vy el 42,6% en los pacientes con GSF (Tabla 8).

Dada la elevada cantidad de spots de interés, se comenzaron a identificar aquellos que
mostraban un ratio superior a 2 al comparar los dos grupos de pacientes, con una
p<0,01. Se consiguieron identificar 25 spots, que resultaron en 16 proteinas diferentes.
Once de estas proteinas estaban aumentadas en los pacientes con NCM y 5 lo estaban
en los pacientes con GSF. En la Tabla 9 se muestra la lista de proteinas identificadas; se
puede observar cdmo en algunos casos, un mismo spot dio como resultado varias

proteinas.
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Fig. 24. Analisis diferencial (DIGE). Tincion Coomassie coloidal. Numeraciéon de los spots ofrecida por el
programa Samespot (TotallLab).
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Fig. 25. Andlisis diferencial (DIGE). Tincion Coomassie coloidal. Se muestran las imagenes marcadas con

los fluorocromos Cy3 (NCM), Cy5 (GSF) y Cy2 (estandar interno) de las tres réplicas de los geles

analiticos realizadas.
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# spot p Ratio Media # spot p Ratio Media
(Anova) normalizada® (Anova) normalizada®
NCM GSF NCM GSF

1350 1,64E-02 17,4 0,122 2,128 | 1.340 0,002 2,0 1,407 0,717
169  3,33E-02 53 2,726 0,515 | 1.439 0,002 1,4 0,900 1,242
963  4,99E-02 2,6 1,771 0,683 | 1.451 0,002 1,5 1,220 0,828
745  6,39E-02 3,1 1,840 0,588 | 1.371 0,002 2,7 1,224 0,454
580  8,18E-02 2,3 1,723 0,760 960 0,002 2,0 1,182 0,599

1.468 8,34E-02 3,1 2,218 0,706 480 0,002 2,2 1367 0,608
781  9,27E-02 2,6 1,271 0,490 734 0,002 2,7 1,704 0,629
930  1,03E-01 11,0 0,168 1,842 | 1.076 0,002 1,2 0,829 1,008
814  1,17E-01 9,9 0,184 1,819 | 1.382 0,002 2,6 1,368 0,533
621  1,31E-01 54 2,215 0,409 | 1.398 0,002 2,3 1,629 0,724
921  1,44E-01 11,8 0,155 1,822 | 1.473 0,002 3,4 1,473 0,430
638  1,48E-01 2,2 1,420 0,657 | 1.404 0,002 2,0 0,666 1,319

1.356 1,78E-01 4,8 1,847 0,382 | 1.458 0,002 61 0279 1,689

1.164 2,14E-01 1,6 1,166 0,709 | 1.065 0,002 9,0 0,185 1,668

1.358 2,22E-01 2,2 1,362 0,628 | 1.012 0,002 2,2 1,383 0,623

1.412  2,25E-01 2,2 1,555 0,697 508 0,003 2,4 1674 0,703

1.334 2,75E-01 4,1 1,792 0,437 528 0,003 2,3 1,556 0,679
774  3,55E-01 2,6 1,268 0,490 | 1.475 0,003 2,3 1,210 0,519
928  3,63E-01 3,3 0,403 1,323 631 0,003 1,9 1,500 0,777

1.469 3,80E-01 4,4 2,980 0,682 630 0,003 2,3 1,543 0,682
529  3,82E-01 2,2 1,551 0,697 478 0,003 22 1371 0,632

1.470  4,18E-01 3,8 0,434 1,647 958 0,003 2,3 1,940 0,855
728  4,34E-01 3,0 1,863 0,626 283 0,003 1,4 1,051 0,755

1.330 4,42E-01 2,5 1,692 0,688 | 1.064 0,004 43 0392 1,668

1.336 504E-01 1,6 1,614 1,001 891 0,004 48 2369 0,498

1.349 543E-01 2,3 1,531 0,653 | 1.003 0,004 3,4 1,703 0,495
614  562E-01 2,4 1,738 0,733 | 1.434 0,004 7,9 2,183 0,277

1354 581E-01 45 1,770 0,395 771 0,004 1,9 1,375 0,741
999  6,49E-01 2,2 1,476 0,680 746 0,004 2,9 0571 1,680

1.148 6,69E-01 1,7 1,773 1,040 | 1.070 0,004 11,5 0,177 2,037

1361 6,72E-01 2,2 1,917 0,877 | 1.111 0,004 48 0,344 1,648
815  7,19E-01 18,6 0,087 1,613 929 0,004 2,1 1515 0,705
965  7,26E-01 2,0 1,156 0,574 955 0,004 2,1 1,760 0,843

1.352  7,28E-01 42 1,789 0,430 932 0,004 3,7 0415 1,529

1.460 7,39E-01 7,0 0,245 1,721 962 0,004 1,8 1,568 0,885
971  7,53E-01 2,0 1,645 0,828 902 0,004 68 0221 1,509
808  7,64E-01 10,1 0,166 1,673 838 0,005 50 0,330 1,641
981  7,72E-01 1,8 1,437 0,820 | 1.400 0,005 57 2,176 0,383

1363 7,87E-01 2,6 1,514 0,586 888 0,005 2,0 1,358 0,665

1.129 8,52E-01 1,6 1,578 0,976 904 0,005 7,8 0,202 1,564
54 8,90E-01 42 2,395 0,570 943 0,005 3,3 2,132 0,646
970  8,96E-01 2,4 1,920 0,815 648 0,005 2,3 1,614 0,709
898 0,001 52 0,327 1,685 | 1.410 0,005 1,8 1,361 0,748
464 0,001 2,6 1,556 0,606 | 1.110 0,005 3,9 0437 1,686
651 0,001 1,7 0,729 1,267 824 0,005 19 1,389 0,740
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# spot p Ratio Media # spot p Ratio Media
(Anova) normalizada® (Anova) normalizada®
NCM GSF NCM GSF

609 0,006 22 0624 1,371 | 1.046 0,012 2,5 0,567 1,432
1.408 0,006 4,4 2,166 0,490 742 0,012 2,0 0660 1,297
773 0,006 2,1 1,18 0,561 | 1.390 0,013 1,4 0,998 1,352
805 0,006 3,8 0,404 1,534 650 0,013 1,8 1,423 0,785
975 0,006 1,7 1,531 0,876 695 0,013 4,4 1,725 0,388
1.058 0,006 55 0,288 1,573 657 0,013 1,9 1,480 0,765
807 0,006 4,4 0,381 1,678 738 0,013 1,9 1,539 0,801
990 0,006 1,9 1,642 0,858 857 0,013 19 0,739 1,376
1.102 0,007 30 1,950 0,645 | 1.414 0,013 1,4 1,125 0,791
585 0,007 1,4 0,765 1,070 844 0,014 2,9 1,527 0,520
959 0,007 2,7 1,508 0,552 966 0,014 1,8 1,128 0,636
1.048 0,007 1,3 1,259 1,006 794 0,014 1,3 1,162 0,925
1.472 0,007 2,5 1,693 0,679 727 0,014 1,3 1,215 0,939
994 0,007 23 0,577 1,306 705 0,014 2,4 0,499 1,208
753 0,007 2,2 0,677 1,479 | 1.471 0,014 2,0 0,761 1,544
852 0,008 1,9 1,461 0,754 | 1.421 0,014 1,4 0,798 1,138
688 0,008 54 1,697 0,315 686 0,015 1,5 1,563 1,023
1.467 0,008 1,5 1,202 0,794 764 0,015 19 0,685 1,314
1.438 0,008 1,3 1,246 0,962 744 0,015 2,3 0,585 1,337
1.135 0,008 1,4 1,541 1,083 711 0,015 3,2 1,944 0,605
1.079 0,008 4,4 0340 1,499 995 0,015 1,7 1471 0,876
1.476 0,008 2,4 1,281 0,525 640 0,016 1,5 1,308 0,850
1.463 0,008 1,2 0,835 1,001 | 1.017 0,016 1,4 1,267 0,884
714 0,008 1,9 0,635 1,221 | 1.098 0,016 57 0,311 1,774
723 0,009 1,6 0,811 1,270 662 0,016 1,6 1,441 0,890
1.066 0,009 60 0272 1,631 | 1.014 0,017 1,6 0827 1,319
1.384 0,009 23 0,583 1,361 884 0,017 19 1452 0,784

848 0,009 1,8 1,420 0,810 968 0,017 2,3 1,229 0,528
467 0,009 1,9 1,409 0,743 839 0,018 55 2,054 0,376
288 0,009 1,4 1,031 0,741 623 0,018 2,4 1,678 0,708
626 0,009 21 1,550 0,729 | 1.210 0,018 2,7 0,526 1,408
900 0,009 1,6 0,760 1,218 | 1.461 0,019 43 0418 1,781
1.339 0,01 2,1 1,702 0,827 941 0,019 2,6 1,720 0,654
1.392 0,01 51 0,307 1,571 | 1.015 0,019 1,3 1,217 0,968
1.073 0,01 42 0458 1,913 953 0,019 19 1,581 0,846
1.131 0,01 30 0,501 1,503 842 0,02 20 0672 1,337
1.175 0,01 1,4 1,458 1,011 | 1.082 0,02 1,7 1,378 0,820
1.126 0,01 1,9 0,877 1,653 718 0,02 32 2,69 0,841

1.443 0,011 1,4 0878 1,206 | 1.357 0,02 2,1 1,366 0,662
1.415 0,011 2,1 1,392 0,678 | 1.441 0,02 1,6 1,393 0,856
885 0,011 1,4 1,409 1,035 956 0,02 1,6 0,771 1,272
1.397 0,011 1,1 0918 1,017 | 1.075 0,021 84 0,180 1,514
1.074 0,011 3,6 0567 2,019 | 1025 0,021 1,6 1,150 0,723
674 0,012 1,3 0809 1,059 | 1436 0,021 1,8 1,569 0,876
649 0,012 1,6 1,280 0,784 936 0,021 2,1 1,749 0,841
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# spot p Ratio Media # spot p Ratio Media
(Anova) normalizada® (Anova) normalizada®
NCM GSF NCM GSF

1.238 0,021 1,2 1,029 1,226 | 1.013 0,038 1,3 1,058 0,799
924 0,022 55 0,317 1,732 907 0,038 1,3 1,347 1,002
678 0,022 1,5 0,766 1,125 | 1.378 0,039 1,3 0,850 1,104

1.447 0,023 1,3 0954 1,244 679 0,041 1,4 0,800 1,090

1.097 0,023 3,7 0406 1,509 | 1.026 0,041 3,7 0,497 1,815
724 0,023 2,6 0,559 1,443 876 0,042 1,6 0,729 1,163

1.009 0,024 1,5 1,249 0,858 693 0,042 2,6 0,556 1,438

1.137 0,024 1,7 1,269 0,738 620 0,045 1,3 0,867 1,120
669 0,024 1,2 0,814 0,995 758 0,045 1,9 0,705 1,310

1.440 0,024 1,5 1,305 0,893 813 0,045 2,1 0,657 1,347
793 0,025 1,4 0840 1,211 961 0,046 1,3 0,950 1,251
616 0,025 1,6 1,258 0,771 663 0,046 1,1 0850 0,921

1.119 0,026 1,5 0,921 1,362 938 0,047 1,4 1,348 0,946
843 0,026 2,3 0612 1,398 642 0,047 1,1 0,910 1,009
978 0,026 1,3 1,345 1,065 730 0,047 1,7 1,889 1,137

1.060 0,027 1,7 1,469 0,887 | 1.004 0,049 1,1 1,172 1,036

1.448 0,027 1,4 1,309 0,917 | 1.136 0,049 2,5 0,445 1,133
855 0,027 1,2 1,070 1,281
769 0,028 2,9 0441 1,262
906 0,028 2,1 1,514 0,729

1.153 0,028 2,8 0563 1,550

1.071 0,029 52 0414 2,137
579 0,029 1,9 1,501 0,778

1.116 0,03 1,6 0810 1,297
755 0,03 1,8 1,552 0,863
881 0,03 1,7 1,543 0,930

1.094 0,03 45 0,346 1,571

1.085 0,03 41 0,381 1,565
871 0,03 1,4 0910 1,261
862 0,031 1,6 0,798 1,237
853 0,031 1,9 1,943 1,018

1.100 0,032 9 0,190 1,708

917 0,033 2,2 0,867 1,938
922 0,033 2,3 0,630 1,449
825 0,033 1,7 1,502 0,880
762 0,034 1,7 0,710 1,184
1124 0,034 1,5 0,699 1,082

685 0,035 1,4 1,161 0,855
754 0,035 3,2 0,456 1,439

1.222 0,035 2,6 0,635 1,622 | Tabla 8. Listado de los spots resultantes del
603 0,037 1,3 0,928 1,191 | andlisis diferencial DIGE que muestran
910 0,037 1,6 1,443 0,885 | diferencias significativas al comparar la
317 0,038 1,1 0,941 0,823 | abundancia en NCM y GSF (p<0,05).
604 0,038 2 0,654 1,320 | *Media normalizada del volumen de los spots de

997 0,038 13 1,524 1,164 | |553 réplicas DIGE realizadas.
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o
#Spot® Proteina Gen acl::‘eso Secuencia Péptidos  Puntuacion
P . b (%) coincidentes MASCOT
UniProt
774 Zinc-alfa-2-glicoproteina AZGP1 P25311 155
781 Zinc-alfa-2-glicoproteina AZGP1 P25311 28,9 10 61,9
1064 Aminoacidodecadenaramificada pep,) 51538 199 5 42,4
aminotransferasa, mitocondrial
1.070 Inhibidor nuclear de la fosfatasal PPP1R8 Q12972 28,2 7 48,4
1.334  Alfa-1-antitripsina SERPINA1 P01009 21,3 6 44,6
Receptor del factor activador de PTAER P25105 17,3 5 465
Plaquetas .
Ciclina-Y CCNY Q8ND76 32,6 7 49,8
1.352  Alfa-1-antitripsina SERPINA1 P01009 49,3 13 51,7
1.354 Alfa-1-antitripsina SERPINA1 P01009 49,3 18 86,3
I?rotema canal transmembrana- T™C1 Q8TDI8 23.9 15 334
like 1
1356 Homologo del factor de ELOF1  P60002 51,8 7 36,2
transcripcion elongacion 1
1.363 Transferrina TF P02787 24,5 12 64,9
1.392  Albumina sérica ALB P02768 28,1 16 58,6
‘Leucine-rich repeat-containing . . __
10o0rf11 9H2I8 36,9 6 41,6
protein C10orf1l civor Q ! !
1.400  Albumina sérica ALB P02768 39,4 21 85,1
1.408  Albumina sérica ALB P02768 53,2 31 92,1
145g ~Froteinanuclearcontenedorade  po\p  gguwia 517 5 38,6
_sefial proteoliticaPEST
AmllnoaC|do de cader.1a ramlleada BCAT2 015382 19,9 5 42,4
aminotransferasa, mitocondrial
Leucine-rich repeat-containing
MO proteincaoornn cloorfii @nxs % S 7
Calretinina CALB2 P22676 32,1 7 27,9
1.468  Albumina sérica ALB P02768 24,8 21 80,2
Prptelna rlposomal 39sL17, MRPL17 QONRX2 62,9 9 40
mitocondrial
Proteina humanina-like 6 HN6 POCJ73 100 7 64,1
1.469 Albumina sérica ALB P02768 28,2 25 56,6
Histatina-3 HTN3 P15516 68,6 4 36,7

Tabla 9. Listado de proteinas identificadas en la orina del grupo de entrenamiento mediante huella
peptidica. ° Numero de spot generado por el programa de andlisis de imagenes SameSpots (TotallLab),
haciendo referencia a las manchas que se muestran en la Figura 23. ® Nimero de acceso a la base de
datos NCBInr.

Tres spots del DIGE (#1.334, #1.352 y #1.354) fueron identificados como AAT (n2 de

acceso Swiss-Prot: P01009; Homo sapiens) (Figuras 26, 27 y 28).
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CCNY Base de datos: SwissProt Score=49.8 N2 péptidos=7 %Secuencia=32.6

20 30 40 50 60 T0 a0 30 100 110 120
MONTTECCVE GSPKLERNAH SELESYRCDT DLSREDTGCN LQHISDRENI DDLMMEFNPS DHPRASTIFL GESQTDVREE RKGLFINAHD POQIARKYSS CSTIFLDDET VSQENLEYTL
[ 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
KCVALALYYH IKNRDPDGRM LLDIFDENLH PLSKSEVPPD YDKHNPEQKQ IYRFVRTLES AADLTAECAL VTLVYLERLL TYAEIDICPA NWKRIVLGAL LLASKVWDDG AVWNVDYCQL
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
LEDITVEDMN ELERQFLELL QFNINVESSV YARYYFDLRS LAEANNLSFP LEPLSRERME KLEAISRLCE DEYKDLRRSA RERSASADNL TLPRASEAIL S
e —

miz meas. Amiz [ppm] z P Range |Sequence Modification
44423107 151 1 El Y111 | EKRKSLFINHHPPGUIARKY SSCSTIFLUDSTVSQFNLK
1055.9990 -1.5711 1 1 110-132 | YTIKCVALAIYYIIK Carbamidomethyl: 5
3148 6005 2722 1 3 280-307 | SLAFANNLSFPLEPLSRERAHKL FAISR
1448.9554 68.84 1 5 313-323 | YKDLRRSARKR
22832119 2773 1 3 315-334 | DLRRSARKRSASADNLTLPR
2055 1378 16 BT 1 E 373341 | RSASANNI TI PRWSPAIIS
18B0.0291 1689 1 1 324-311 | SASAUNL | LPRWSPAIIS

PTAFR Base de datos: SwissProt Score=46.5 N2 péptidos=5 %Secuencia=17.3

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
MEEHDSSHMD SEFRYTLFPI VYSIIFVLGV IANGYVLWVE ARLYPCEKKEN EIKIFMVNLT MADMLFLITL PLWIVYYONO GRWILFKFLC NVAGCLIFIN TYCSVAFLGY ITYNRFORVT
130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240

[REIETAQANT RERGISLSLY IWVAIVGAAS YFLILDSTNT VPDSAGSGNV TRCFEHYERG SVPVLIIEIF IVFSFFLVFL IILFCNLVII RTLLMOPVOQ ORNAEVERRA LWMVCTVLAV

250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350
FIICFVPHHV VQLPWILAEL GFODSKFHQR INDAHQVTLC LLSTNCVLDP VIYCFLTKXF REHLTEKFYS MRSSRKCSRA TTDTVIEVVV PENQIPGNSL KN
—————— ———1

miz meas. A miz [ppm] z P Range |Sequence Modification
3146 6005 1739 1 0 B8-115 | FLCNYAGCLFFINTYCSVAFLGVITYNR
1899.0291 9.195 1 1 212-227 | TLLMOPVQQURNAEVK Odation: 4
20551328 9.758 1 2 212-228 | TLLMQPVOQARNAEVKR Oxidation: 4
2111317 -37.18 1 3 212-229 | TLLMQPVQQQRNAEVKRR Oxidation. 4
B ] 1 Z 303-315 | ALTEKFYSMRSSR

AAT Base de datos: SwissProt Score=364.47 N2 péptidos=9 %Secuencia= 15.8

10 20 a0 40 50 60 70 a0 90 100 110 120

MPSSVEWGIL LLAGLCCLVE VSLAEDPQGD ARQKTDTSHH DODHFTFNKI TENLAETAFS LYROLAHOSN STNIFFSPVS IATAFAMLSL GTKADTHDEI LEGLNFNLTE IFERQIHEGE

150 150 170 180 150 200 210 220 230 240

QELIRTIHQP DSQLQLTTGN GLFLSEGLKL. VOEFLEDVKE LYHASFAFTVN FGNTEFAKK] ~WDYURKGTQ GRTVDLVKEL DRDTVFATVE YTFFEGRWRER PFEVKDTEEE DFEVDQVTTV
——— ==

[ 250 260 270 2RO 290 300 310 320 330 340 350 350

KVPMMFRLGYM FNIQHCKKLS SWVLLMEYLG MATAIFFLED EGKLOELENE LTHDIITKFL ENEDRRSASL HLPELSITGT YDLXSVLGQL CITEVFSNGR DLSGVIEEAP LKLSKAVHRA
— =

370 380 390 400 410 420
VLTIDEEGTE ARGAMFLEAT PMSIFFEVKF MNEPFVFLMIE QNTKSELFMG EKVVNPTQK
— Ce—— o

Cmpd. No. of miz meas. aAmiz z Rt Score P Range Sequence Moedification
Cmpds. [ppm] [min]
73 1 5047730 Br0 2 292 200 0 180-187 | K QINDYVFK G
24 1 7404120 4925 2 292 48 1 100-192| K QINDYVEKGTQGK.I
128 1 416.9060 B81.14 3 359 287 0 248-257| RLGMFNIQHCK K Carbamidomethyl: 0
57 1 421.9030 7678 3 316 394 0 248-257| RLGMFNIQHCK K Carbamidomethyl. 9, Oxidation 3
33 1 426.8050 127.64 2 298 475 0 307-314| R.SASLHLPKL
161 1 5558330 4012 2 380 505 0 315324 KLSITGTYDLK S
193 1 508.3390 55.18 2 403 180, 0 325-334| K SVLGQLGITK Y
70 1 444.7820 50.64 2 322 511 0 360-367 | KAVLTIDEK.G
116 1 300 2410 2 350 531 0 405.411| K SPLEMGK v

Fig. 26. Identificacion del spot #1.334. Se muestran las proteinas identificadas y sus secuencias, en las
que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.
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AAT  Base de datos: SwissProt Score=59,2 N2 péptidos=13 %Secuencia= 49,3

10 20 30 40 50 €0 70 80 50 100 110 120
MPSSVEWGIL LLASLCCLVE VSLAEDPQCD AADKTDTSHH DQDHPTFNEI TPNLAEFAFE LYRQLAHQSN ESTNIFFSPVE IATAFAMLSL CGTKADTHCEI LEGLNFNLTE IPEAQIHECF
—

130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 Z30 240

QELLRTLNQP DSQLOLTTGN GLILSEGLKL VDKFLEDVKK LYHSEAFTVN FGDTEEAKKQ INDYVEKGTQ GRIVDLVEEL DRDTVFALVN YIFFKGEWER PFEVEDTEEE _DFHVDQVITV

I ——— "t —_——————

| 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

EVPMMERLGM FNIQHCKKLS SWVLLMKYLG NATAIFFLPD EGKLQHLEINE LTHDIITKFL ENEDRRSASL HLPKLSITGT YDLKSVLGQL GITKVFSNGA DLSGVTEEAP LKLSKAVHKA
| 370 380 350 400 410 az0

VLTIDEKGTE AAGAMFLEAI PMSIPPEVKF NEPFVFLMIE ONTKSPLFMG KVVNPTQK
e}

m/z meas. A miz [ppm] z P Range |Sequence Modification

337.7533 0.85 [] 2-34 | PSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAEDPQGDAAQK

3402.€175 .087 1 35 TOTSHHDQDHPTFNKITFNLAEFAFSLYR
641.8655 .20 0 0- ITPNLAEFAFSLYR

2574.3486 2.9 1 [1] 126-149 | TLNQPDSQLALTTGNGLFLSEGLK

2136.0489 241 1 1 161-179 | LYHSEAFTVNFGDTEEAKK

3175.5344 3.9 1 2 1681-187 | LYHSEAFTVNFGDTEEAKKQINDYVEK

2757.6180 -1.662 1 2 193-215 | IVDLVKELDRDTVFALVNYIFFK

2030.0922 -1.180 1 1 199-215 | ELDRDTVFALVNYIFFK

3148.£309 2.759 1 2 216-241 | GKWERPFEVKDTEEEDFHVDQVTTVK

1078.6251 -2.294 1 1 299-306 | FLENEDRR

2152.1327 -0.5833 1 1 335-355 | VFSNGALCLSGVTEEAPLKLSK

1855.6813 2.058 1 1] 390-404 | FNKPFVFLMIEQNTK

1871.6778 2.853 1 0 390-404 | FNKPFVFLMIEQNTK Cxidation: 9

Fig. 27. Espectro de PMF del spot #1.352 obtenido por MALDI-TOF MS. Se muestra la proteina
identificada y su secuencia, en la que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.
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AAT Base de datos: SwissProt Score=86.3 N2 néptidos=18 %Secuencia=49.3
10 20 30 40 50 50 70 120
MPSSVSWAETT. CTVP  VSLAFRDFQGD AAQETRTSHH DODHPTFNKT TPNTLAEFAFS TYRQTAHQSN STNTFFSPVS TATAFAMLST. GTRANTHDRET LEGINFNLTE TPRAQTHRGF
130 200 210 220 230 240

QELLRTINQP DSQLOLTTGN GLILS

LKL, VDKFLEDVKK LYHOEAPTVN FGDTEEARKQ
—_—

INDYVEKGTQ GEIVDLVKEL

DRDTVFALVN YIFFKGEGER PFEVEDTZEE DFEVDQVITYV
_—

[ 250 260 270 290 300 310 320 330 310 350 360
HEVPMMFRLGM FNIQHCHELS SWVLLMKYLG NATAIFFLPD EGKLQHLENE LTHDIITKFL ENEDCERSASL HLERLSITST YDLESVL3QL GITEVFSNGA DLSGVTEEAP LELSKAVHKA
370 380 400 410 420
VLTIDERGTE AAGANFIEAT PMSIFPEVKE HEPIVELMIE QNTESELEFMS KVVNETQR
e ————
miz meas. A miz [ppm] z P Range |Sequence Madification
3337.8487 38.44 1 [i] 224 | PSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLAECFQGDAAQK
1779.8051 20.78 1 a 35-49 | TDTSHHDQDHFTFNK
3402.7118 26.79 1 1 35-€3 | TDTSHHDQDHFTFNKITPNLAEFAFELYR
16410016 23.18 1 ) B80-€3 | ITPNLAEFAFSLYR
2574.4130 20.91 1 1] 126-149 | TLNQPDSQLOLTTGNGLFLSEGLK
23141979 2716 1 2 1E0-179 | KLYHSEAFTVNFGDTEEAKK
21851026 2E B0 1 1 161-179 | LYHSEAFTVNFGDTEEAKK
3645.8523 23.68 3 181~ LYHSEAF [VNFGDTEEAKKQINDYVEKGTQGK
1275.7019 13.71 216-225 | GKWERPFEVK
31436132 28.91 216-241 | GKWERPFEVKDTEEEDFHVDQYTTVK
29534578 27.67 218-241 | WERFFEVKOTEEECFHVDQVTTVK
2150.1281 16.87 1 3 242-268 | VPMMKRLGMFNIQHCKK Carbamidomethyl: 15; Oxidaton: 3,4
1403.7244 14.94 1 1 247-257 | RLGMFNIQHCK Carbamidomethyl: 10
1410.7268 19.29 1 1 247-267 | RLGMFNIQHCK Carbamidomethyl: 10; Oxidaton: 4
1073.6489 16.79 1 1 260-3C6 | FLENEDRR
1521924 702 1 T 335355 | VFSNGADLSGVIEEAPLKLSK
18550257 7504 1 ] 360-404 | FNKPFVFLMIEGNTK
. T .
TMC1  Base de datos: SwissProt Score=33.40 N2 pépotidos=15 %Secuencia=23.9
10 20 D) [0 50 &0 70 a0 90 100 110 120
MSPXKVQIFV EEXEDETEES GSSEEEEEVED KLPRRESLRP FRERTROVIN EDDPEPEPED EETRKAREKE RRRRLKRGAE EEEIDEEELE FLKAELDEKR QIIATVECKE WAMEKEIEVL
130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240
KEAKKFVSEN ECALGEGKGK RWFAFEMUMA KEWAKFLRDF ENEKAACUPH ENKIKATES] FG3SVASYFL SLRWMYGUNM VLFILTFSLI MLPEYLWGLP YGSLPRETVE RAZEASRANF
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
GULYDFHGIA QYSVLFYGYY DNRRTIGWMN FRLELSYFLV GIMCIGYSFL VULKAMTENT GDDGGGDDNT SNFSWKVETS WDYLIGNPET ADMKENSITM NFKEATTEEK AAQVEENVHL,
370 380 390 400 410 420 430 410 350 460 470 380
TRFILRFLEKF FUFL.TLGESG YLTFWAVERS QEFAQONPNT TOEWWRKNEMN MUMSLLGNFC PTLFDLFARL. EDYHPLTALK WLLGRTFALL TGNLYUVFTLA TMDETNMETE REXTVEANTT
450 500 510 520 530 540 550 550 570 580 550 o0
LWEANMIKAY NASPSINSTG PPFTVLEADV PRGECWETHY GUUEVRLTVS DVLITYVTIL IGDFLRACFV RFCNYCWCWD LEYGYPSYTE FDIOGNVLAL IPNQG@MIWMG GSPFAPSLEGI
€10 &20 &30 540 650 €60 €70 [£0) 590 700 710 720
NILRLETSMY FOCWAVMCCN VPEARVEKAS RSNNFYLGML LLILFLSTMP VLYMIVSLEE SPDCGPFSGK MNRMFEVIGED LEHDFPSWAA KILROLSNPG LVIAVILVMV LALYYLNATA
930 740 750 760 TI0
KGOKAANLLL _KKAMFMORLE NKMENFKMAR ARRARAAGRO
miz meas._ A miz [ppm] z P Range |Sequence Modification
1133 7559 08558 1 2 113-121 | MCKKICVLK Oxidatan. 1
27052253 -07.59 1 5 113-136 | MEKKIEVLKEAKKFVSENECALCK
1663 8823 33.27 1 3 139-151 | CKRWFAFKMMMAK Oxidaton: 9, 10
18080132 53.30 1 4 139-152 | GKRWIATKMMMAKK Oxidaton 9, 10, 11
1851 0672 30.51 1 3 142-155 | WEAFKMMMAKKWAK Oxidaton: 5,7, 8
2006 0270 0.005880 1 2 159175 | DFENFKAACVPWENKIK Carb ethyl: O
2083 4878 4409 1 1 273-208 | LPLSYFLVGIMCIGYSFLVWLKAMTK Carbamidomethyl: 12
1403 7244 -1624 1 0 477-488 | ANITLWEANMIK
1419 7258 -3018 1 0 477-438 | ANITLWEANMIK Oxidatan_10
1638 B94T 94 23 1 0 513576 | GPRCWETMVGOEFVR
2872 46T -33.68 1 1 527-551 | LTVSOVLTTYVTILIGDFLRACFVR Carbamidomethyl: 22
2283 240 85.2 1 1] 673-691 [ MFEVIGETLEHDFPSWMAK Oxidatan, 1
275 701 -34.0; 1 3 725-735 | AANLDLKKKMK Oxidaton. 10
760772 -35.34 1 4 7H-747 | MKMQALENKMRNKK Oxidaton: 1
23141979 15.90 1 5 734-752 | MKMQALENKMRNKKMAAAR Omidaton: 1,3, 10, 15

Fig. 28. Espectro de la huella peptidica del spot #1.354 obtenido por MALDI-TOF MS. Se muestran las
proteinas identificadas y sus secuencias, en las que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.
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En los 3 casos habia un mayor volumen en la NCM en comparacion con la GSF (Figura
29):

Spot #1.334 Spot #1.352 Spot #1.354

Posicién gel (93¢, 594) Posicién gel (907, 583) Posicién gel (881, 580)
$ S s Tuparem £ Eponen
3 ) g - E )
E S Uoisi i g s ] g .)..m:-mci

NCM GSF NCM GSF NCM GSF
1 ™
Cy3 Cy5 03 Y5 o3 Cy5

Fig. 29. Spots identificados como AAT. Se muestra el volumen normalizado de cada spot para cada
patologia, asi como el detalle de estos spots en los geles.

En concordancia con los resultados del DIGE, la posterior validacion mediante ELISA
mostré una mayor concentracidon de AAT en la orina de los pacientes con NCM (Figura

30). Esta proteina se detectd en el 96% de los pacientes.

p=0.002
600000- IT '
g
-1 1]
&,
= 300000-
«
<
D,
| |
NCM GSF

Fig. 30. Cuantificacion de AAT en la orina de los pacientes incluidos en los grupos de validacién. Se
utilizo el kit de ELISA de Abnova (N2 cat. KA0459).
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La descripcidn de la proteina AAT se encuentra en la pagina 129. Brevemente, se trata
de una proteina que protege a los tejidos de diferentes proteasas, principalmente de la
elastasa de los neutrdfilos, las cuales son liberadas por las células cuando hay dafo o
inflamacién. Ya estudios previos han descrito una mayor concentracion de esta
proteina en la orina de pacientes con SN, y una practica ausencia en individuos sanos

[121,138].

La identificacion del spot #1.334 resultd en otras 2 proteinas, ademas de la AAT, el
receptor del factor activador de (PTAFR) y la ciclina-Y (CCNY) (Figura 24). En la
validacién, mediante ELISA, encontramos PTAFR sélo en el 25% de los pacientes (5
NCM y 2 GSF) y no habian diferencias al comparar los dos grupos (p= 0,25). En cuanto a
la ciclina-Y, ésta se detectd en la orina de la mayoria de los pacientes (86%) pero no se

hallaron diferencias entre NCM y GSF (p=0,71).

El spot #1.363 fue identificado como Transferrina (TF, n2 de acceso Swiss-Prot: P02787;
Homo sapiens) (Figura 31). Este spot mostraba un mayor volumen en la NCM que en la

GSF (Figura 32).
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TF Base de datos: SwissProt Score=64,90 N2 péptidos=12  %Secuencia= 24,5
| 10 20 30 40 50 50 70 30 S0 100 110 120
MRLAVGALLV CAVLGLCLAV PDETVRWCAV SEHEATRCQS FRDEMKSVIP SDGPSVACVK KASYLDCIFA IAANEACAVT LDAGLVYDAY LAPNNLEPVV AEFYGSKEDE QTEYYAVAVV
| 130 140 150 180 170 130 190 200 210 220 230 240
KKDSGFQMND LRGKKSCHTG LGRSAGWNIP IGLLYCDLPE PREFLEXAVA NFFSGSCAPC ADGTDFPQIC QLCPGCGCST LNQYFGYSGA TFECLKDGAGD VAFVEHSTIF ENLANKADRD

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
QYELLCLDNT REPVDEYKDC HLACVPSETV VARSMGGKED LIWELLNQAQD EHFGKDRSKE FQLFSSPHGR DLLFRDSAHG FLEVPPRMDA EMYLGYEYVT AIRMNLREGTC PEAPTDECKP
| 370 380 330 400 410 420 430 440 450 460 470 480
VKWCALSHHE RLKCDEWSVN SVGRIECVSA ETTEDCIAKI MNGEADAMSL DGGFVYIAGK CGLVFVLAEN YNKSDNCEDT PEAGYFAIAV W DNL SCH TAVGRTAGWN
| 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 550 600
IPMGLLYNKI NHCRFDEFFS EGCAPGSKFD SSLCKLCMGS GLNLCEPNNE EGYYGYTGAF RCLVEKGDVA FVEHQTVPQN TGGENPDPWA ENLNERDYEL LCLDGTRKFV EEYANCHLAR
[ 610 620 630 640 650 660 670 680 650 700
APNHAVVTRK DEEACVHKIL RQQOCHLFGSN WVIDCSGNFCL FRSETKDLLF RODTVCLAKL HDRNTYEEYL GEEYVEAVGN LRKCSTSSLL EACTFREP

miz meas. Amiz[ppm)| Z F Range |Sequence Modification

3520.7855 -9.568 1 2 136-167 | SCHTGLGRSAGWNIPIGLLY COLPEPRKPLEK

2171.1458 23.22 1 0 144-162 | SAGWNIPIGLLYCDLPEPR Carbamidomathyl: 13

2508.3547 26| 1 | 1 | 25273 | KPVDEVKDCHLAGVPSHTVVAR Carbamidomethyl §

1340.1156 20.82 1 2 311327 | DLLFKDSAHGFLKVPPR

1478.7713 2487 1 0 332.343 | MYLGYEYVTAIR

14947706 T38| 1 | 0 | 302343 | WYLGYEVVTAR Oridatior: 1

2994.3978 22.93 1 1 347-371 | EGTCPEAPTDECKPYKWCALSHHER Carbamidomethyl: 4,12, 18

2258.0315 24.85 1 1 490& INHCRFDEFFSEGCAPGSK Carbamidomethyl 4, 14

2386.1377 28.24 1 2 480-509 | INHCRFDEFFSEGCAPGSKK Carbamidomethyl: 4, 14

2971.3085 21.38 1 1 518-641 | LCMGSGLNLCEPNNKEGYYGYTGAFR Carbamidomethyl: 2, 10

23874087 32.34 1 1 516541 | LOMGEGLNLCEPNNKEGYYGYTGAFR Carbamidomethyl: 2, 10; Oxidation: 3

2157.1106 22.93 1 2 660-576 | LHORNTYEKYLGEEYVK

Fig. 31. Identificacion del spot #1.363 mediante huella peptidica. Se muestra la secuencia de la
proteina identificada y su secuencia, en la que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.

Log Volumen Normalizado

18(£1.150-002)

-2.33e-001(£4.12e-002)

NCM

GSF

Cy5

Fig. 32. Spot identificado como TF (posicion en el gel 1.614, 355). Se muestra el volumen normalizado
del spot para cada patologia, asi como el detalle de este spot en el gel.
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En los grupos de validacidon, mediante ELISA se detectd TF en la orina del 93% de los
pacientes. Al comparar NCM y GSF se observaron diferencias significativas, que

también mostraban una mayor concentracién en los pacientes con NCM (Figura 33).

2000000+

1000000~

TF (ng/ml)

\
NCM GSF

Fig. 33. Diagrama de cajas que representa la concentracion de TF en la orina de los grupos de
validacion. Las cajas muestran la mediana y los percentiles 25 y 75. Los datos se compararon mediante
el test no paramétrico de Mann-Whitney. Una p<0,05 fue considerada significativa. Se utilizo el kit de
ELISA de Abnova (n2 cat. KA0O510).

La TF es una glicoproteina sintetizada principalmente en el higado y es la principal
proteina plasmatica transportadora de hierro. Posee una actividad antioxidante,
evitando que el hierro se encuentre libre y de esta manera impidiendo una produccién
en exceso de radicales hidroxilo que podrian causar peroxidacién de las membranas
lipidicas y otros constituyentes celulares [154]. En la anemia por deficiencia de hierro,
los niveles de TF aumentan debido al aumento en su sintesis. Durante estados
inflamatorios y en enfermedad maligna los niveles de esta proteina son bajos, por lo

que se dice que la TF es un reactante de fase aguda negativo [155]. También se

150



Resultados y Discusion

encuentran niveles disminuidos en casos de desnutricién, enfermedad hepatica
cronica y pérdida de proteinas. La TF en orina resulta de una alteracién de la
permeabilidad de la membrana basal glomerular. Ya es conocido que durante el
sindrome nefrético muchos pacientes sufren de anemia, y esto es debido a la pérdida
en orina de proteinas como la transferrina [20]. También se habia descrito un aumento
en la excrecién de TF en los momentos previos al desarrollo de microalbuminuria en
las glomerulonefritis y en la Diabetes Mellitus tipo 2 [156,157]. Otros estudios sugieren
gue la TF en orina puede predecir la severidad de la celularidad mesangial y de la
glomeruloesclerosis en los estadios tempranos de las glomerulonefritis [158]. Lo que
no se habia visto hasta ahora, era que los niveles de esta proteina permitieran

diferenciar entre NCM y GSF.

El spot #1.469 fue identificado como Histatina-3 (HTN3) (Figura 34). La mancha
correspondiente a esta proteina tenia un mayor volumen en el grupo de pacientes con

NCM (Figura 35).

Al llevar a cabo la validacion mediante ELISA, esta proteina s6lo se detectd en la orina
de 8 pacientes (5 NCM y 3 GSF), y de acuerdo con los resultados del DIGE, también se

encontraba en mayor concentracion en aquellos que padecian NCM (Figura 36).
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ALB  Base de datos: SwissProt Score=56,6 N2 péptidos=25 %Secuencia= 28,2

30 40 30 80 70 80 50 100 110 1z0

MEWVTFISLL FLF3SAYSRG VFRRDAHKSE VAERFRDLGE ENFEALVLIA FAQYLQQCPF ZEDHVEKLVNEV TEFAKTCVAD ESAENCDESL HTLFGDKLCT VATLRETYGE MADCCAKDE?R
150 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240
ERNECFLQHE DDNPNLPRLV RFEVDVMCTA FECNEETFLK EYLYETARRH PYFYRFELLF FAKRYKARFT ECCQAADEARA CLLPKLDELR DEGKASSAKQ BLECASLQKF GERAFKAWAV
250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360
ARLSQRFPEA EFAEVSKLVT DLTEVHTECC HGDLLECADD RADLAKYT. WQDSISSELK EICCEKPLLEK SHCIAEVEND EMPADLPSLA ADFVESKDVC FKNYAEAKDVF LGMFLYEYAR
370 380 390 400 410 4210 430 440 EL] A0 470 ARD

RHPDYSVVLL LRLAKTYETT LEKCCAAADP HECYAKVFDE FEPLVEEPON LIKONCELFE OLGEYKFUNA LLVRYTEEVP OVSTPTLVEV SRNLGKVGSE CCKHPEAKRM PCAEDYLSVV
U 1

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 500
TPVSDRVTKC CTESLVNRRP CFSALEVDET YVPKEFNAET FTFHADICTL SEKERQIFKQ TALVELVEHEK PKATEEQLEA VMDDFAAFVE KCCKADDKET CFAEEGKKLV

miz meas. A m/z [ppm] z P Range |Sequence Modification
1138 5435 2047 1 1 274273 | CASLOK=GER
1627.7922 -4.524 1 1 287-300 | YICENQDSISSKLK
259€.4039 41.00 1 1 414-434 | QNCELFEQLGEYKFQNALLVR Carbemidomethyl. 3
960.6023 414 1 27-434 | FONALLVR
15840.0097 43.8 1 438-452 | KVPQVSTPTLYEVSR
2052 2664 41.51 : 458-456 | KVPOVSTPTLVEVSRNLGK
2423 4977 41.1 438-460 | KVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
1511.9072 42.62 439-452 | VPQVSTPTL SR
2560.2394 S12.72 469-490 | RMPCAEDYLSVVI
2517.217€ -28. 469-490 | RMFC YLEVVI Carbarnidomethyl. 4
2574 al 41. 469-490 | RMFC YLSWVLI L Carbamidornethyl: 4, 17
2500,4264 44 468-490 | RMFC YLEVVLNQLCVLHEK Carbamidomethyl: 4, 17; Oxidation: 2
2518.2871 33.0 1 a 470-460 | MPCAEDYLSWWILNQLCVLHEK Carbamidomethyl: 3, 16
2534.2761 28.57 1 1] 470490 | MPCAELDYLSWVLNQLCVLHEK Carbamidomethyl: 3, 1€; Oxidation: 1
30305403 42.40 1 1 500-524 | CCTESLVNRRPCFSALEVOETYVFK Carbamidomethyl: 1,2, 12
1853 9858 40.83 1 1] 509-524 | R2CFSAL=VDETYVPK
1911.0118 4194 1 0 508-524 | RPCFSALEVDETYVPK Carhamidomethyl 3
22601100 38.65 1 1] 525-543 | EFNAETFTFHAD CILSEK Carbamidomethyl: 14
2488 2480 4142 1 1 525-545 NAETFTFHADICTLSEKER
2545 2685 4074 1 1 525-545 NAETFTFHADICTLSEKER Carbamidomethyl: 14
2548 2863 24.27 1 3 563-584 | ATKEQLKAVMCDFAAFVEKCCHK Carbamidomethyl: 20, Oxidation 10
1850.9762 35.71 1 1 506-581 | EQL<KAVMDOFAAFVEK Cxication: 7
13426858 37.90 1 i} 570-581 | AVMCDFAAFVEK
1358 6868 42.02 1 i} 570-581 | AVMCOFAAFVEK Cxication: 3
2075.9708 42.10 1 3 582-50¢ | CCKADCKETCFAEECKK Carbamidomethyl: 1,2, 10

HTN3  Base de datos: SwissProt Score= 36,7 N2 péptidos=4 %Secuencia= 28,2

[ 10 20 30 40 50 60
MKFFVFALIL ALMLSNTGAD SHAKRHHGYK REFGEKHHSE RGYRSNYLYD N
—_— —

m/z meas. A miz [ppm] z P Range Sequence Modification
2674.4254 16.77 1 1 1-24 | MKFFVFALILALMLSMTGADSHAK Oxidation: 1, 13
26304284 19.66 1 1 1-24 | MKFFVFALILALMLSMTGADSHAK Oxidation: 1, 13, 18
2571.2369 -23.08 1 1 3-28 | FFVFALILALM_SMTGADSHAKR Oxidation: 11, 14
1342.6358 -1.346 1 2 32-41 | KFHEKHHSHR

Fig. 34. Espectro de PMF del spot #1.469 obtenido por MALDI-TOF MS. Se muestran las proteinas
identificadas y sus secuencias, en las que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.
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Fig. 35. Spot #1.469 identificado como HTN3 (posicién en el gel 2.450, 1.196). Se muestra el volumen
normalizado del spot para cada patologia, asi como el detalle de este spot en el gel.

p=0.025

=

HTN-3 (ng/ml)

<

| |
NCM GSF

Fig. 36. Diagrama de cajas que representa la concentracion de HTN3 en la orina de los grupos de
validacidn. Las cajas muestran la mediana y los percentiles 25 y 75. Los datos se compararon mediante
el test no paramétrico de Mann-Whitney. Una p<0,05 fue considerada significativa. Se utilizé el kit de
ELISA de Cusabio (N2 cat: CSB-EL0O10879HU).
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HMN6 Base de datos: SwissProt Score=64.1 N2 péptidos=7 %Secuencia= 100
30
MTPRGFSCLL LPTSETDLEV ERRT
miz meas. Amiz [ppm] z P Range Sequence Modification
23052868 40.65 1 1 1-21 | MTPRGFSCLLLPTSETDLPVK
2518.3594 17.26 1 2 1-22 | MTPRGFSCLLLPTSETDLPVKR Carbamidomethyl. 8
2534.3105 11.82 1 2 122 | MTPRGFSCLLLPTSETDLPVKR C idomethyl: 8; Oxidation: 1
2674 4628 17.23 1 3 1-23 | MTPRGFSCLLLPTSETDLPVKRR Carbamidomethyl 8
2600.4607 2156 1 3 1-23 | MTPRGFSCLLLPTSETDLPVKRR Carbamidomethyl: 8 Oxidatien: 1
18200322 4461 1 (1] 5-21 | GFSCLLLPISE IDLPVK

ALB Base de datos: SwissProt Score=80.20 N2 péntidos=21 %Secuencia= 24.8

20 40 50 50 70 80 20 100 110 120

MEWVTTISLL FLFSSAYSRG VFRRDAHKSE VAHRFKDLGE ENFFALVIIA FAQYLQQCPF EDHVKLVNEV TEFAKTCVAD ESAENCDESL HTLFGDELCT VATLRETYGE MADCCAKQEP
| 130 140 150 160 170 130 190 200 210 220 230 240
ERNECTLQHK DDNPNLFRLV RPEVDVMCTA FHDHEETTLK EKYLYEIAFRRH PYFYAPELLF FAERYFAAFT ECCQAADKAA CLLPKLDELR DEGKASOAKQ RLECASLOKF GERAFKAWAV
| 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
ARLSQRFPKA EFAEVSELVT DLTKVETECC HGDLLECADD FRADLAKYICE NQDSISSKLKE ECCEKPLLEK SHCLREVEND EMPADLPSLA ADFVESEDVC ENYAEAKDVF LGMFLYEYAR
a7o 300 EEDL] 400 410 420 430 440 450 460 470 480
RHAPDYSVVLL LRIAKTYETT LEKCCAAADP HECYAKVFDE FKPLVEEFQN LIFQNCELFE QLGEYEFQNA LIVRYTRKVE QVSTPTLVEV SRNIGKVGSK CCRHPEAKRM PCAEDYLSVV
—_— _—

| 450 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

LNQLCVLHEK TPVSDRVTKC CTESLVNRRP CFSALEVDET YVPEEFNAET FTFHADICTL SEKERQIKKQ TALVELVKHEK PKATEEQLKA VMDDFAAFVE KCCKADDKET CFAREGEKLV
e e
— W

[ 610
AASQAALGL
mfz meas. A miz [ppm] z P Range Sequence Modification
1138.5644 -2.558 1 1 223-233 | CASLQKFGER
1827.8205 18.3¢ 1 1 287-300 | YICENQDSISSKLK
1640.0384 61.38 1 1 438-452 | KVPQVSTPTLVEVSR
20523025 50.11 1 2 433-156 | KVPQVSTPTLVEVSRNLGK
2423 5399 5852 1 3 £38-460 | KVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSK
1511.9330 60.26 1 0 430-152 | VPOVSTPTLVEVSR
26/4.4628 5528 1 1 £69-490 | KMPCAEDYLSVVLNULCVLH=K Carbamidomethyl: 4, * /
2600.4807 50.30 1 1 £60-400 | EMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK Carbamidomethyl: 4, 17; Oxicaticn 2
25183594 5777 1 0 470-490 | MPCAEDYLSVVLNQLCVIHEK Carbamidomethyl: 3 "6
2534.3405 51.97 1 0 470-450 | MPCAZDYLSVVLNQLCYLHEK Carbamidomethyl: 3, 16; Oxidaticn 1
3030.5058 60.74 1 1 500-524 | CCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPK Carbamidomethyl: 1. 2. 12
1911.0467 G018 1 1] 509-524 | RPCFSALEVDETYVPK Carbamidomethyl: 3

MRPL17 Base de datos: SwissProt Score=40 N2 péptidos=9 %Secuencia= 62,9

30 40 50 60 70 a0 [0 100 110 120
MRLSVARATS HGRVFRRMGL GPESRIHLLR NLLTGLVREE RIEAPWARVD EMRGYAEFLI DYGKLGDTNE RAMRMADFWL TEEDLIPKLF CVLAFRYEDQ TSGYTRMIQI PHESLDRARM
_— — —_—

| 130 140 150 160 170 180
AVIEYKGNCL FPLFLPREDS HLTLLNQLLQ GLRQDLEQSQ A QTPGL
miz meas. Amizppm]| z P Range |Sequence

1640.0384 5372 | 1 2 3-17 | LSVAAAISHGRVFRR

3300 9308 Ri4n| 1 4 3158 | NLLTGLVRHERIF APWARVDF MRGYAEK

1911.0467 6158 1 F] 3953 | HERIEAPWARVDEMR Oxdation: 14

30305958 3016 1 4 49.74 | VDEMRGYAEKLIDYGKLGDTNERAMR

13427208 53829 1 1 107-117 | MLQIPNRSLDR

13687170 -2.901 1 1 107-117 | MLQIPNRSLDR Oxdation: 1
[ 27833165 | 3611 [ 2 | 118137 | AKMAVIEYKGNCLPPLPLPR [ idomethyl: 12; Oxdation: 3
I 24235099 | 6180 1 | 3 | 118-138 | AKMAVIEYKGNCLPPLPLPRR [ Carbamidomethyl: 12
| 2233.2088 | 1448 1 | 1 | 139157 | DSHLTLLNOLLOGLRQDLR |

Fig. 37. Espectro de PMF del spot #1.468 obtenido por MALDI-TOF MS. Se muestran las proteinas
identificadas y sus secuencias, en las que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.
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El spot numerado como #1.468 resultd en 3 identificaciones: albumina (ALB), proteina
ribosomal 39s L17 mitocondrial (MRPL17) y proteina humanina-like 6 (HN6) (Figura

37).

Este spot mostraba un volumen 3,1 veces mayor en pacientes con NCM (V= 2,218) que

en pacientes con GSF (V= 0,706) (Figura 38).
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Fig. 38 Spot #1.468 (posicion en el gel 2.434, 1.200). Se muestra el volumen normalizado del spot para
cada patologia, asi como el detalle de este spot en el gel.

Mediante ELISA observamos que la concentracion de la proteina MRPL17 era mayor en
la orina de los pacientes con NCM del grupo de validacion (Figura 39). Sin embargo, la

proteina HN6 no se detectd en la orina de ningun paciente.

MRPL17 es una proteina codificada por genes nucleares y ayuda en la sintesis proteica
dentro de la mitocondria. No existe hasta la fecha ningun estudio que relacione esta

proteina con enfermedades renales.

155



Resultados y Discusion

800- ~ p=0.001

g/ml)

400~
|

MRPLI17 (n

1

NCM GSF

Fig. 39. Diagrama de cajas que representa la concentracion de MRPL17 en la orina de los grupos de
validacion. Las cajas muestran la mediana y los percentiles 25 y 75. Los datos se compararon mediante
el test no paramétrico de Mann-Whitney. Una p<0,05 fue considerada significativa. Se utilizo el kit de
ELISA de Cusabio (N2 cat: CSB- EL014824HU).

El spot #1.460 mostraba un volumen 7 veces mayor en la GSF en comparacion con la
NCM (Figura 40). Este spot fue identificado como calretinina (CALB2) y como leucine-

rich repeat-containing protein C10orf11 (C100rf11) (Figura 41).

Log Volumen Normalizado

e
o
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Fig. 40 Spot #1.460 (posicion en el gel 1.625, 1.102). Se muestra el volumen normalizado del spot para
cada patologia, asi como el detalle de este spot en el gel.
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C10orfll Base de datos: SwissProt Score= 32.7 N2 péptidos=9 %Secuencia= 36

10 20 30 40 50 60 T0 80 90 100 110 1z0
MTERLLIKAL SOGGENTEIIT LNGEEMTEMP SALGELPGLE TLVLONNLIP KVCPELCNLT QLTTLNLGNN LLEEVPEEMK YLTSLENLHL SGNRICRFAP GACDGLONLI LLNLNNKHLT
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
QLPQEVSRLK SLTYMSINYN (LASIPREIC FLENLVELQL NYNQLICIPE EIKFLKFKLOK LLLARNNIGV LPEELCOLKK ILRILDIAGNI TQIFP3GFQD LKLREFYCEG HNPLFLQQPVI
| 250 2560 270 280 290 300 310 320 330 340 350
STQOENVWSL QEITSRFVMN (CLAENNPFIM DODIERYPQVE SMISQGKTCA ICGQYFITVW LECVRFVPPP KDWEISENLK LVELQVLICS YECFTQRDPN LFGIAQV
_— -

miz meas. A miz [ppm] z P Range |Sequence Modification
1019.6085 6.818 1 1 18 | MTERLLIK Oxidation: 1
1742.9349 -65.30 1 3 9-25 | ALSGGKNTKIITLNGKK
1732.1484 93.82 1 3 25-40 | KMTKMPSALGKLPGLK Oyidation: 2, 5
27406945 39.13 1 2 201-224 | LRILDIAGNIQIFPSGFODLKLR
2693.4816 32.79 1 1 281-305 | SMISOGKTCAICGOYFITVWLECVR Carbamidomethyl: 9
1131.7351 73.35 1 2 312-320 | DWHKISKNLK
3180.5720 -53.58 1 4 312-337 | DWKISKNLKLVPLQVLICEYKCFTOR Carbamidomethyl: 18
2125.0302 -46.81 1 1 321-337 | LVPLQVLICSYKCFTQR Carbamidomethyl: 9, 13
1765.7636 -59.71 1 1 333-347 | CFTQROPNLFGIAQY Carbamidomethyl: 1

CALB2 Base de datos: SwissProt Score= 27.9 N2 péptidos=7 %Secuencia= 32.1

[ 10 20 30 40 50 €0 70 80 30 100 110 120
MAGPQQOPPY LHLAELTASQ FLEIWKHFDA DGNGYIEGEE LENFFQELEK ARXCSGMMSK SDNFGEKMEE FMOKYDENSD GKIEMAELAQ ILPTEENFLL CFRQHVGSSA EFMEAWRKYD
— ——

| 130 140 150 1e0 1 180 190 200 210 220 230 240
TDESGYIEAN ELKGFLSDLL KKANRPYDEP ELQEYTQTIL RMFDLNGLGK LGLSEMSRLL FPVQENFLLKF QGMELTSIEF NAIFTFYDED RSGYIDEHEL DALLKDLYEE NKEEMNIQQL

[ 250 260 270 280
TNYRKSVMSL AEAGKLYRKD LEIVLCSEPP M

miz meas. A miz [ppm] z P Range |Sequence Modification
1765.7636 4.652 1 2 54-69 | GSGMMSKSDNFGEKMK Oxidation: 4, 5
2125.0302 26.96 1 3 61-77 | SONFGEKMKEFMQKYDK
1762.8617 16.28 1 1 104-118 | QHVGSSAEFMEAWRK
3180.5720 -22.37 1 2 162-189 | MFOLNGOGKLGLSEMSRLLPVQENFLLK Oxidation: 1
2778.4138 -32.63 1 2 171-194 | LGLSEMSRLLPVQENFLLKFQGMK
2794.4154 -30.08 1 2 171-194 | LGLSEMSRLLPVQENFLLKFQGMK Oxidalion. 6
2416.1939 16.94 1 1 190-209 | FQGMKLTSEEFNAIFTFYDK

Fig. 41. Identificacion del spot #1.363 mediante huella peptidica. Se muestra la secuencia de las
proteinas identificadas y sus secuencias, en las que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.

En la validacion se detecté CALB2 en la orina de todos los pacientes, y también se
encontraron diferencias entre NCM y GSF (p= 0,002), con mayor concentracién en los

pacientes con GSF (Figura 42).
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Fig. 42. Diagrama de cajas que representa la concentracion de CALB2 en la orina de los grupos de
validacion. Las cajas muestran la mediana y los percentiles 25 y 75. Los datos se compararon mediante
el test no paramétrico de Mann-Whitney. Una p<0,05 fue considerada significativa. Se utilizo el kit de
ELISA de Elabscience (N2 cat: E-EL-H0628).
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La CALB2 es una proteina de unidn al calcio de 29 kDa, perteneciente a la superfamilia
de las troponinas C y principalmente expresada en las neuronas del sistema nervioso
central y periférico [159]. Fuera del sistema nervioso, la expresion de la CALB2 se ha
observado en una serie de tipos celulares, incluidas las células mesoteliales, las células
productoras de esteroides, algunas células neuroendocrinas, glandulas sudoriparas
ecrinas y otros tipos celulares. La CALB2 tiene funcidn tampdn al prevenir un aumento

excesivo de calcio intracelular [159].

La CALB2 se ha propuesto como marcador util en el diagndstico de algunas
enfermedades, como la enfermedad de Hirschsprung y algunos tipos de cancer, como
cancer de pulmén y mesotelioma [160-163]. Mediante el uso de anticuerpos se han

detectado células positivas en CALB2 en los tubulos contorneados renales.

El spot #1.458, que mostraba mayor expresion en los pacientes con NCM, fue
identificado como proteina nuclear contenedora de sefial proteolitica PEST (PCNP)

(Figura 43).
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PCNP Base de datos: SwissProt Score= 38.6 N2 péptidos=5 %Secuencia=51.7

‘ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

MADGFAGDEK PEESQRAGAA GGPEEEAEEKP VETKTVSSSN GGESSSRSAE FRSAEEEAAD LPTEPTRISK FGFATGSQTT ERASAISIKL GSSEPRETVP TLAPKTLSVA AAFNEDEDSE

—_— e —_—
130 140 150 160 170 130

PEEMPPERKM RMFNIGRDTE TSAGPNSFNE GEHGFSDNQK LWERNIKSHL GNVEDCDN

miz meas. Amiz[ppm]| P Range |Sequence Modification
1762.6989 34.09 1 2 1-16 | MADGKAGDEKPEKSQR Cxication: 1
1699.0538 73] 1 2 3351 [ TKTVSSSNGGESSSRSAEK
2055.1522 7107 1 3 33-52 | TKTVSSSNGGESSSRSAEKR
31806604 544 1 3 53-82 | SAEEEAADLPTKPTKISKFGFAIGSQTTKK
260935404 87.70 1 1 108-131 | TLSVAAAFNEDEDSEPEEMPPEAKMR

BCAT2 Base de datos: SwissProt Score=42.4 N2 péptidos=5 %Secuencia= 19.9 )

[ 10 20 30 40 50 50 70 80 g0 100 110 120
MARAALGQIW ARFLLSVPWL LCGPRRYASS SFKAADLQLE MTCRPHKKPG PGEPIVFGKT FTDHMIMVEW NDKGWGQFRI QPFQNLTLHP ASSSLHYSLQ LFEGMKATKG EDQCVRLFRP
= ™

130 140 15¢ 160 170 130 190 200 210 220 230 240
WLRMDRMIRS AMRLCLPSEFL KLELLECIRR LIEVDEDWVP DAAGTSLYVR FPVLIGNEPSL GVSQPTRALL FEVILCEVGRY FPGGESVTEVS LILADPAFIRA WVGGVGNYKL GGNYGPTVLV

P e—

| 250 260 270 280 2%0 300 310 320 330 340 350 360
QQEALFRCCE QVLWLYGPDE QLTEVGTMMI FVYWTHEDGY LEIVIPPLNG VILEGVVRDS LLDMAQTWGE FRVVERTITM KRDLLRALEEG RVREVFGSGT ACQVCPVHRI LYKDRNLHALIP
[ 370 380 390 400

TMENGPELIL RFQFELKEIQ YGIRRHEWMF FV
———

miz meas. A miz [ppm] z P Range |Sequence Modification
2778.4333 -21.20 1 2 1-25 | MAAAAL GQIWARKLSVPWLLCGPR Carbamidomethyl: 22
2893.5404 -26.40 1 3 1-26 [ MAAMLGQIWARKLLSYPWLLCGFRR Oxidation: 1
2794 4381 10.12 1 3 127-149 | MLRSAMRLCLPSFDKL_ELLECIR Carbamidomethyl: 9
1899.0538 -10.21 1 2 142-156 | LELLECIRRLIEVDK Carbamidomethyl: 6
2536.3512 -27.18 1 2 356-377 | NLHIPTMENGPELILRFQKE_K COxidation: 7

Fig. 43. Identificacion del spot #1.458 mediante huella peptidica. Se muestra la secuencia de las
proteinas identificadas y sus secuencias, en las que se muestran en rojo los péptidos coincidentes.

Se detecté PCNP en la orina del 93% de los pacientes de los grupos de validacién, pero

no se encontraron diferencias al comparar NCM y GSF (p= 0,720).

En la Tabla 10 se muestran los resultados de las validaciones por ELISA. No se han
incluido en esta tabla las proteinas que no se detectaron en la orina de los pacientes

de los grupos de validaciéon, que fueron AZGP1, BCAT2, PPP1R8, TMC1, ELOFI1,

c10orfll y HN6.
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Proteina  Patologia N Concentracion en orina p
NCM 13/14 193,50 (102,49 - 580,00) pg/ml

AAT 0,002
GSF 14 /14 20,93 (10,45 - 101,65) pg/ml
NCM 12 /14 653,63 (241,27 - 1,348,38) pug/ml

TF 0,002
GSF 14 /14 129,96 (55,41 - 267,10) pug/ml
NCM 5/14 0,35 (0,32 - 0,48) pg/ml

HTN3 0,030
GSF 3/14 0,22 (0,17 -0,23) pg/ml
NCM 12/14 242,98 (174,25 - 534,75) pg/ml

MRPL17 0,001
GSF 14 /14 111,86 (74,90 - 154,78) pg/ml
NCM 14 /14 441,67 (152,50 - 503,10) pg/ml

PCNP 0,720
GSF 12 /14 348,55 (216,25 - 437,70) pg/ml
NCM 14 /14  3,52(2,88 - 4,40) pg/ml

CALB2 0,002
GSF 14 /14 6,98 (4,29 - 8,65) pg/ml
NCM 12 /14 87,60 (83,40 - 91,15) pg/ml

CCNY 0,710
GSF 12/14 87,70 (84,30 - 102,2) pg/ml
NCM 5/14 0,84 (0,46 - 0,98) ng/ml

PTAFR 0,250
GSF 2/14 0,51 (0,36 - 0,66) ng/ml

Tabla 10. Resultados de las validaciones mediante ELISA. N significa el nimero de pacientes en los que

se detectaron las proteinas en orina. La concentracidn se muestra como mediana (percentiles 25 y 75).

Los datos se compararon mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney. Una p<0,05 fue

considerada significativa.

Se cred un arbol de decisidn, en el cual la variable de interés fue la patologia, que

permitiera predecir si un paciente era NCM o bien GSF. Las variables explicativas

fueron las proteinas.
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Para crear el arbol de decision se consideraron las siguientes particiones de la muestra:
para cada concentracidn de las proteinas se calcularon los deciles, que son los puntos
en los que se divide la muestra en 10 partes iguales. Para cada uno de estos deciles, se
considerd que constituian un grupo aquellos pacientes con una concentracion mayor o
igual al decil en cuestion. De esta manera, el otro grupo lo constituian los pacientes

con una concentracion menor al decil en cuestion.

Una vez definidos todos los posibles subconjuntos se realizaron contrastes de la
patologia de los pacientes segun la particion de la muestra, mediante el test exacto de
Fisher y el Likelihood Ratio Chi-Square test (estos contrastes no se ajustaron por
multiplicidad de contrastes). Se escogid la decision en que el p valor del test exacto de
Fisher era menor, es decir, aquel contraste en que las diferencias se hicieron mas

evidentes (Tabla 11).

En la primera particion, la variable escogida fue la concentracién de CALB2 (punto de

corte 6,4 ng/ml), y se obtuvieron dos grupos:

01 - CALB2 < 6,4 ng/ml: 19 pacientes (NCM 73,68%, GSF 26,32%)

02 - CALB2 >= 6,4 ng/ml: 9 pacientes (NCM 0%, GSF 100%)

En la segunda particion, se dividio el grupo 01 obtenido en el paso anterior segun la

concentracion de MRPL17:

011 - MRPL17 < 139,29 pg/ml: 8 pacientes (NCM 50%, GSF 50%).

012 - MRPL17 >= 139,29 pg/ml: 11 pacientes (NCM 90,91%, GSF 9,09%).
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En la siguiente particion se dividio el grupo 011 segun si se detectaba o no HTN3 en la

orina de los pacientes:

0111 — HTN3 no detectada: 6 pacientes (NCM 66,67%, GSF 33,33%).

0112 - HTN3 detectada: 2 pacientes (NCM 0%, GSF 100%).

Likelihood
Ne % % Ratio
Grupo casos NCM GSF Particion Chi-Square DF p! p’
01 19 73,68 26,32 CALB2<6,4(p70)
16,92 1 <0,0001 0,0006
02 9 0 100 CALB2 >=6,4 (p70)
011 8 50 50 MRPL17 < 139,29 (p50)

012 11 90,91 9,09 MRPL17>=139,29 (p50)

4,11 10,0427 0,1108

0111 6 66,67 33,33 HTN3 ND (p10)

0112 2 0 100 HTN3 D (p10)

3,45 1 00632 0,4286

Tabla 11. Particiones escogidas en cada paso para crear el arbol de decision. pl Likelihood Ratio Chi-

Square; pz Fisher's Exact Test (2-Tail); ND significa no detectada y D detectada.

De estas particiones quedan los siguientes grupos (Figura 44):

- GRUPO 1. Pacientes con CALB2 >=6,4 ng/ml.

Total: 9 pacientes (0% NCM, 100% GSF).

- GRUPO 2. Pacientes con CALB2 <6,4 ng/mly MRPL17 >= 139,29 pg/ml.

Total: 11 pacientes (90,91% NCM, 9,09% GSF).

- GRUPO 3. Pacientes con CALB2 <6,4 ng/ml, MRPL17 <139,29 pg/ml y HTN3 no

detectada.

Total: 6 pacientes (66,67% NCM, 33,33% GSF).

162



Resultados y Discusion

- GRUPO 4. Pacientes con CALB2 <6,4 ng/ml, MRPL17 <139,29 pg/ml y HTN3 >0
(detectada).

Total: 2 pacientes (0% NCM, 100% GSF).

9 PACIENTES &=

(0 NCM, 9 GSF)
pL173=139.29r@

B2 < 6.4 (p70)

11 PACIENTES
(10 NCM, 1 GSF)

2 PACIENTES gm ot e
(0 NCM, 2 GSF)

RPL17 < 133.29 (p50)

6 PACIENTES em MO Det. (p10)

(4 NCM, 2 GSF)
@NCM @ GSF

Fig. 44. Particiones de la muestra realizadas para crear el arbol de decision.

Observamos que en los grupos 2 y 3 se encuentran principalmente pacientes con NCM
y que en los grupos 1y 4 Unicamente se encuentran pacientes con GSF. Por lo tanto, el
prondstico de NCM fueron todos los pacientes incluidos en los grupos 2 y 3, mientras

gue el prondstico de GSF fueron aquellos pacientes en los grupos 1y 4.
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Fig. 45. Diagramas de caja que muestra la concentracion estandarizada de las proteinas seguin grupo.
PROT1 (AAT), PROT2 (TF), PROT3 (HTN3), PROT4 (MRPL17), PROT5 (PCNP), PROT6 (CALB2), PROT7
(CCNY), PROT 8 (PTFAR).

En la Figura 45 observamos que:

- El GRUPO 1 se caracteriza por tener niveles elevados de CALB2.

- El GRUPO 2 se caracteriza por tener niveles bajos de CALB2 y niveles altos de
AAT, TF, HTN3 y MRPL17.

- El GRUPO 3 se caracteriza por tener niveles bajos de CALB2 y MRPL17 y por no
detectarse la proteina HTN3.

- El GRUPO 4 se caracteriza por tener niveles bajos de CALB2 y MRPL17 y por la

deteccién de la proteina HTN3.
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Se llevé a cabo una validacion del arbol de decisién mediante el método de cross-
validacién k-folds. Para ello se utilizd una parte de los datos para estimar los
parametros del modelo y el resto de datos se utilizaron para evaluar su capacidad

predictiva.

Este método consiste en dividir la base de datos en k submuestras (en este caso se
subdividid en 5). A continuacién se utilizd cada una de estas submuestras para validar

el modelo estimado con el resto de datos, ajustando en total k modelos.

Debido a la cantidad de pacientes de este estudio, se realizaron 10 iteraciones de la
cross-validacion, cada una de ellas escogiendo los 28 pacientes al azar para formar

cada uno de los grupos excluidos (Tabla 12).

Por ejemplo, en la primera iteracidn se dividieron de manera aleatoria los 28 pacientes
de los grupos de validacion del estudio (14 NCM y 14 GSF) en 5 grupos: (i) 4 NCM y 2
GSF; (ii) 3 NCM y 3 GSF; (iii) 3 NCM y 3 GSF; (iv) 0 NCM y 5 GSF; (v) 4 NCM y 1 GSF)
(Tabla 12). Al realizar los 5 arboles de decision para definir 4 grupos de pacientes (cada
uno de ellos excluyendo a uno de los 5 grupos), un 92,85% de los pacientes fueron bien
clasificados y el 7,15% de los pacientes fueron mal clasificados (estos porcentajes

corresponden a la mediana de bien y mal clasificados de los 5 modelos) (Tabla 13).
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Pacientes excluidos

1 2 3 4 5
Iteracion | NCM GSF|NCM GSF|NCM GSF|NCM GSF|NCM GSF
1 4 2 3 3 3 3 0 5 4 1
2 1 5 4 2 3 3 2 3 4 1
3 1 5 3 3 3 3 4 1 3 2
4 4 2 3 3 3 3 2 3 2 3
5 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2
6 5 1 2 4 2 4 2 3 3 2
7 3 3 4 2 2 4 2 3 3 2
8 5 1 2 4 2 4 3 2 2 3
9 3 3 4 2 3 3 3 2 1 4
10 2 4 4 2 4 2 2 3 2 3

Tabla 12. Iteraciones de la cross-validacion. Se realizaron 10 iteraciones, cada una de ellas escogiendo
los 28 pacientes al azar para formar cada uno de los grupos excluidos.

Una vez obtenidos cada uno de los modelos de clasificacidn, se utilizaron para clasificar
a los pacientes excluidos, obteniendo un porcentaje de pacientes bien clasificados y
mal clasificados. De esta manera, en la primera iteracion un 64% de los pacientes
excluidos del modelo fueron bien clasificados, y un 36% fueron mal clasificados (de
nuevo, este porcentaje corresponde a la mediana de los 5 modelos creados en cada

iteracion).

En la Tabla 13 se muestra un resumen de los resultados de la cross-validacion para
cada una de las 10 iteraciones realizadas. Se puede observar que un 91,7% de los
pacientes de los grupos utilizados para hacer el arbol fueron bien clasificados v,

ademas, el 69% del grupo excluido también fue bien clasificado. El hecho de que el
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porcentaje de pacientes incluidos en el modelo y bien clasificados fuera superior a los

no incluidos podria deberse al reducido tamafio muestral y a la poca estabilidad del

arbol.
% Correcto % Incorrecto % Correcto % Incorrecto
Iteracion Incluidos Incluidos Excluidos Excluidos
validacién modelo modelo modelo modelo
1 92,85% 7,15% 64,00% 36,00%
2 91,07% 8,93% 79,33% 20,67%
3 91,98% 8,02% 74,67% 25,33%
4 91,07% 8,93% 71,33% 28,67%
5 91,11% 8,89% 72,00% 28,00%
6 88,38% 11,62% 64,00% 36,00%
7 90,95% 9,05% 63,33% 36,67%
8 93,75% 6,25% 68,00% 32,00%
9 92,92% 7,08% 64,67% 35,33%
10 92,89% 7,11% 68,67% 31,33%
Mediana 91,70% 8,30% 69,00% 31,00%

Tabla 13. Pacientes clasificados correcta o incorrectamente en las 10 iteraciones de la cross-

validacion.

Cabe destacar que en 33 de los 50 arboles que se crearon se realizé la primera
particidn con la proteina CALB2, lo que da relevancia a la primera decision del arbol de
decision final. En el resto, la primera particion se llevd a cabo con las proteinas AAT (9

arboles), MRPL17 (5 arboles) y TF (3 arboles).
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Se cred una curva ROC, que es un grafico que ilustra el hecho de utilizar una particion
binaria de los datos como un sistema de determinacion de la patologia. En la Tabla 14

se presentan los resultados del modelo partiendo la muestra en los 4 grupos definidos.

NCM GSF Area Lower Upper

n NCM n GSF Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad ROC Area Area

14 14 1,00 0,79 0,79 1,00 0,89 0,78 1,00

Tabla 14.Resultados de sensibilidad y especificidad del arbol de decisidon segun los 4 grupos definidos.
n significa nimero de pacientes.

Los 14 pacientes con NCM estaban divididos entre los grupos 2 y 3 y todos ellos, se

predijo correctamente que eran NCM.

Los 14 pacientes con GSF estaban divididos entre:

- 9 pacientes en el GRUPO 1: predichos como GSF.
- 1 paciente en el GRUPO 2: predicho como NCM.
- 2 pacientes en el GRUPO 3: predichos como GSF.

- 2 pacientes en el GRUPO 4: predichos como GSF.

Pacientes predichos NCM
Pacientes NCM

De esta manera, se obtuvo una Sensibilidadyem = | ), Yy una

Pacientes predichos GSF
Pacientes GSF

Especificidadyem = ( ). Son los mismos que en el caso de la GSF.

Observamos que en ambas patologias (NCM y GSF) se obtuvo un valor de AUC= 0,89,

con un IC del 95% = [0,78, 1] (Figura 46). Por lo tanto, podemos decir que hacer
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predicciones a partir de este modelo podria ser un buen test para saber qué patologia
padece cada paciente, aunque se debe tener en cuenta que incluir nuevos pacientes

con caracteristicas diferentes podria hacer variar este modelo.

1.0 5

0.8

0.6 1

Sensibilidad

0.4

0.2 4

T T T T T
0.0 02 e 0.6 (.8 1.0

1 - Especificidad

[ NCM GSF |

Fig. 46. Curva ROC. Representacion grafica de la sensibilidad frente a la especificidad para el arbol de
decisidn creado.

Para aumentar la estabilidad de este arbol de decisién se deberia aumentar el nimero
de pacientes. Podria de esta manera llegar a ser una herramienta que permitiera
predecir la patologia del paciente en aquellos casos en que el resultado de la biopsia

no permitiera concluir si el paciente padece NCM o bien GSF.

169



Resultados y Discusion

DISCUSION GENERAL

El diagndstico de las enfermedades renales requiere, en la mayoria de casos, la
realizacion de una biopsia renal, una técnica invasiva no exenta de riesgos vy
complicaciones. Por este motivo, uno de los desafios a los que se enfrenta la nefrologia
moderna es el de identificar biomarcadores que se asocien a patrones
anatomopatoldgicos definidos y que puedan ser utilizados en el diagndstico de los
diferentes tipos de enfermedades renales, asi como para predecir el pronéstico,

evaluar la progresion y monitorizar los efectos de los tratamientos

En cuanto a las glomerulonefritis, los avances en el conocimiento de su patogenia,
sumados al progresivo desarrollo y estandarizacion de las técnicas de protedmica, han
permitido ir identificando un numero creciente de moléculas que podrian ser Utiles
para los fines anteriormente mencionados. En la actualidad, se han propuesto
numerosos biomarcadores candidatos, principalmente mediante técnicas protedmicas,
pero son todavia datos muy preliminares y se debe demostrar que poseen suficiente

sensibilidad y especificidad para su uso en la practica clinica.

En esta tesis, dentro de las diferentes glomerulonefritis, nos centramos en la NCM y en
la GSF que, en ocasiones, no llegan a ser diferenciadas mediante el estudio histologico
de la biopsia renal. El diagndstico errdneo supone someter a pacientes a tratamientos

gue no les son efectivos y que ademas conllevan multiples efectos adversos.

Puesto que un Unico método proteédmico no es capaz de cubrir todas las proteinas y

péptidos presentes en un proteoma, debido a la complejidad del mismo, en este
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estudio utilizamos dos metodologias diferentes para analizar tanto el peptidoma como
el proteoma urinario de los enfermos. Como resultado se lograron identificar algunas

proteinas como posibles biomarcadores capaces de distinguir entre NCM y GSF.

Una de las proteinas candidatas fue la AAT. Esta proteina estaba aumentada en
pacientes glomerulares al comparar con la poblacidén sana. Lo que fue mas interesante
es que también permitia diferenciar entre NCM y GSF. Mediante 2D-DIGE se
observaron varios spots que fueron identificados como AAT y que tenian un mayor
volumen en la NCM. Posteriormente, se cuantificé esta proteina en la orina de un
grupo independiente de pacientes y se encontraron concentraciones mas elevadas en
aquellos que padecian NCM. Mediante el estudio del peptidoma también se determind
gue un péptido de AAT mostraba diferencias entre NCM y GSF, con mayor intensidad

en la orina de los pacientes con NCM.

Del estudio del peptidoma, se encontraron varios péptidos de UMOD que mostraban
una mayor intensidad en la poblacidn sana en comparacién con los enfermos
glomerulares. Ya estudios previos habian descrito esta diferencia. Ademas, uno de
estos péptidos mostraba diferencias entre NCM y GSF, con una mayor intensidad en la

GSF.

Se hallaron otras proteinas mediante 2D-DIGE que también serian interesantes
candidatos en el diagnodstico diferencial de la NCM vy la GSF. Estas proteinas son: TF,
HTN3, MRPL17 y CALB2. Las tres primeras estaban aumentadas en el grupo de
pacientes con NCM, mientras que la CALB2 estaba aumentada en el grupo de

pacientes con GSF. La validacion mediante ELISA corrobord estas diferencias en un
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grupo independiente de pacientes. El papel de estas proteinas en la patogenia de las
enfermedades NCM y GSF no se conoce, no hay estudios hasta la fecha que las hayan
propuesto como marcadores con valor diagndstico. Sin embargo, los resultados de
este estudio apuntan a la utilidad de estas proteinas en el diagndstico diferencial y no

invasivo de la NCM y la GSF.

Las diferencias halladas, tanto a nivel de peptidoma como de proteoma, eran
independientes del grado de proteinuria de los pacientes, por lo que ofrecian una
informacién adicional en el diagndstico de estas enfermedades, ya que la proteinuria

por si sola no es suficiente para diferenciarlas.

En conclusidn, dada la dificultad que tiene en algunos casos poder diferenciar entre
NCM y GSF mediante la evaluacién de las biopsias renales, la validacién mediante
técnicas sencillas y no invasivas, como las utilizadas en este estudio, podria ayudar a
los nefrélogos a confirmar o no el diagndstico y evitar con ello un tratamiento del

paciente innecesario o inadecuado.

No obstante, los resultados de esta tesis son todavia muy preliminares, por lo que
consideramos de gran interés que las proteinas y péptidos aqui descritos sean
analizados en un mayor numero de pacientes para poder quizds algin dia ser

analizados en la practica clinica.
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Los estudios previamente resumidos proponen algunos péptidos y proteinas como
posibles biomarcadores para el diagndstico diferencial y no invasivo de pacientes

afectos por las enfermedades glomerulares NCM y GSF.

De manera resumida, y en funcién de los objetivos especificos planteados, estas son

las conclusiones finales de los estudios realizados:

OBIJETIVO 1: Analizar el PEPTIDOMA urinario de pacientes diagnosticados

mediante biopsia renal de NCM y GSF primaria.

- Para el estudio del peptidoma urinario se utilizé espectrometria de masas tipo
MALDI-TOF, posterior a un fraccionamiento de las muestras mediante
tecnologia de esferas magnéticas. Se evalué la reproducibilidad de esta
tecnologia, obteniendo como resultado un coeficiente medio de variacion
inferior al 11%, lo cual apuntaba a que los resultados obtenidos eran altamente

reproducibles.

- Se cred un modelo de prediccion de clase, mediante el programa informatico
ClinProTools, que permitié diferenciar entre NCM y GSF con una capacidad de

reconocimiento del 100% y una validacion cruzada del 55%.

- El modelo de prediccidn clasificd correctamente al 81,8% de pacientes con NCM

y al 72,7% de los pacientes con GSF de los grupos de validacion.
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Se observaron diferencias significativas en 5 sefales m/z al comparar el

peptidoma urinario de pacientes con NCM y GSF.

Los pacientes con GSF mostraron un area del pico mayor en una sefial (m/z
1.913,60) correspondiente a un fragmento de UMOD y un area del pico menor
en una sefial (m/z 2.392,54) correspondiente a un fragmento de AAT, al

comparar con pacientes con NCM.

Se hallaron péptidos de UMOD y AAT que mostraban mayor y menor sefial,
respectivamente, en el grupo de sujetos sanos en comparacion con los

pacientes con enfermedad glomerular.

La sefial con m/z 2.713,96, identificada como un fragmento de la proteina beta-
2-microglobulina, mostraba mayor area en los sujetos sanos pero no permitia

diferenciar entre NCM y GSF.

El patrén de fragmentacion de las proteinas UMOD y AAT podria ser un reflejo
de la actividad proteolitica que tiene lugar durante las enfermedades NCM y
GSF. La presencia de algunos péptidos especificos en la orina podrian servir
como marcadores bioldgicos de interés en el diagndstico no invasivo de estas

enfermedades.

Los péptidos encontrados en este estudio son posibles biomarcadores
candidatos que deberian ser analizados en estudios con un mayor niumero de
pacientes para determinar su utilidad en la practica clinica, en el diagndstico

diferencial de la NCM y la GSF.
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OBIJETIVO 2: Analizar el PROTEOMA urinario de pacientes diagnosticados

mediante biopsia renal de NCM y GSF primaria.

Mediante electroforesis bidimensional DIGE se encontraron diferencias
significativas en 242 spots al comparar NCM vy GSF; el 57,4% de estos spots
mostraba mayor abundancia en los pacientes con NCM y el 42,6% en los

pacientes con GSF.

Tres spots del DIGE, identificados como AAT, mostraban un mayor volumen en
el grupo de pacientes con NCM en comparacion con el grupo de pacientes con
GSF. En concordancia, mediante ELISA, se detecté mayor concentracion de esta

proteina en la orina de los pacientes con NCM del grupo de validacidn.

Un spot, identificado como TF, mostraba un mayor volumen en el grupo de
pacientes con NCM en comparacion con el grupo de pacientes con GSF.
Mediante ELISA se observaron diferencias significativas que también mostraban
una mayor concentracién de TF en los pacientes con NCM del grupo de

validacion.

Un spot, identificado como histatina-3, mostraba un mayor volumen en el
grupo de pacientes con NCM en comparacion con el grupo de pacientes con
GSF. En la validacion mediante ELISA, esta proteina, aunque Unicamente se
detecté en la orina de 8 pacientes, también se encontraba en mayor

concentracion en los pacientes que padecian NCM.
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Un spot, identificado como MRPL17, mostraba un mayor volumen en el grupo
de pacientes con NCM en comparacion con el grupo de pacientes con GSF. En la
validaciéon mediante ELISA, esta proteina también se encontraba en mayor

concentracion en los pacientes que padecian NCM.

Un spot, identificado como CALB2, mostraba mayor volumen en el grupo de
pacientes con GSF en comparacién con el grupo de pacientes con NCM. En la
validacion mediante ELISA, esta proteina también se encontraba en mayor

concentracion en la orina de los pacientes que padecian GSF.

Se cred un arbol de decision con el objetivo de predecir si un paciente se
clasificaba en NCM o GSF. Para ello se definieron 4 grupos de pacientes segun
umbrales en las concentraciones de las proteinas CALB2, MRPL17 e HTN3. Se
obtuvo un valor de AUC = 0,89, con un IC 95% = [0,78, 1], lo cual indicaba que
hacer las predicciones a partir de este arbol podria ser un buen test para

predecir la patologia de cada paciente.
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Abstract

Background: Minimal change disease (MCD) and primary focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) are the main causes of
primary idiopathic nephrotic syndrome in children and adults, with diagnosis being essential for the appropriate choice of
therapy and requiring renal biopsy. However, the presence of only normal glomeruli on renal biopsy of FSGS patients may
lead to the misclassification of these patients as having MCD. The aim of this study was to (i) compare the peptide profile of
MCD and FSGS patients with that of a group of healthy subjects, (ii) generate and validate a class prediction model to
classify MCD and FSGS patients and (ii) identify candidate biomarkers of these glomerular entities by analysis of the urinary
peptidome.

Methods: The urinary peptide profile was analyzed by magnetic bead-based technology combined with MALDI-TOF mass
spectrometry in 44 patients diagnosed of MCD (n=22) and FSGS (n = 22). The resulting spectra were compiled and analyzed
using ClinProTools software.

Results: A class prediction model was developed to differentiate MCD and FSGS patients. The validation of this model
correctly classified 81.8% (9/11) of MCD patients and 72.7% (8/11) of FSGS patients. Moreover, the signal with m/z 1913.60,
identified as a fragment of uromodulin, and the signal with m/z 2392.54, identified as a fragment of alpha-1-antitrypsin,
showed higher and lower peak areas, respectively, in FSGS patients compared with MCD patients.

Conclusions: The simple, non-invasive technique described in the present study may be a useful tool to help clinicians by
confirming diagnoses achieved by renal biopsy, thereby reducing misdiagnoses and avoiding the implementation of

inappropriate therapies.
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Introduction

Chronic kidney disease is a public health problem worldwide
with an increasing incidence and prevalence, poor outcome and
high associated costs [1]. The common causes of chronic kidney
disease are glomerular diseases, such as minimal change disease
(MCD) and focal segmental glomerulosclerosis (F'SGS), which are
often associated with nephrotic syndrome in children and adults
[2,3].

Renal biopsy is needed to obtain the definitive diagnosis of
glomerular diseases, to establish the prognosis, and to choose the
most appropriate therapy. However, the invasiveness of this
technique may result in complications and may be contraindicated
in some cases [4,5,6]. Renal biopsy evaluation requires examina-

PLOS ONE | www.plosone.org

tion of the tissue under light, immunofluorescence, and electron
microscopy, and an adequate sample size must be obtained, with a
minimum number of glomeruli to demonstrate renal injury in
cases of focal lesions [7,8].

Light microscopy reveals apparently normal glomeruli in MCD
and segmental sclerosis in some but not all glomeruli in FSGS.
Accordingly, renal biopsies of FSGS patients showing only normal
glomeruli may lead to the misclassification of these patients as
MCD, especially in the earlier, pre-scarring stages of the disease.

Patients with MCD usually respond to corticosteroid therapy
but a considerable number of patients with FSGS are dependent
on or resistant to this treatment [9,10]. Thus, the different
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treatment approaches and the toxicity of corticosteroids make it
especially interesting to differentiate between these disorders.

Physiological and pathological processes may be reflected by
peptides and proteins present in blood, urine and other body
fluids. Proteins are differentially expressed as a consequence of the
development of a disease and are, thus, very valuable as potential
diagnostic biomarkers. In the case of kidney diseases, the urinary
proteome has been extensively investigated [11,12,13,14]. Urine is
an ideal source of biomarkers because it can be obtained
noninvasively, in large amounts and at minimum cost. Moreover,
the protein and peptide content of urine is relatively homoge-
neous, probably because urine remains in the bladder for several
hours and proteolytic degradation by endogenous proteases is
completed before voiding [15].

In the last decade, mass spectrometry (MS) has been the method
of choice for the analysis of peptides and small proteins in
biological fluids. To reduce the complexity of biological samples
prior to MS analysis, functionalized magnetic beads have been
designed, which allow the capture and purification of peptides and
small proteins and also allow the removal of salts to increase the
sensitivity of the analysis. The combination of magnetic beads with
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-
TOF) MS has become a promising approach in the field of
biomarker discovery and proteomic pattern diagnostic since it
enables the rapid study of thousands of peptides and small proteins
simultaneously with only a small sample volume and with high
sensitivity. Moreover, the reproducibility of this approach may be
improved by automation in a liquid-handling platform. This
proteomic approach has been successfully used to profile the
peptidome of different biological fluids [16,17,18,19,20,21].

The objectives of our study were to (i) compare the peptide
profile of MCD and FSGS patients with that of a group of healthy
subjects, (i) generate and validate a class prediction model able to
classify MCD and FSGS patients, and (iii) identify potential
biomarkers that discriminate between MCD and FSGS patients.

Subjects and Methods

Subjects and Sample Collection

This prospective study included Caucasian patients older than
18 years, with clinical signs of nephrotic syndrome, such as
proteinuria, with stable renal function. Only patients with a
clinical and histological diagnosis of MCD (n=22) and primary
FSGS (n=22; 58% FSGS not otherwise specified, 14% perihiliar
variant, 9% cellular variant, 14% tip variant, and 5% collapsing
variant) were included. Cases of clinical or pathological features
indicating a secondary cause such as autoimmune diseases,
infections, cancer or exposure to nephrotoxic drugs were excluded.

Twenty-three of the 44 patients had also been studied in a
previous report [12]. However, the urinary peptide profile of these
patients was generated again to minimize intra-assay variations.

Urine and blood samples were collected the day of renal biopsy,
prior to performing it.

Urine samples from 16 healthy subjects (10 females, 3713
years) with normal renal function were collected to establish a
normal urinary peptide profile.

The Clinical Research Ethics Committee of Germans Trias 1
Pujol Hospital approved the study protocol, and all patients gave
written informed consent to participate.

Renal Biopsy

Histological diagnosis was achieved by percutaneous renal
biopsy performed before initiating corticosteroid or immunosup-
pressive therapy.

PLOS ONE | www.plosone.org
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Biopsies were carried out using a Bard Monopty Disposable
Core Biopsy Instrument (Bard Biopsy Systems, Tempe, AZ, USA)
and processed for light, immunofluorescence, and electron
microscopy following standard procedures. Light microscopy
sections were stained with hematoxylin/eosin, Schiff’s periodic
acid, methenamine silver, Masson’s trichrome and Congo red.
Immunofluorescence assays were performed by incubating cryo-
stat sections with polyclonal fluorescein isothiocyanate-conjugated
secondary antibodies against IgG, IgM, IgA, C3 fraction, Clq,
(4, kappa and lambda chains and fibrinogen (Dako Corporation,
Copenhagen, Denmark).

Study Design

MCD and FSGS patients were randomly subdivided into a
preliminary training group for the generation of a class prediction
model (11 MCD patients and 11 FSGS patients) and a validation
group (11 MCD patients and 11 FSGS patients).

The spectral data obtained from the whole study population was
also used for the identification of peptide signals differentially
expressed among MCD patients, FSGS patients and healthy
subjects.

Biochemical Estimations

Biochemical variables were determined with a routine clinical
chemistry laboratory analyzer immediately after extraction. Serum
levels of total cholesterol and triglycerides were determined by
conventional enzymatic methods.

Serum creatinine levels were determined using a modified Jaffe
kinetic reaction (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Twenty-
four hour proteinuria was measured spectrophotometrically on a
Cobas u 711 analyzer (Roche Diagnostics). The glomerular
filtration rate was calculated using the Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) formula.

Peptidome Isolation

Urine samples were centrifuged at 2,100 g for 30 minutes at
4°C to remove cellular debris. The supernatant was recovered,
adjusted to neutral pH with 1 M NH,HCOs, aliquoted, and
immediately frozen at —80°C until processing.

Samples were thawed and pre-fractionated using Dynabeads
RPC18 (Invitrogen, Breda, The Netherlands). Samples were
processed in duplicate following the manufacturer’s protocol but
modified for optimization purposes, as described previously [22].
Fifteen microliters of peptide eluate were obtained from each
sample, diluted 1:5 with LC-grade water (Lab-Scan, Gliwice,
Poland), and mixed 1:2 with matrix solution (1.84 mg/ml 2,6-
dihidroxyacetophenone, 20% acetonitrile, 40 mmol/l ammonium
citrate dibasic). Of the resulting mixture, 1l was spotted in
duplicate onto the sample anchor spots of an AnchorChip 600/
384 target plate (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) and
allowed to air-dry at room temperature to let the matrix
crystallize. Four spots of each sample were analyzed by MALDI-
TOF MS. ClinProt Peptide Calibration Standard I (Bruker
Daltonics), a commercially available mixture of protein/peptide
calibrators, was mixed 1:1 with matrix solution and 0.4 pl were
deposited onto calibrant anchor spots of the AnchorChip target
plate for instrument calibration.

Robotics

Automation of the complete magnetic bead pre-fractionation
and AnchorChip target plate loading was performed on a liquid-
handling robotic platform (Freedom Evo, Tecan, Minnedorf,
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Switzerland) to improve throughput and ensure assay reproduc-

ibility.

MALDI-TOF MS

Mass spectrometry analyses were performed in an UltrafleX-
treme MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics).
Ionization was achieved by irradiation with a 337-nm nitrogen
laser operating in linear positive ion mode geometry, with a
repetition rate of 1,000 Hz. Each spectrum was acquired manually
with 300 laser shots delivered randomly over the surface of the
spot at a fixed laser power of 70%. Operating conditions were as
follows: ion source voltages, 25 and 22.40 kV; reflector 1,
26.45 kV; reflector 2, 13.40 kV; pulsed ion extraction time,
300 ns. Spectra were externally calibrated, achieving a mass
accuracy lower than 10 ppm. Peaks with a signal-to-noise ratio >3
in the m/z range of 1-10 kDa were recorded with the FlexControl
acquisition software v3.4 (Bruker Daltonics).

Bioinformatics

Due to the duplicates in pre-fractionation and in AnchorChip
target plate loading, 4 spectra were obtained from each sample. A
detailed analysis was performed with DataAnalysis software v3.4
(Bruker Daltonics) in order to choose the best spectrum for each
sample. Spectra with the highest number of peaks and the highest
intensity were selected. To assess the reproducibility of the
magnetic bead-based technology used in this study, we analyzed
the 4 replicated spectra obtained from 5 random samples. Six m/z
signals were randomly selected to calculate the coefficient of
variance of their peak area.

ClinProTools software v2.2 (Bruker Daltonics) was used to
process MALDI-TOF MS spectra according to the following
standard workflow: baseline subtraction to remove broad struc-
tures, normalization of spectra to their own total ion count,
recalibration of spectra using the most prominent peaks, calcula-
tion of total average spectrum, peak area detection on the total
average spectrum, and area calculation of each peak.

The generation of a class prediction model able to differentiate
between MCD and FSGS patients was achieved with the Support
Vector Machine (SVM) algorithm. Only spectra from the training
groups were used, and the number of input peaks was
automatically detected based on clustering of the peak rankings
as determined by the SVM. The algorithm determines optimal
separation planes between the different data classes. To determine
the accuracy of the class prediction model the software offers
values of cross validation and recognition capability. Cross
validation is a measure for the reliability of a calculated model
and can be used to predict how a model will behave in the future.
This method is used for evaluating the performance of a classifier
for a given data set and under a given parameterization.
Recognition capability describes the performance of an algorithm,
i.e., the proper classification of a given data set.

The model generated was further tested with spectral data from
the validation groups.

For statistical analyses, peak area data provided by ClinPro-
Tools software was converted to ASCII files, exported to Excel
spreadsheets and analyzed with SPSS software v15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, I1l., USA).

Protein Identification
Protein identification was conducted by HPLC-MS/MS as
described in a previous report [12].
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Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as medians (interquartile
ranges). Differences between groups were tested by the non-
parametric Mann-Whitney U test. Categorical variables were
analyzed with the chi-square or Fisher’s exact probability test.
Associations between biochemical variables and the peak area of
the m/z signals were estimated using the Spearman’s correlation
coeflicient. Statistical analyses were performed with the SPSS
software v15.0. A p-value <0.05 was considered statistically
significant.

Results

Demographic and Clinical Characteristics

Demographic and clinical characteristics of glomerular patients,
randomly divided into training or validation group, are presented
in Table 1.

Regarding age, no significant differences were found between
patients in training and validation groups. There were no
significant differences in patients’ age of both training groups.

Differences in renal function were observed between patients of
both training groups, with higher levels of serum creatinine in
FSGS patients. No differences in proteinuria levels were found
between these patients (Figure 1).

Reproducibility of Urinary Peptide Profiling

The reproducibility of the technology used in this study was
assessed by analyzing the spectral data from 5 randomly selected
samples. The peak area of 6 m/z signals showed a mean coeflicient
of variance below 11% (Table 2).

Class Prediction Model

The spectra obtained from the training groups were analyzed by
ClinProTools software to generate a class prediction model. Seven
regions of the spectra, with m/z 1798.56, 1913.60, 2392.54,
2408.26, 2642.26, 2939.95 and 3004.65, were used for classifica-
tion. The model allowed distinguishing between MCD and FSGS
patients with a recognition capability of 100% and a cross
validation of 55%.

Validation of the Class Prediction Model

To verify the accuracy of the established classification model,
the spectra from the validation groups were tested. The model
correctly classified 81.8% (9/11) of samples from MCD patients
and 72.7% (8/11) of samples from FSGS patients (Table 3).

Differentially Expressed Peptides between Glomerular
Patients and Healthy Subjects

Urinary peptide profiles of glomerular patients differed signif-
icantly from those of healthy subjects (Table 4). Twenty-two
signals discriminated MCD patients from healthy subjects; seven
signals, with m/z 1769.38, 1898.37, 1913.60, 2713.96, 2976.97,
3004.65 and 3389.12, showed a higher peak area and 15 signals,
with m/z 1945.50, 1961.71, 2305.01, 2378.07, 2392.54, 2408.26,
2491.41, 2505.64, 2521.45, 2543.26, 2642.26, 2939.95, 3161.72,
3226.48 and 4013.38, showed a lower peak area in healthy
subjects.

Twenty signals showed statistically different area (Table 4) on
comparing healthy subjects with FSGS patients; six signals, with
m/z 1898.37, 1913.60, 2713.96, 2976.97, 3004.65 and 3389.12,
showed a higher peak area and 14 signals, with m/z 1831.61,
1945.50, 1961.71, 2305.01, 2378.07, 2392.54, 2408.26, 2491 .41,
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the study population.

MCD FSGS

Training Validation Prv Training Validation Prv Prr Pyv
No. of subjects 1 1 1 1"
Age (years) 38 (28-68) 68 (28-75) 0.374 57 (31-62) 55 (33-65) 0.718 0.358 0.490
Female/male ratio 4/7 3/8 3/8 4/7
BMI (kg/mz) 24.2 (22.1-33.8) 26.4 (24.7-34.6) 0.497 25.9 (23.1-26.7) 25.3 (22.1-26.3) 0.288 0.778 0.223
TG (mg/dl) 230 (176-365) 163 (108-232) 0.070 239 (129-360) 114 (70-166) 0.056 0.923 0.266
TC (mg/dl) 362 (274-477) 278 (226-346) 0.151 217 (180-320) 197 (178-247) 0.602 0.076 0.071

significant.
BMI: body mass index; TG: triglycerides; TC: total cholesterol.
doi:10.1371/journal.pone.0087731.t001

2505.64, 2521.45, 2543.26, 2642.26, 2678.13 and 3226.48,

showed a lower peak area in healthy subjects.

Differentially Expressed Peptides between MCD and
FSGS Patients

Statistically significant differences in 5 signals were observed on
comparing the peptide profile of MCD and FSGS patients
(Table 4). One signal, with m/z 1913.60, showed a higher peak
area and 4 signals, with m/z 2392.54, 2408.26, 2976.97 and
3161.72, showed a lower peak area in FSGS patients compared
with MCD patients.

Peptide Identifications

Signals with m/z 1898.37 and 1913.60 have been identified in
previous reports as fragments of uromodulin (UMOD; Swiss-Prot
accession No.: PO7911; Homo sapiens; the amino acid sequences
matched were 591-607 and 589-606, respectively) [12]. These
signals showed a higher peak area in healthy subjects compared
with MCD and FSGS patients. FSGS patients showed a higher
peak area in signal m/z 1913.60 than MCD patients (Figure 2).

Signals with m/z 1945.50, 1961.71, 2392.54, 2505.64 and
2521.45 have been identified in previous reports as fragments of
alpha-1-antitrypsin (A1AT; Swiss-Prot accession No.: P; Homo
sapiens; the amino acid sequences matched were 378-394, 378—

0.669 0.694

Data are shown as median (interquartile range). Differences between groups were tested using the non-parametric Mann-Whitney U test. Py, shows P value between
training and validation groups, Pyt between training groups, and Py.y between validation groups of both glomerular entities. A P value less than 0.05 was considered

394, 398418, 397-418, and 397418, respectively) [12]. These
signals showed a lower peak area in healthy subjects compared
with MCD and FSGS patients. A lower peak area in signal with
m/z 2392.54 was observed in FSGS patients on comparing with
MCD patients (Figure 3).

Signal with m/z 2713.96, identified as a fragment of beta-2-
microglobulin (B2M; Swiss-Prot accession No.: P61769; Homo
sapiens; the amino acid sequence matched was 59-81) [12], showed
a higher peak area in healthy subjects compared with MCD and
FSGS patients.

Signal with m/z 1831.61, identified as a fragment of serum
albumin protein (ALB; Swiss-Prot accession No.: P02768; Homo
sapiens; the amino acid sequence matched was 432-447) [12],
showed a lower peak area in healthy subjects compared with
FSGS patients, but no differences were found on comparing
healthy subjects with MCD patients.

We analyzed correlations of signals corresponding to fragments
of UMOD, AIAT, B2M and ALB with patients’ age, gender,
serum creatinine, MDRD and proteinuria levels to determine
whether any clinical parameter influenced these results, but no
association was observed.
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Figure 1. Box plots comparing the renal function of MCD and FSGS patients in the training and validation groups. a) Serum creatinine
levels; b) MDRD formula and c) 24 h-proteinuria. The boxes indicate median and 25th and 75th percentiles. Data were compared using the Mann-
Whitney U test. A P<<0.05 was considered significant.

doi:10.1371/journal.pone.0087731.g001
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Discussion

Our results revealed differences in the urinary peptide profile on
comparing glomerular patients with healthy subjects. Further-
more, a class prediction model able to classify MCD and FSGS
patients was generated.

During the last decade, proteomic studies based on magnetic
bead technology combined with MS readout have demonstrated

Table 3. Evaluation of the class prediction model generated
with ClinProTools software using spectral data from the
validation groups.

Validation groups

MCD (n=11) FSGS (n=11)
Classified as MCD (n) 9 3
Classified as FSGS (n) 2 8
Correctly classified (%) 81.8 727

doi:10.1371/journal.pone.0087731.t003
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Table 2. Reproducibility of urinary peptide profiling by magnetic-bead technology in combination with MALDI-TOF MS analysis.
m/z
1798.56 1913.60 2392.54 2408.26 2642.26 2939.95 3004.65
Rep 1 13,57 14.79 31.64 55.2 26.08 37.39 37.58
Urine Peak Area Rep 2 13.49 12.40 3235 45.54 25.55 37.61 31.29
sample (a.u) Rep 3 12.09 11.79 26.90 41.87 26.80 43.06 38.00
#1 Rep 4 15.36 15.88 32.95 48.49 25.98 36.93 34.00
CV (%) 9.82 14.12 8.91 11.81 1.99 7.46 9.01
Rep 1 21.07 294.10 20.88 24.04 14.01 19.71 46.64
Urine Peak Area Rep 2 26.71 235.66 2232 26.24 12.68 20.46 49.63
sample (a.u) Rep 3 20.87 270.95 23.06 2333 13.30 19.79 50.17
#2 Rep 4 27.25 368.98 24.53 26.52 12.91 17.49 46.88
CV (%) 14.50 19.29 6.69 6.35 441 6.67 3.78
Rep 1 20.00 11.12 102.17 146.83 19.26 21.16 113.13
Urine Peak Area Rep 2 21.92 10.51 116.68 173.27 20.05 18.57 104.43
sample (a.u.) Rep 3 18.05 10.79 108.95 147.57 22,97 19.74 108.97
#3 Rep 4 19.82 11.21 100.57 145.21 22.85 23.88 109.32
CV (%) 7.95 2.94 6.86 8.75 8.96 10.97 3.27
Rep 1 13.29 126.69 20.90 49.75 17.56 17.26 101.82
Urine Peak Area Rep 2 1217 131.38 21.87 50.44 17.10 15.02 113.95
sample (a.u) Rep 3 15.21 138.46 21.23 46.74 17.45 17.33 88.43
#4 Rep 4 14.16 149.39 25.55 64.31 17.22 17.15 106.11
CV (%) 9.43 7.23 9.59 14.83 1.22 6.69 10.42
Rep 1 11.38 12.20 90.32 61.88 3343 51.34 50.29
Urine Peak Area Rep 2 11.58 11.15 112.10 67.35 34.04 56.13 58.17
sample (a.u.) Rep 3 11.59 1291 114.72 71.03 3743 57.25 48.92
#5 Rep 4 10.47 11.18 105.45 64.47 41.61 62.21 62.77
CV (%) 4.74 7.21 10.35 5.94 10.26 7.86 11.94
Mean CV (%) 9.29 10.16 8.48 9.53 5.37 7.93 7.68
Peak area, in arbitrary units (a.u.), of the 7 peaks used for the generation of the class prediction model from 5 randomly selected urine samples processed in
quadruplicate.
Rep: replicate; CV: coefficient of variance.
doi:10.1371/journal.pone.0087731.t002

the utility of this approach in profiling the low-molecular-weight
proteome of different biological fluids [16,17,23,24]. The repro-
ducibility of this type of profiling within and between days has
been evaluated [25,26]. In our study, a standardized protocol for
sample collection and processing, including the use of a robotic
platform, was strictly followed to minimize variations. Indeed, the
intra-assay imprecision achieved was less than 11%, indicating
that the results obtained with this methodology are highly
reproducible for peptidome profiling of human urine.

Urinary proteomics has been widely performed to identify
biomarkers of clinical diseases, mainly of those affecting the kidney
[11,12,13,14,27,28]. Within the group of kidney diseases, those
affecting the glomerulus have been studied and potential
biomarkers have been proposed, but none has been confirmed
to discriminate between the different entities [28,29]. In a previous
study we identified differentially expressed urinary peptides which
allowed distinguishing between glomerular kidney disease patients
and healthy subjects [12]. We therefore endeavored to search for
non-invasive biomarkers able to differentiate FSGS and MCD
patients because of the need for specific treatment in each disease
and diagnosis by renal biopsy may be confounded if the sample
does not include the affected portion of the kidney. Consequently,
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Figure 2. Uromodulin peptides (m/z 1898.37 and 1913.60) in
urine from glomerular disease patients and healthy subjects. a)
Box plot showing urinary expression of uromodulin peptides in MCD,
FSGS patients and healthy subjects. b) ClinProTools image showing the
average intensity, in arbitrary units, of uromodulin peptides in MCD,
FSGS patients and healthy subjects.
doi:10.1371/journal.pone.0087731.g002

in the present study we included patients diagnosed with MCD or
FSGS in order to develop a class prediction model able to
differentiate between these entities.
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The model generated correctly classified 81.8% and 72.7% of
MCD and FSGS patients from validation groups, respectively.

In addition to creating the classification model, we considered it
to be of interest to compare the urinary peptidome of patients of
both glomerular entities with the aim of determining the presence
of differentially expressed peptides between them. Identification of
the proteins to which these peptides belong could help to gain
more insight into the pathological mechanisms involved in these
diseases.

Interestingly, although 18 urinary peptides showed a similar
peak area on comparing MCD and FSGS patients, some
differences were observed in other peptides; FSGS patients
showed a higher peak area in one signal corresponding to a
fragment of UMOD and a lower peak area in one signal
corresponding to a fragment of AIAT. Our results also showed
that healthy subjects had higher areas in signals of UMOD
peptides and lower areas in signals of AIAT peptides compared to
patients with glomerular diseases. The area of these signals was
independent of the degree of proteinuria, thus offering additional
information in the diagnosis of these diseases, since proteinuria
alone is not enough to differentiate between glomerular entities.

UMOD, also known as the Tamm-Horsfall protein, is the most
abundant urinary protein in healthy individuals; it is synthesized
exclusively in the kidney, on the epithelial cells of the thick
ascending limb (TAL) of Henle’s loop [30]. Although the
physiological role of this protein remains unclear, recent studies
have proposed low levels of UMOD as a biomarker of renal
disease [14,31]. In this regard, our results are in agreement. The
peak area of the signal m/z 1913.60, corresponding to a peptide of
UMOD, showed a higher peak area in healthy subjects and also
allowed differentiation between MCD and FSGS patients, with
higher values in the latter; underexpression of this UMOD peptide
has been previously described in patients with advanced renal
disease and diabetic patients and may be due to an alteration of
the apical membrane of the TAL epithelial cells [32,33].

AlAT is a major protease inhibitor in human serum that
mnhibits neutrophil elastase [34]. Its deficiency is associated with
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Figure 3. Alpha-1-antitrypsin peptides (m/z 1945.50, 1961.71, 2392.54, 2505.64 and 2521.45) in urine from glomerular disease
patients and healthy subjects. a) Box plot showing urinary expression of alpha-1-antitrypsin peptides in MCD, FSGS patients and healthy subjects.
b) ClinProTools image showing the average intensity, in arbitrary units, of alpha-1-antitrypsin peptides in MCD, FSGS patients and healthy subjects.

doi:10.1371/journal.pone.0087731.g003
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lung, liver and skin disease [35,36]. Associations between this
glycoprotein and vascular disease, inflammatory bowel disease,
vasculitis and glomerulonephritis have been proposed, albeit not
definitively established. In a previous study, Candiano et al.
analyzed the urinary proteome from patients with primary
nephrotic syndrome by combining two-dimensional electrophore-
sis with MS, and found fragments of albumin and A1AT as the
most abundant proteins. Although these fragments were mainly
formed in plasma, a few were produced in urine, suggesting the
presence in urine of specific proteases [29]. In agreement with this
study, we found 5 peptides corresponding to AIAT with higher
intensities in glomerular patients. Interestingly, one of these
peptides allowed differentiation between MCD and FSGS
patients. Moreover, with regard to albumin fragments, we found
a peptide signal (m/z 1831.61) with a higher peak area in FSGS
patients compared with healthy subjects.

The fragmentation pattern of the proteins described above may
reflect the proteolytic activity that takes place during kidney
disease, and the appearance of specific peptides in the urine could
consequently serve as biomarkers of the diseases studied here,
MCD and FSGS.

Histological diagnosis takes time and may not achieve a precise
diagnosis if an adequate tissue sample is not obtained. Conse-
quently, renal biopsy is limited, time-consuming and cannot be
performed several times, thereby limiting its practice in the follow-
up of the patients. The search for biomarkers in urine could
replace renal biopsy as an accurate, non-invasive test and could be
repeated to follow the progression of the disease and monitor the
response to therapy.
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Although great efforts are being made in the search for
biomarkers able to distinguish between MCD and FSGS, and
some candidates have been proposed [37], to our knowledge, none
has yet been confirmed. Our study suggests that analysis of urinary
UMOD and AIAT peptides may present a non-invasive method
for distinguishing between these two glomerular entities. However,
these proteins are candidate biomarkers that must be tested in
assays with a larger number of patients. In addition, the remaining
peaks found in this study should also be identified since this might
provide new insight into the pathological processes that occur in
these diseases.

In conclusion, given the difficulty in differentiating between
MCD and FSGS by evaluation of renal biopsies in some cases,
corroboration with a simple and non-invasive technique, such as
that described here, could help clinicians to confirm the diagnosis
and thereby avoid unnecessary or inadequate treatments.
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