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RESUMEN

La hipertension arterial (HTA) es causa fundamental de enfermedad (riesgo) cardiovascular
(CV) y renal. El sistema renina-angiotensina (SRA), es un sistema vasoconstrictor esencial
que en condiciones patoldgicas participa en la producciéon de dafio organico, y en su
inhibicion se centra la terapia mas cominmente empleada en el tratamiento de los pacientes
hipertensos. Sin embargo, se ha observado que tanto la enfermedad CV como la renal
progresan en un numero no despreciable de individuos, a pesar de estar bajo supresion cronica
de SRA. En los pacientes con hipertension esencial y funcion renal normal, el aumento de la
excrecion urinaria de albimina (albuminuria) se considera marcador de progresion de la
enfermedad cardiovascular y de empeoramiento de la funcion renal, independientemente de la
coexistencia de diabetes. La albuminuria es, parcialmente, una consecuencia de la presion
arterial (PA) alta. Ademas, otros factores tales como la inflamacion sistémica y la disfuncioén
endotelial también participan en su aparicion, asi como en la disminucién progresiva de la
tasa de filtracion glomerular (del inglés, “estimated glomerular filtration rate” eGFR).

Actualmente, no es posible predecir qué individuos con valores dentro del rango de
normalidad (normoalbuminuria), progresaran negativamente desarrollando albuminuria.
Igualmente, se desconocen los mecanismos que subyacen a ese desarrollo.

En esta tesis hemos planteado un estudio de caracter traslacional empleando varios abordajes
omicos (2D-DIGE, iTRAQ, RMN y SRM-LC-MS/MS) en orina y exosomas de orina de
pacientes hipertensos con supresion cronica de SRA con el primer objetivo de identificar
perfiles moleculares (proteinas y metabolitos) asociados al desarrollo de albuminuria. En un
estudio prospectivo, identificamos potenciales dianas (proteinas y metabolitos) predictoras, es
decir, capaces de predecir qué pacientes normoalbumintricos progresaran y cudles no.

Una serie de 1533 pacientes fueron seguidos durante cinco afios para investigar la evolucion
de la albuminuria. Los pacientes se clasifican en: a) pacientes normoalbuminuricos que se han
mantenido asi durante el seguimiento clinico, b) pacientes que desarrollan albuminuria de
novo durante el seguimiento clinico, y ¢) individuos con microalbuminuria mantenida, que se
han mantenido microalbuminuricos durante el seguimiento. Al final del seguimiento, se
recogi6 la orina de sujetos no hipertensos (grupo control) y una cohorte representativa total de
131 pacientes para el andlisis protedmico y metabolomico. Los patrones moleculares de
interés fueron identificados en una primera fase de descubrimiento por diferentes técnicas,
segun el tipo de andlisis. Para la identificacién de proteinas significativamente alteradas en
orina se empled la técnica diferencial en geles bidimensionales 2D-DIGE, mientras que el
andlisis protéomico diferencial de los exosomas, se realizé mediante la estrategia cuantitativa
de marcaje iTRAQ. El analisis metabolomico se realizd por resonancia magnética nuclear
(RMN) y la confirmacién de las moléculas consideradas de interés por su respuesta asociada a
la hipertension y/o al desarrollo de albuminuria, se realizd por espectrometria de masas de
monitorizacion por reaccion seleccionada (o SRM, del inglés “selected reaction monitoring’)
(SRM-LC-MS/MS). La combinaciéon de varias metodologias y aproximaciones técnicas, asi
como el empleo de cohortes independientes de individuos en las fases de descubrimiento
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inicial y de confirmacion, garantizan una mayor cobertura en la identificacion de dianas de
interés.

Posteriormente, y una vez identificadas las proteinas y los metabolitos con mayor variacion en
este contexto clinico, se evalud su potencial predictor de desarrollo de albuminuria. En un
estudio prospectivo, se siguid clinicamente durante al menos un afo desde la toma de
muestras de orina a un subgrupo de pacientes normoalbumintricos. Las moléculas de interés
se analizaron en las muestras recogidas al inicio, cuando los pacientes eran
normoalbuminuricos, siendo estos clasificados en progresores o no segin su evolucion
posterior.

En el andlisis de la orina completa obtuvimos tres proteinas alteradas significativamente:
glicoproteina CD59 (CD59), alfa-1 antitripsina (AAT) y tetranectina (TNA). CD59 y AAT
aparecieron alterados en pacientes que desarrollan albuminuria de novo, con una respuesta
similar en los pacientes con albuminuria mantenida, TNA, en cambio, apareci6 variada en la
condicion de hipertension per se. Estas respuestas alteradas apuntan a una vinculacion con
trastornos moleculares relacionados con la disfuncion vascular, progresion de la aterosclerosis
y el riesgo cardiovascular y renal. Por otra parte, el estudio metabolémico mostré nueve
metabolitos de la orina alterados de manera significativa, los cuales se agruparon en paneles
respondedores a HTA en si misma (guanidoacetato, pantotenato, 3-ureidopropionato,
oxalacetato y piruvato), a microalbuminuria mantenida (3-hidroxibutirato y piruvato) y a
albuminuria de novo (guanidoacetato, glutamato y pantotenato). Estas firmas metabodlicas
unen el metabolismo de la arginina y prolina, el metabolismo de B-alanina y el ciclo del acido
tricarboxilico.

Por otro lado, el estudio prospectivo reveld dos proteinas (CD59 y AAT) y tres metabolitos
(guanidoacetato, glutamato y pantotenato) capaces de predecir el desarrollo de la albuminuria.
Es decir, su alteracion en la muestra recogida cuando los pacientes aun presentan niveles
normales de albimina indica un posterior desarrollo de la misma en el futuro, siendo asi
predictores de dano vascular y mayor riesgo CV y constituyendo un método de evolucion
diagnostica “temprana”. Asi, estos resultados contribuyen a identificar los pacientes en riesgo
de desarrollar albuminuria, incluso cuando este predictor clasico se encuentra todavia en el
rango normal, lo que constituye una estrategia novedosa para una intervencion terapéutica
rapida y mas eficiente con mejor resultado particularmente en pacientes con peor pronostico
cardiovascular

De manera complementaria, el estudio diferencial de proteinas exosomales permitié la
identificacion de un total de 1839 proteinas, 487 de ellas con més de tres péptidos. De modo
general, 100 proteinas se identificaron por primera vez en exosomas de orina (Exocarta). Por
otro lado, marcadores exosomales como Tsgl01, CD63, anexinas A3, A4, AS, A6, A7,
Flotillin-1, Clathrinl, y LAMPI no mostraron diferencias significativas relacionadas con la
hipertension bajo supresion cronica de SRA como era de esperar, mientras que 48 proteinas
mostraron un patréon significativamente alterado en respuesta a la hipertension y/o
albuminuria. Estas alteraciones apuntan principalmente a una respuesta inflamatoria, a la

6



Resumen |

regulacion del sistema del complemento, al estrés oxidativo, y a la degradacion de
glicosaminoglicanos. Si bien los estudios realizados en fluidos biologicos como la orina
permiten la identificacion de marcadores de uso potencial en diagndstico/prondstico, los
exosomas permiten aproximarse a lo que realmente estd sucediendo a nivel del rifidn,
pudiendo reflejar cambios patoldgicos que tienen lugar directamente en el tejido renal. Estas
proteinas en particular constituyen objetivos potenciales en el desarrollo de fadrmacos y
pueden ayudar a definir estrategias terapéuticas para evitar la progresion de la albuminuria en
hipertensos bajo tratamiento cronico.
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SUMMARY

Hypertension (HTA) is one of the main risk factors for cardiovascular (CV) and renal disease.
The renin-angiotensin system (RAS) is an essential vasoconstrictor pathway, but its inhibition
is the most commonly therapy used in the treatment of hypertensive patients to control blood
preasure (BP). However, it has been observed that both the renal and cardiovascular disease
progress in a significant number of individuals, despite being under chronic suppression of
RAS. In patients with essential hypertension and normal renal function, an increase in urinary
albumin excretion (albuminuria) is considered a progression marker of cardiovascular disease
and worsening renal function regardless of the coexistence of diabetes. Albuminuria is partly
a result of high BP. In addition, other factors such as systemic inflammation and endothelial
dysfunction are also involved in their appearance, as well as the progressive decline in
glomerular filtration rate (eGFR).

The mechanisms underlying this development are unknown and, currently, it is not possible to
predict who of those individuals with values within the normal range (normoalbuminuria) will
progress negatively developing albuminuria.

In this PhD Thesis we have carried out a study of translational character using various omics
approaches (2D-DIGE, iTRAQ, NMR and SRM-LC-MS/MS) in urine and urinary exosomes
of hypertensive patients with chronic suppression of RAS. The main objective was to identify
molecular profiles (proteins and metabolites) associated with the development of albuminuria.
In a prospective study, we identified potential predictor targets (proteins and metabolites),
able to predict who of the normoalbuminuric patients will progress and who not.

A cohort of 1533 patients was followed for five years to investigate the evolution of
albuminuria. Patients were classified as: a) normoalbuminuric patients which remained as
such during clinical follow-up, b) patients who develop de novo albuminuria during clinical
follow-up, and c) individuals with maintained albuminuria, which remained albuminuric
during follow-up. At the end of follow-up, the urine of non-hypertensive subjects (control
group) and a representative cohort of 131 patients for proteomic and metabolomic analysis
were collected. The molecular patterns of interest were identified in a first discovery phase by
different techniques depending on the type of analysis. For identification of significantly
altered urine proteins a bidimensional differential in gel electrophoresis technique (2D-
DIGE) was used, while the differential proteomic exosomes analysis was performed by
quantitative iTRAQ labeling strategy and LC-MS/MS analysis. Metabolomic analysis was
performed by nuclear magnetic resonance (NMR). Confirmation of these molecules to be
associated with hypertension and/or development of albuminuria was performed by selected
reaction monitoring targed analysis (SRM-LC-MS/MS). The combination of different
methodologies and technical approaches, and the use of independent individuals cohorts in the
initial discovery and confirmation phases, ensure greater coverage in identifying targets of
interest.
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Three proteins were significantly altered after complete urine analysis: glycoprotein CD59
(CD359), alpha-1 antitrypsin (AAT) and tetranectin (TNA). CD59 and AAT were altered in
patients which developed albuminuria de novo, with a similar response in patients with
maintained microalbuminuria. However, TNA varied in the condition of hypertension per se.
These responses point to a link between molecular disorders related to vascular dysfunction,
progression of atherosclerosis and cardiovascular and renal risk. Moreover, the metabolomic
study showed nine urine metabolites altered significantly, which were grouped into three
responders panels: HTA itself (guanidoacetate, pantothenate, 3-ureidopropionate,
oxaloacetate and pyruvate), a maintained microalbuminuria (3- hydroxybutyrate and
pyruvate) and de novo albuminuria (guanidoacetate, glutamate and pantothenate). These
metabolic signatures bind arginine and proline metabolism, B-alanine metabolism and the
tricarboxylic acid cycle (TAC).

Once proteins and metabolites with greater variation in this clinical context, were identified
its potential predictor of albuminuria development was evaluated. In a prospective study, a
subset of normoalbuminuric patients was clinically followed for at least 1 year from urine
sampling and classified in progressors or not. The molecules of interest were analyzed in
samples collected at baseline when patients were still normoalbuminuric.

The prospective study revealed that two proteins (CD59 and AAT) and three metabolites
(guanidoacetate, glutamate and pantothenate) were able to predict the development of
albuminuria. Alteration in the collected samples, when patients still have normal levels of
albumin, shows a further development in the future, being a predictor of vascular damage and
increased CV risk. Analysis of these molecules provides a method of “early” diagnostic
evolution. Thus, these results help to identify patients at risk of developing albuminuria, even
when this classic predictor is still in a normal range. These set the baseis for new strategies
for a more efficient therapeutic intervention with better data results, particularly in patients
with worse cardiovascular prognosis.

Complementarily, the differential study of exosomal proteins allowed the identification of
1839 total proteins, 487 were detected with more than three peptides. 100 proteins were
identified for the first time in urinary exosomes (Exocarta). Exosomal markers as Tsgl01,
CD63, annexin A3, A4, A5, A6, A7, Flotillin-1, Clathrinl, and LAMP1 showed no significant
differences related to hypertension under chronic RAS suppression as expected, while 48
proteins showed a significantly altered pattern in response to hypertension and/or
albuminuria. These changes pointed primarily to an inflammatory response, complement
system regulation, oxidative stress, and glycosaminoglycans degradation. While studies in
biological fluids such as urine allow identification of markers for potential use in diagnostic
or prognostic, exosomes allow approximate what is really taking place in the kidney and can
reflect pathological changes taking place directly into the renal tissue. Particularly, these
proteins are potential targets in drug development and can help to define therapeutic strategies
to prevent albuminuria progression in hypertensive patients under chronic treatment.
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2D-DIGE
A1BG
A2M
AAT
ACN
ACR
ADH
AGL
AMBP
AMPA
Ang 1
Ang II
Ang III
Ang-(1-7)
ANXALI
ANXA2
APOD
ARA I
Argy Pro
ARM
ARSA
ATI R
AT3
AUC
AZGP1
BVA

C
Cl60rf89
C3

C4A
C4B-1
CAl
CAM
CAT
CD14
CD59
CE
CETP
CK
CKB
COSY
CP
CRYAB
CSPG4
CTSD
Cv
D20
DAF
DIA

Abreviaturas

Bidimensional differential in gel electrophoresis
Alpha-1B-glycoprotein

Alpha-2-macroglobulin

Alfa-1-antitripsina

Acetonitrilo

Relacion albumina/creatinina (albumin creatinine ratio)
Hormona antidiurética (antidiuretic hormone)

Acidos grasos libres

“Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor”
Automedicion de la PA en el domicilio

Angiotensina |

Angiotensina II

Angiotensina I11

Angiotensina (1-7)

Anexina Al

Anexina A2

Apolipoproteina D

Antagonista del receptor de angiotensina II

Arginina y prolina

Antagonista del receptor de mineralocorticoides
Arylsulfatasa A

Receptores de angiotensina II tipo 1 (angiotensin type 1 receptor)
Antitrombina III

Area bajo la curva (area under the curve)
Zinc-alpha-2-glycoprotein

Biological variation analysis

Control

UPF0764 protein c160rf89

Componente 3 del sitema de complemento (Complement component C3)
Componente 4A del sitema de complemento (Complement component C4-A)
Componente 4B-1 del sitema de complemento (Complement component C4B)
Anidrasa carbénica 1 (Carbonic anhydrase 1)
Complejo de ataque a la membrana

Ciclo del acido tricarboxilico (Ciclo de Krebs)
Monocyte differentiation antigen CD14

Glicoproteina CD59

"Collision energy"

Células epiteliales del tubulo proximal

Creatin quinasa (creatine kinase)

Creatine kinase B-type

Espectroscopia de correlacion homonuclear
Ceruloplasmin

Alpha-crystallin B chain

Chondroitin sulfate proteoglycan 4

Cathepsin D

Cardiovascular

Agua deuterada

Factor acelerador de la degradacion

Diferential In-gel Analysis
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Abreviaturas

DM
dnA
DO
DTT
ECA
ECV
EDA
EGF
eGFR
ERC
ESC
Fc
FDR
FRCV
FRR
FUCALI
FUCA2
GAA
GAGs
GALNS
GLB1
GNS
GUSB
HCOOH
HDL
HMDB
HPLC
HSP
HSQC
HTA
HVI
i-SRA
IAA
1AM
IC

IDR
iIECA
IEF
IgG
IGHG1
IGHG2
IGLL5
ILV
IMC
IR

IRA
ITIH4
iTRAQ
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Diabetes mellitus

De novo albuminuricos

Dafio orgénico

Ditiotreitol

Encima convertidora de angiotensina
Enfermedad cardiovascular

Extended data analysis

Pro-epidermal growth factor

Ratio del filtrado glomerular estimado (estimated glomerular filtration rate)
Enfermedad renal cronica

Sociedad Europea de Cardiologia

Fold change

"False discovery rate"

Factores de riesgo cardiovascular

Factor de riesgo renal

Tissue alpha-L-fucosidase

Plasma alpha-L-fucosidase

Lysosomal alpha-glucosidase
Glucosaminoglicanos
N-acetylgalactosamine-6-sulfatase
Beta-galactosidase
N-acetylglucosamine-6-sulfatase
Beta-glucuronidase

Acido formico

Lipoproteina de alta densidad

Human metabolome data base
Cromatografia liquida de alto rendimiento (High-performance liquid chromatography)
Proteinas “heat shock”

Correlacion single-quantum heteronuclear
Hipertension arterial

Hipertrofia ventricular izquierda
Inhibidores del sistema renina-angiotensina
Iodoacetamida

Infarto agudo de miocardio

Insuficiencia cardiaca

Inhibidor directo de renina

Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
Isoelectroenfoque

Inmunoglobulina G

Ig gamma-1 chain C region

Ig gamma-2 chain C region
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Vesiculas intraluminales

indice de masa corporal

Insuficiencia renal

Insuficiencia renal aguda
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
“Isobaric tags for relative and absolute quantitation”



KNGI
LDL
LRG1
MALDI
MAM
MAPA
MASP2
MBG
MCCV
mmHg
MPO
MS
MVB

N

NAG
nLC
NOS
NT-PNB
OLFM4
PA
PAD
PAGE
PAI-1)
PAS
PCA
PCR

pl

PLG
PLS
ppm
QQQ

R Mas

RBP4

RM

RMN

ROC

ROS
S100A8
S100A9
SCORE
SCr

SD

SDS
SERPINA1
SERPINA3
SERPINAS
SERPINA7
SERPINB12
SERPINC1

Abreviaturas

Kininogenol

Lipoproteina de baja densidad

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein
lodizacion/desorcion por laser asistido por matriz “Matrix-assisted laser
Microalbuminuria mantenida

Monitorizacién ambulatoria de la PA
Mannan-binding lectin serine protease 2
Membrana basal glomerular

Validacion cruzada de Monte-Carlo
Milimetros de mercurio

Mieloperoxidasa

Espectrometria de masas (Mass spectrometry)
"Multivesicular bodies"

Normoalbuminuricos

N-acetilglicosamina

Nano liquid cromatography

Oxido nitrico sintasa

N-terminal peptido natriurético tipo B
Olfactomedin-4

Presion arterial

Presion arterial diastdlica

Electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel electrophoresis)
Activador de plasminogeno

Presion arterial sistdlica

Analisis de componentes principales (Principal components analisis)
Proteina C reactiva

Punto isoeléctrico

Plasminogen

Cuadrados minimos parciales

Partes por millon

Triple cuadrupolo

Receptor Mas

Proteina de unidn al retinol 4

Receptor de mineralocorticoides

Resonancia magnética nuclear

Caracteristica Operativa del Receptor (Receiver Operating Characteristic)
Especies reactivas de oxigeno

Protein S100-A8

Protein S100-A9

“Systematic coronary risk evaluation”
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HIPERTENSION ARTERIAL: PREVALENCIA, DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO

La presion arterial (PA) es producto de la fuerza con que la sangre presiona contra las paredes
de los vasos sanguineos (arterias) a medida que es bombeada por el corazén. La hipertension
arterial (HTA) es una afeccion en la cual la presion en los vasos sanguineos es continuamente
alta. Cuanto mas alta es la tension arterial, mas tiene que trabajar el corazon para bombear la
sangre al cuerpo, lo que produce dafos en diferentes 6rganos como el propio corazén, el rindén
y el cerebro.

La presion arterial se mide en milimetros de mercurio (mmHg) y se define mediante dos
mediciones, la primera es la presion arterial sistolica (PAS), la mas alta, que se produce
cuando el corazon se contrae. La segunda corresponde a la presion arterial diastolica (PAD),
la més baja, que se produce cuando el musculo cardiaco se relaja entre un latido y otro [1][2].

El establecimiento de los puntos de corte para la definicion de HTA es especialmente
complicado debido a la relacion continua entre PA y eventos cardiovasculares (CV) y dafio
renal. Su uso se justifica para poder realizar una aproximacion de diagnostico y establecer una
pauta terapéutica. La PA normal en un adulto se define como una tension sistolica de 120
mmHg y una tension diastolica de 80 mmHg. Sin embargo, los beneficios cardiovasculares de
la PA normal se extienden incluso por debajo de esos niveles de PAS (105 mmHg) y de PAD
(60 mmHg) [1]. La hipertension se define como una PAS igual o superior a 140 mmHg y una
PAD igual o superior a 90 mmHg en adultos (Figura 1); a los nifios se les aplican diferentes
criterios (percentiles).

PA normal PA alta
Presion sistdlica 120 mmHg Presion sistdlica S 140 mmHg
Presién diastolica 80 mmHg Presién diastélica 90 mmHg

Figura 1. Valores de la presion arterial (PA) que se considera normal o patoldgica, la cual si se
mantiene en el tiempo puede causar hipertension.

La hipertension arterial, esta asociada a tasas elevadas de morbimortalidad, por lo que es
considerada uno de los problemas mas importantes de salud publica, especialmente en los
paises desarrollados. Entre el 16 y el 37% de la poblacion en el mundo tiene presion arterial
alta, aproximadamente mil millones de personas a nivel mundial [3]. Particularmente en
Europa la prevalencia se estima entre un 30-45% de la poblacion general, incrementandose
con la edad [1]. Ademas, la HTA es el factor de riesgo prevenible més importante de muerte
prematura en todo el mundo. En 2010 se observd que el 18% (9,4 millones) de las muertes
eran causa de la hipertension [1][4]. En Europa la primera causa de mortalidad es la de origen
CV, suponiendo la HTA la causa de un porcentaje importante de estas muertes. Asi mismo, la
HTA es el problema médico cronico mas comun que impulsa mayor nimero de visitas a
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centros de salud. La Asociaciéon Americana del Corazon estimé en el 2010 los costes directos
e indirectos debido a la hipertension en 76.6 millones de dolares [5] ya que el tratamiento
puede llegar a abarcar intervenciones costosas como la cirugia de revascularizacion
miocérdica, la endarterectomia carotidea o la dialisis, ademas de los farmacos empleados. La
deteccion temprana y el tratamiento apropiado para el control de la hipertension suponen
importantes beneficios sanitarios y de indole econémica [6].

Tradicionalmente, para el diagndstico de la HTA, se recomiendan tres mediciones por
esfigmomandmetro separadas en intervalos mensuales. La prueba de electrocardiograma se
hace para verificar si el corazon estd bajo tension debido a la HTA, si existe engrosamiento
del corazon (hipertrofia ventricular izquierda, HVI) o si el corazén ha experimentado una
perturbacion menor anterior como un ataque silencioso de corazon. La evaluacion inicial debe
incluir una historia completa y un examen fisico, ademads, disponer de la monitorizacion
ambulatoria de la PA (MAPA) de 24 horas y de la automedicion de la PA en el domicilio
(AMPA) lo que ha evitado el diagndstico erroneo de hipertension de bata blanca [1] [7].

La hipertension generalmente no presenta sintomas de advertencia, por lo que muchas
personas no se dan cuenta de que la padecen [2] pero con el tiempo se convierte en un factor
de riesgo importante. Si no se controla, la hipertensiéon puede provocar infarto agudo de
miocardio (IAM), hipertrofia ventricular izquierda (HVI) y, finalmente, insuficiencia cardiaca
(IC) e insuficiencia renal (IR) [8], [9]. En los vasos sanguineos, la presion alta puede provocar
dilataciones (aneurismas) y zonas de debilidad en la pared vascular, lo que aumenta las
probabilidades de obstruccion y rotura, lo que puede causar fugas de sangre en el cerebro y
esto puede causar accidentes cerebrovasculares. Ademas, puede causar ceguera y deterioro
cognitivo (Figura 2) [1] [4].
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Figura 2. Causas principales de la hipertension esencial y sus potenciales consecuencias. PA presion
arterial, HTA hipertension arterial, SRA sistema renina angiotensina, HVI hipertrofia ventricular
izquierda.

La hipertension se clasifica como hipertension esencial o hipertension secundaria. E1 90-95%
de los casos se clasifican como hipertension esencial, que se define como la presion arterial
alta sin una causa subyacente obvia, y que en la mayoria de los casos tiene una gran influencia
hereditaria. El 5-10% restante se clasifica como hipertension secundaria, hipertension debido
a una causa identificable y mas facil de tratar, como por ejemplo debida a enfermedad renal
crdnica, estrechamiento de la aorta o de las arterias del rifién, o a un trastorno endocrino [3].

La hipertension esencial, es el resultado de una compleja interaccion de genes y factores
ambientales. Aunque se han identificado numerosas variantes genéticas con efecto sobre la
presion arterial, la base genética de la hipertension es poco conocida aun. Varios factores
ambientales influyen en la presion arterial como la ingesta elevada de sal, la falta de ejercicio,
la obesidad, y el estrés. Otros factores de riesgo pueden ser eventos que suceden en la vida
temprana, como bajo peso al nacer, el tabaquismo materno, y la falta de la lactancia materna,
aunque los mecanismos que vinculan estos factores a la hipertension adulta siguen sin estar
claros.
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HIPERTENSION ARTERIAL: SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

Cuando se produce HTA existe un aumento en la resistencia del flujo sanguineo (resistencia
periférica total) que es atribuible al estrechamiento de pequeias arterias y/o a una reduccion
en el numero de capilares del sistema venoso periférico lo que aumenta el retorno venoso,
aumenta la precarga cardiaca y, en tltima instancia, causa disfuncion diastolica [10], [11]. Se
ha sugerido que la disfuncion endotelial y la inflamacion vascular pueden contribuir también
al aumento de dicha resistencia periférica y dafio vascular en la hipertension [12], [13]. La alta
presion en personas de edad avanzada, ademas, se explica por el aumento de rigidez arterial,
que acompaia al envejecimiento normalmente [14].

La mayor evidencia que contribuye en la mayoria de los casos a la hipertension esencial
implica anormalidades en el sistema renina-angiotensina (SRA) que se encarga del manejo de
la homeostasis en los rifiones [15]. El SRA es un sistema hormonal que regula la presion
arterial, el volumen intravascular y, a nivel local, la reparacion de tejidos a través de
mecanismos inflamatorios y proliferativos [16] . A pesar de su papel protector durante una
respuesta aguda al estrés, la estimulacion cronica de este sistema tiene efectos perjudiciales
incluyendo la vasoconstriccion, la proliferacion del musculo liso vascular, la disfuncion
endotelial, la inflamacion, la fibrosis, y la trombosis [17].

La activacion de la cascada del SRA comienza cuando las células renales yuxtaglomerulares
secretan renina en respuesta a una hipoperfusion renal (disminucién del volumen en la
arteriola aferente), a una disminucion de la liberacion de sodio, que conlleva a un aumento de
la osmolaridad del plasma y/o a una activacion del sistema nervioso simpatico [18]. Como
ilustra la figura 3, la renina plasmatica convierte el angiotensindgeno inactivo producido en el
higado a angiotensina I (Ang I). La enzima convertidora de angiotensina (ECA), secretada por
las células endoteliales de los pulmones fundamentalmente y de los rifiones, rompe Ang I para
generar angiotensina II (Ang II). La Ang II es un vasoconstrictor muy potente activando los
receptores de angiotensina II tipo 1 (ATl R) de las células musculares lisas de los vasos
sanguineos y estimulando la actividad del sistema nervioso simpatico. Ademas, Ang II, activa
la secrecion por parte de la neurohipdfisis, de ADH (también llamada vasopresina, u hormona
antidiurética) la cual, estimula la reabsorcion de agua a nivel renal y produce la sensacion de
sed. Por otro lado, la Ang II activa la secrecion en la corteza suprarrenal de aldosterona,
hormona mineralocorticoide, que aumenta la reabsorcion de sodio a nivel renal junto con una
mayor excrecion de potasio. Finalmente, la retencion de sodio y de agua producird un
incremento del volumen sanguineo el cual tiene como resultado un aumento en la presion
arterial [19]. El SRA sugiere ser un mecanismo patogénico comun esencial entre la
produccion del dafio renal y el desarrollo de insuficiencia cardiaca [20] por lo que puede ser,
entre otros, uno de los mecanismos que expliquen el dafio que la HTA produce sobre los
organos diana (corazon, rifidon, cerebro).

28



Introduccion |

-> Renina

* Vasoconstriccidén
* Aumento del tono vascular

APA

IDR

Angiotensinégeno

A Daio organico
Vv Sistema nervioso
Angiotensina | // simpatico
I - Vasopresina |/
iECAs > B P :
, , bR
v 7
e e 4
Angiotensina |l = /
> Aldosterona
ARAs [\

Y 7 ® ARMs
p

Figura 3. El sistema renina angiotensina y sus dianas terapéuticas. La figura ilustra la secuencia de
activacion del SRA con sus consecuencias y los principales firmacos dirigidos: iECA (inhibidor de la
enzima convertidora de angiotensina), ARA (antagonista del receptor de angiotensina II), ARM
(antagonista del receptor de mineralocorticoides) y IDR (inhibidor directo de renina). AT1 R: receptor
de angiotensina II tipo 1, RM: receptor de mineralocorticoides, A: incremento, PA: presion arterial.

La primera linea de tratamiento para la hipertension es cambiar la forma de vida, incluyendo
cambios en la dieta (bajo contenido de sodio), el ejercicio fisico y la pérdida de peso. Estos
cambios han demostrado reducir significativamente la PA [21]. Si la hipertensién es lo
suficientemente alta como para justificar el uso inmediato de medicamentos, estos se
recomiendan en conjuncién con el cambio de estilo de vida.

Existe una gran variedad de farmacos antihipertensivos que incluyen diuréticos, antagonistas
del calcio, beta bloqueantes, alfa bloqueantes y, puesto que el SRA interviene de forma
decisiva en la regulacion del volumen y la presion sanguinea, gran parte de los tratamientos
actuales para la hipertension tienen como objetivo este sistema. Las tres clases principales de
inhibidores del SRA que actualmente se utilizan en la practica clinica son los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (iECAs), antagonistas del receptor de angiotensina II
(ARA 1I) y antagonistas del receptor de mineralocorticoides (ARMs) con una cuarta clase de
agentes, los inhibidores directos de la renina (IDR), bajo investigacion activa (Figura 3). Los
iIECAs disminuyen la formacion de angiotensina II e inhiben la degradacion de Ia
bradiquinina con la formacién de 6xido nitrico y otros vasodilatadores [22]. Para los pacientes
intolerantes a los iIECAs, ARA II como el valsartdn, pueden representar una alternativa. ARA
Il se une competitivamente y hace que se disocie la angiotensina Il lentamente de los
receptores AT1 (AT1 R) [23]. Por otro lado, ARM reduce el nimero de los canales de sodio
epiteliales disponibles en el tibulo renal distal a través de la inhibicién competitiva del
receptor de mineralocorticoides (RM). La eplerenona es un antagonista de los receptores de

29



Hipertension Arterial: Sistema Renina-Angiotensina

mineralocorticoides mas selectivo con menor afinidad por los receptores de progesterona y
andrégenos que la espironolactona [24]. Los IDR inhiben el SRA en el escalon mas préximo,
especifico y limitante de la velocidad de la cascada de accidon en este sistema [25]. Aliskiren
es el IDR con aprobacion pero so6lo esta disponible actualmente para su uso en pacientes con
hipertension.

Los bloqueadores del sistema renina-angiotensina (SRA), se aplican sobre todo en pacientes
con alta actividad del SRA en el plasma sanguineo. Sin embargo, ahora se acepta que también
son eficaces en pacientes con actividad de baja a media del SRA. Por otra parte, después de
una supresion inicial de Ang II y/o aldosterona, los niveles plasmaticos de estos 2
compuestos, a menudo, vuelven a la normalidad o incluso se elevan por encima de los niveles
previos al tratamiento: el Illamado “escape” Ang Il/aldosterona. Sin embargo,
sorprendentemente, el efecto bloqueador de SRA permanece, al menos parcialmente. Estas
observaciones desconcertantes han llevado al concepto de un SRA local en diversos 6rganos,
es decir, el sitio real de la accion de los bloqueadores del SRA. Segun algunos investigadores,
este SRA local se produce enteramente de forma intracelular (SRA intracrino). La generacioén
de angiotensina de tejido se produce extracelular y depende de la renina derivada de rifion y
del angiotensindgeno hepatico, y es seguido por una rdpida union al receptor AT y su
internalizacién. Ang II generada localmente afecta al equilibrio constrictor/relajante, al
remodelado vascular y a la inflamacion. La generacion de angiotensina de tejido no
necesariamente va en paralelo con la generacion de angiotensina en la circulacion, y esto
explica por qué los efectos beneficiosos de los bloqueadores del SRA no pueden ser
explicados simplemente sobre la base de los cambios en el SRA circulante. El sexo, el origen
étnico, la ingesta de sal, la variaciéon genética, y el uso de farmacos antihipertensivos
determinan el grado de actividad del SRA. Ademads, durante la aplicacion de los inhibidores
del SRA, se produce una regulaciéon de multiples metabolitos de la angiotensina que incluso
contribuyen a los efectos beneficiosos del bloqueo. Ejemplos de estas vias de proteccion
(vasodilatadoras) incluyen la via angiotensinasa tipo A-Ang Ill-receptor AT2 y la via ACE2-
Ang-(1-7) receptor Mas. El conocimiento en este area podria conducir a nuevos
medicamentos [26].

Ensayos iniciales han demostrado ventajas del bloqueo del SRA en la insuficiencia cardiaca,
la proteinuria, y en nefropatia diabética. Como consecuencia de ello, el bloqueo del SRA se
ha convertido en un tratamiento de primera linea para todas estas indicaciones [1] [27].
Féarmacos, entre los que destacan iECAs/ARA 1I, ademas, han demostrado reducir la
albuminuria mas que otros fArmacos antihipertensivos independiente de la reduccion de la PA
[28][29] y mejoran, asi, el prondstico de los pacientes hipertensos.

La mayoria de las personas requieren mas de un medicamento para el control de su
hipertension. No obstante a pesar de estar en tratamiento adecuado con estos farmacos (hasta
utilizar, a la vez, tres medicamentos antihipertensivos pertenecientes a diferentes clases), un
nimero no despreciable de pacientes con HTA, desarrollan enfermedad renal y/o
cardiovascular con un aumento de excrecion de albuminuria, o una vez desarrolladas
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contintan progresando en la enfermedad [26], [30], [31]. Todo ello abre la posibilidad de que
en algunos pacientes exista un cierto grado de resistencia al efecto beneficioso del bloqueo del
SRA sobre la progresion de la enfermedad y sugiere asi que, si el tratamiento falla, el dafio
sobre todos los organos diana se pondra de manifiesto. La albuminuria es un indicador de
dafio orgénico diana en el continuo cardio-renal [28].

ALBUMINURIA COMO INDICADOR CLINICO: RIESGO CV Y DANO
RENAL

Como hemos visto, la HTA es la expresion clinica de un proceso fisiopatoldégico complejo
que se asocia a un riesgo superior de mortalidad en los individuos que la padecen. Aislado o
asociado a otros factores de riesgo, en condiciones patoldgicas supone una causa fundamental
de enfermedad cardiovascular [32] y renal [33], y puede derivar en la produccion del dafio a
6rganos diana [20].

FRCV

Edad, etnia, diabetes, obesidad
Hipertension...

=] =]

N (3

FRR

eGFR<60ml/min/1.73m3
Albuminuria

Mejoran el prondstico
Empeoran el prondéstico

Control PA
Control lipidico
Control peso
Dejar de fumar
Dieta adecuada
Actividad fisica

Figura 4. Mecanismos involucrados en el didlogo entre el sistema CV y el rindén. FRCV, factores de
riesgo cardiovascular, ECV enfermedad cardiovascular, ERC enfermedad renal crénica, eGFR ratio
del filtrado glomerular estimado, FRR factor de riesgo renal. Basado en [28].

La figura 4 resume el didlogo entre la enfermedad CV y renal a través de factores de riesgo.
El dafio simultineo en ambos sistemas (CV y renal) se debe a la presencia de un origen
similar que estd facilitado por factores de riesgo similares como son la hipertension y la
albuminuria ademas de otros (Figura 4) [28]. En la inhibicion de estos factores de riesgo se
centra la terapia farmacoldgica mas cominmente empleada en la practica clinica actual en los
pacientes con hipertension, el bloqueo del SRA, como ya hemos visto. Sin embargo, a pesar
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de estar en tratamiento, estos pacientes progresan negativamente en la enfermedad,
desarrollando un aumento de excrecion de albimina de forma patoldgica [26], [30], [31] tal y
como detallaremos en un apartado posterior.

La albiimina es la principal proteina de plasma sanguineo humano. Su funcién principal es
regular la presion osmotica coloidal de la sangre. La albuminuria es una condicion patoldgica
en la que la alblimina es excretada de forma abundante en la orina. Los rifiones normalmente
no filtran grandes moléculas, por lo que la albuminuria es un indicador de dafio renal. Dado
que las proteinas de suero son reabsorbidas de la orina primitiva a partir del tabulo
contorneado proximal de la nefrona, la presencia de exceso de proteina en orina (proteinuria)
indica, bien una insuficiencia de la reabsorcion o una filtracion deteriorada. Los mayores
determinantes de la presencia de albuminuria son la presion intraglomerular y el aumento de
la permeabilidad de la barrera glomerular debido a procesos hemodindmicos e inflamatorios
[34], [35]. Esta situacion parece ser el desencadenante inicial, permitiendo el escape de
albumina desde el espacio intra al espacio extravascular.

La microalbuminuria, més recientemente llamada albuminuria elevada (“high albuminuria™),
se define como la presencia de albiimina en orina con niveles en el rango 20-200 mg/g (ratio
albumina/creatinina, “ACR”) en varones y 30-300 mg/g en mujeres, como se muestra en la
tabla 1. Niveles superiores a 200 6 300 mg/g, respectivamente, se consideran
macroalbuminuria o albuminuria muy elevada (“very high albuminuria”). Existe un nivel
basal de albimina en orina la cual se considera no patoldgica, con valores de albumina
<20mg/g ACR (varones) o <30mg/g ACR (mujeres), lo que seria normoalbuminuria [36].
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Tabla 1. Clasificacion de la excrecidon anormal de albumina en orina, donde AO (albumina en orina)
se expresa en mg/L y ACR (ratio albumina/creatinina) en mg/mol de creatinina o en mg/g de
creatinina teniendo diferentes rangos siendo varén (V) o mujer (M).

Orina Ratio Albumina/creatina
AO (mg/L) Género mg/mol mg/g

\Y <1.25 <10
Normal <10

M <1.75 <15

\Y 1.25a<2.5 10 a <20
Normal-alta 10 a <20

M 1.75a<3.5 15a<30

\Y 2.5a<25 20 a <200
Microalbuminuria 20 a <200

M 3.5a<35 30 a <300

Y >25 >200
Macroalbuminuria >200

M >35 >300

Como se ha dicho anteriormente, la albuminuria es un marcador de riesgo cardiovascular, en
particular de infarto agudo de miocardio e ictus, con independencia de la co-existencia o no
de diabetes mellitus [37]-[39]. También lo es de aparicion y desarrollo de enfermedad renal
cronica (ERC). En concreto, las guias clinicas recomiendan un control de los niveles de
albuminuria anual o semestral en individuos diabéticos o con ERC [40], [38], [41][42].

En la practica clinica los métodos mas comunmente empleados en la estratificacion por riesgo
cardiovascular se basan en la funcion de Framingham y en las tablas SCORE (“Systematic
Coronary Risk Evaluation”) que basicamente tienen en cuenta la edad, los niveles de
colesterol, la PA, el tabaquismo y la diabetes. Sin embargo, estas guias no tienen en cuenta
indicadores de dafo organico subclinico y, en este sentido, estudios recientes apuntan al valor
afiadido que pueden tener dichos marcadores en la prediccion individual del riesgo
cardiovascular [43], [44]. Las guias de prevencion de la enfermedad CV del 2012 de la
Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) también realizan una estratificacion del riesgo CV
basado en PA, pero afiadiendo factores de riesgo CV (FRCV, de 1 a 3 factores), la presencia
de dafo organico (DO), la diabetes (DM), la enfermedad CV sintomatica o la enfermedad
renal cronica (ERC) (figura 5) [1].
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Figura 5. La tabla SCORE representada en la figura A, evalua el riesgo CV a 10 afios expresado en
porcentaje (de 0 a >15%) teniendo en cuenta la edad, el sexo, el nivel de colesterol, la PAS y el
tabaquismo. En el cuadro B se observa la tabla de estratificacion por la ESC del riesgo CV (rango de
bajo a muy alto) basado en PA, factores de riesgo CV (FRCV) (de 1 a >3), la presencia de dafio
orgénico (DO), la diabetes (DM), la enfermedad CV sintomatica o la enfermedad renal cronica (ERC).

Colesterol (mmol)

Uno de los indicadores de dafio organico, como hemos dicho, es la albuminuria. En pacientes
hipertensos se ha demostrado que el desarrollo de albuminuria de novo, un aumento
progresivo de los niveles de albumina excretada en orina, o bien el mantenimiento prolongado
de microalbuminuria, conllevan a un mayor riesgo cardiovascular. Estudios recientes de
seguimiento a 4,7 afios en un total de 17028 pacientes por afio, muestran el valor prondstico
de la medida de albimina excretada en orina [45] y varias guias clinicas ya recomiendan
incluir este parametro en la estratificacion del riesgo cardiovascular no s6lo en pacientes
diabéticos sino también en individuos hipertensos [46], [47]. Su capacidad de biomarcador se
basa en el hecho de que hay dafio microvascular presente en el rindén y como tal, la
microalbuminuria tiene que ser considerada mas como un marcador de dafio que como un
factor de riesgo [48]. Una desventaja de utilizar la albuminuria como marcador de dafio
organico es que, al aparecer la albumina en orina, ya hay lesion, por lo que no es 1util como
predictor de desarrollo de la patologia. Por lo tanto, se requiere la necesidad de descubrir
predictores del desarrollo de albuminuria y el ulterior empeoramiento CV y del prondstico
renal [49], [50]. Varios marcadores urinarios, tales como IgG y N-acetilglucosaminidasa
(NAG), se han asociado al desarrollo de la albuminuria en los pacientes diabéticos [51]. Por
otra parte, a-2-HS-glicoproteina se ha relacionado con la inflamacion y el dafio tubular y con
una asociacion al aumento de la albuminuria también en pacientes diabéticos [52].
Desafortunadamente, hasta la fecha, ninguna de estas moléculas urinarias han demostrado ser
igual o superior del estandar actual utilizado de aumento de albuminuria y no mejoran la
prediccion del riesgo de desarrollar albuminuria en HTA controlada.
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Los mecanismos subyacentes a la aparicion de albuminuria en pacientes hipertensos tratados,
no se conocen en su totalidad, y en la practica clinica diaria no es posible predecir qué
individuos progresaran negativamente desarrollando albuminuria. De hecho, seran éstos los
que probablemente presenten un mayor riesgo cardiovascular y dafio renal y, por tanto, los
que mas se beneficiarian de potenciales tratamientos farmacoldgicos especificos adaptados y
de su accion temprana. Idealmente hay que evitar ese desarrollo de albuminuria y para ello
debemos comprender las bases moleculares subyacentes.

REALIDAD CLINICA DESDE LA UNIDAD DE HIPERTENSION

Se ha demostrado la efectividad de la supresion cronica del sistema renina-angiotensina
(SRA) no soélo en el control de la PA sino también en la disminuciéon de los niveles de
albumina en orina en pacientes hipertensos, ya desde las primeras etapas del continuo cardio-
renal, cuando sdlo se detectan factores de riesgo CV en ausencia de lesion de érganos diana
asintomatica. [42], [47], [53][54].

Esté4 descrito que determinados pacientes con tratamiento cronico de SRA presentan una alta
prevalencia de microalbuminuria, incluso en un elevado porcentaje aparece albuminuria de
novo, en individuos que eran normoalbuminuricos [55][45][56]. Se sabe que la albuminuria es
un marcador de dano cardiovascular, y la albuminuria mantenida o el desarrollo de novo
durante el tratamiento es indicador de que existe una progresion de la enfermedad CV vy,
potencialmente, del empeoramiento de la funcion renal [42][33], [36].

Sirviendo de antecedentes a esta tesis, en la Unidad de Hipertension del Hospital 12 de
Octubre, se elabor6 un estudio en pacientes que habian recibido tratamiento para la supresion
cronica del SRA (durante mas de 5 afios). Encontraron una alta prevalencia de albuminuria
(20,3%), e incluso pacientes con niveles normales de albuminuria (normoalbumintricos)
desarrollaron de novo albuminuria en un 16.1%, y el 0,9% desarrolld6 macroalbuminuria
durante los tres afos de seguimiento en la unidad [30]. Por otro lado, el paso de normo a
microalbuminuria ha sido cldsicamente reconocido que se produzca en torno al 2% de los
pacientes diabéticos por afio [57]. Los datos presentados en el estudio, con una minoria de los
pacientes con diabetes, demostraron que este porcentaje puede ser mayor al 5% y que la
aparicion de albuminuria de novo es particularmente alta en los pacientes que presentan
enfermedad CV establecida (18,9% frente a 10,7%), en el que la enfermedad progresa mas
rapido de lo esperado aunque se esté utilizando una supresion "adecuada" del SRA.

Por otra parte, se ha visto que el desarrollo de albuminuria de novo esta acompafiado por una
prevalencia mayor de nuevos episodios CV, lo que indic6 que la albuminuria de novo, a pesar
de la supresion del SRA, sigue siendo un buen predictor de morbilidad y mortalidad CV [58].
En el estudio llevado a cabo en la unidad de hipertension del Hospital 12 de Octubre, se ha
visto que, en los individuos sin un evento CV anterior a la llegada a la unidad de hipertension,
el porcentaje de desarrollar albuminuria de novo fue del 10%.

[9%)
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Realidad Clinica desde la Unidad de Hipertension

En resumen, y como antecedentes clinicos de esta Tesis Doctoral, se vio que la supresion
cronica del SRA parece no tener la capacidad para mantener la proteccion sobre el desarrollo
y evolucion de la albuminuria tanto en pacientes hipertensos diabéticos como en no
diabéticos. Hasta la fecha poco se ha estudiado sobre este tipo de pacientes que no responden
al tratamiento con inhibidores del SRA (i-SRA) y menos aun sobre qué tratamiento darles
debido a que los mecanismos fisiopatoldgicos no se conocen en profundidad como para evitar
la progresion de albuminuria. Por este motivo la prevencion de la albuminuria es de gran
relevancia y un drea de gran interés que debe ser estudiada. La busqueda de nuevas dianas
prondsticas (proteinas y/o metabolitos) a través de nuevas estrategias que puedan ayudarnos a
identificar posibles pacientes normoalbuminuricos como individuos de riesgo para desarrollar
una enfermedad renal y/o cardiovascular, a pesar de estar en tratamiento con i-SRA, es
necesaria para poder tener una rapida intervencion a nivel clinico y evitar su desarrollo.

En esta tesis, realizaremos un analisis comparativo entre pacientes hipertensos cronicamente
tratados con i-SRA y previamente clasificados en la Unidad de Hipertension del Hospital 12
de Octubre en:

* Normoalbumintricos que se mantienen como tal a lo largo del seguimiento (N).

* Normoalbumintricos que evolucionan a microalbuminuricos, es decir, de novo
albuminuricos (dnA)

* Microalbumindricos que se mantienen como tal (MAM)

DESARROLLO DE ALBUMINURIA EN HTA CONTROLADA DESDE UN
ABORDAJE OMICO

I. LAS OMICAS EN EL DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD

Las oOmicas son el conjunto de estrategias que engloban las areas de la genomica, la
protedmica o la metabolomica. La "biologia de sistemas" se basa en la integracion de los
datos dmicos (gendmica, proteomica, metabolomica...) para obtener una vision (informacion)
completa (holistica) del individuo o de lo que se este estudiando. Las 6micas tienen como
objetivo la caracterizacion y cuantificacion colectiva del conjunto de moléculas biologicas
que se traducen en una estructura, funcién y dindmica de un organismo u organismos.

Las técnicas Omicas han experimentado un gran desarrollo en los ultimos afios y se han
establecido como una importante estrategia en la busqueda de nuevos indicadores moleculares
de procesos fisiopatoldgicos, en parte gracias al desarrollo de nuevas tecnologias. Estas
aproximaciones no hacen pre-seleccion de candidatos, por lo que proporcionan un abordaje de
las alteraciones que ocurren a nivel molecular sin sesgo y en un momento fisiologico
concreto. Por otro lado, son utiles no so6lo en la bisqueda de marcadores sino ademas en la
evaluacion de mecanismos subyacentes de una enfermedad, tanto conocidos como aquellos
que aun son desconocidos, a la vez que es posible la identificacion de nuevas moléculas
implicadas en el desarrollo de los mismos. Los enfoques basados en estrategias 6micas son
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poderosos para investigar nuevos marcadores de la enfermedad de cara a mejorar el

diagnéstico actual, predecir el prondstico del paciente o definir nuevas dianas terapéuticas
[59]-[61].

Durante el desarrollo de la enfermedad, el genoma permanece en gran medida sin cambios (a
excepcion de cambios epigenéticos producidos por factores ambientales), mientras que es
evidente que la mayoria de las proteinas de los tejidos y drganos cambia sustancialmente. Por
tanto, si bien los factores genéticos definen un organismo o un riesgo potencial en la vida, el
transcriptoma, proteoma y metaboloma son mas adecuados para definir en un organismo la
posicion real en el continuo de una enfermedad (Figura 6) [62].

Estadios de enfermedad

/ temprana
— \

Cambios estructurales .
Estadios avanzados de

/subyos enfermedad
Cambios funcionales FaIIo organico
subclinicos \ /
L/ Transcriptoma

Factores

de riesgo \ Proteoma . > Muerte

Figura 6. La biologia de sistemas en el continuo de una enfermedad. La enfermedad progresa desde
factores de riesgo en etapas tempranas a dafio organico real en estadios avanzados de la enfermedad.

Los factores genéticos no cambian durante este desarrollo (a excepcion de cambios epigenéticos) y por
lo tanto son adecuados para predecir el riesgo potencial ya en las primeras etapas de la vida. El
transcriptoma, proteoma y metaboloma, en cambio, cambian en paralelo a los procesos de enfermedad
y son adecuados para caracterizar el estado actual de la enfermedad e incluso anteponerse a una
evolucion fatal, en el mejor de los casos [62].

La protedmica es la disciplina que estudia de manera dindmica todas las proteinas expresadas
por un organismo, en un momento dado y bajo determinadas condiciones concretas de tiempo
y ambiente, lo que se denomina proteoma. Como hemos avanzado anteriormente, debido a su
naturaleza dindmica, el proteoma no sélo va a cambiar debido a los procesos de enfermedad,
sino también en respuesta a las medidas terapéuticas y por lo tanto puede ser utilizada para
monitorizar los efectos del tratamiento. Ademads se afiade complejidad por el hecho de que los
estudios de protedmica se pueden realizar en una amplia gama de muestras bioldgicas,
incluyendo muestras de todo el tejido, pero también las células, microvesiculas y fluidos
biolégicos (orina, plasma, suero, etc.) [63]-[65]. Como resultado, se consigue la
identificacion de nuevas proteinas indicadoras de enfermedad, y permite establecer nuevos
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mecanismos de accion implicados en el desarrollo, progresion o regresion de un determinado
desorden fisioldgico [66].

Por otra parte, la metabolomica centra su estudio en el conjunto de moléculas de bajo peso
molecular, metabolitos (<2000-3000 Dalton), que se pueden encontrar en los diferentes
fluidos bioldgicos (suero/plasma, orina, liquido cefalorraquideo, etc.) y en tejidos [67][64],
[68] y ofrece una vista unica del fenotipo asociado con enfermedades, asi como la influencia
de los factores ambientales (por ejemplo, dieta, actividad, conducta, enfermedad y del
tratamiento médico/quirurgico) [69]. La metabolomica engloba la identificacion y
cuantificacion de un elevado ntimero de metabolitos que son sustratos, intermediarios y
productos finales de la actividad celular. Los metabolitos varian profundamente en la
polaridad, el tamafio y la concentracion, que van desde metabolitos hidrofilicos, polares con
un peso molecular bajo (por ejemplo, aminoéacidos), a hidréfobos, no polares de alto peso
molecular (por ejemplo lipidos).

Existe también el estudio del “interactoma” que describe la interaccion de las proteinas (y
otras moléculas que incluyen genes o metabolitos) expresadas diferencialmente y los agrupa
en grupos funcionales y vias en un todo. El analisis de redes para estudiar las interacciones
molécula-molécula ayudara a predecir los efectos de los cambios en la expresion de gran
numero de proteinas y metabolitos.

II. OMICAS APLICADAS AL ESTUDIO DE LA HIPERTENSION Y AL
DESARROLLO DE ALBUMINURIA (DANO ORGANICO)

Los enfoques tradicionales para mejorar la comprension de la fisiopatologia de la hipertension
y las enfermedades cardiovasculares asociadas estan basadas en hipotesis, centrdndose en
rutas biologicas individuales, tales como el sistema renina-angiotensina-aldosterona o el
sistema nervioso simpatico. Debido a que la hipertension es una enfermedad compleja y
activa en la que se estd produciendo la interaccion de multiples moléculas, células
(proinflamatorias, endoteliales, epitelios de la nefrona, etc.) y érganos (corazon, rifiones, etc.)
el empleo de técnicas dmicas es mas que adecuado ya que permite una evaluacion conjunta de
todos los sistemas y moléculas simultdneamente, entendido como un todo y enmarcado en lo
que podemos llamar estudio de biologia de sistemas.

Claramente, el diagnoéstico de la hipertension se hara siempre por medicion de la PA, pero las
estrategias Omicas ayudan a dilucidar los factores que contribuyen a la hipertension y
desarrollo de albuminuria en pacientes individuales y a descubrir las primeras evidencias de
dafio orgénico.

El andlisis 6mico, como hemos visto, proporciona una informaciéon global de los cambios
moleculares que ocurren en los procesos fisiopatologicos, por lo que se estd convirtiendo en
una de las estrategias con mayor potencial para el descubrimiento de biomarcadores
diagnostico en las fases tempranas de las enfermedades, como deteccion de los primeros
signos de dafio a 6rganos diana. Por otro lado, obtenemos informacion del pronostico, acerca
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de su desarrollo y/o en la evaluacion de la respuesta a un tratamiento farmacoldgico concreto,
ya que produce firmas distintivas en los perfiles moleculares, incluso antes de que se observen
sintomas de la enfermedad [69].

El descubrimiento de marcadores moleculares mediante proteémica y metabolémica es una
herramienta Util para encontrar moléculas con valor prondstico en las primeras etapas de la
enfermedad cardiovascular [70]. En particular, diferentes estudios han demostrado que el
analisis del proteoma o del metaboloma de orina permite definir potenciales marcadores
especificos de diagnostico y prondstico de enfermedad renal crénica [71][72], [73], nefropatia
diabética [74], [75], [76] [63] y fracaso renal agudo [77].

El nimero de estudios protedmicos en hipertension es actualmente muy limitado.
Thongboonkerd et al. ponen de relieve el potencial de la protedémica para identificar
marcadores individuales y vias de la hipertension, estudiando el proteoma renal de ratas
Sprague-Dawley con hipertension inducida por hipoxia. Identificaron alteraciones en la via de
la kalicreina renal con hipoxia episddica (un modelo de la apnea obstructiva del suefio)
asociada con una alteracion de la vasodilatacion mediada por kalicreina-kallistatin [78]. Reid
et al. detectan la angiotensina I y la evalta de forma precisa por la actividad de la renina
plasmatica por Immuno MALDI [79]. Otros estudios abordaron el dafio organico consecuencia
de la hipertension. En este contexto Grussenmeyer et al. estudiaron las diferencias en el
proteoma del ventriculo izquierdo entre las cepas Dahl sensibles a la sal y resistentes a la sal.
En general, los autores encontraron una buena correlacion en el proteoma entre las dos cepas,
pero una serie de marcadores expresados diferencialmente podrian ser candidatos interesantes
para futuros estudios en hipertrofia ventricular izquierda e insuficiencia cardiaca [80]. En un
trabajo anterior con ratas SHR (espontaneamente hipertensas) y ratas Wistar-Kyoto se estudié
la expresion de proteinas cardiacas en hipertension [81], concluyendo que la expresion
modulada de 7 proteinas es secundaria a la hipertension ya establecida, mientras que 13
proteinas de expresion temprana afectan a la remodelacion ventricular en SHR. Curiosamente
se encontrd un numero de proteinas relacionadas con el estrés oxidativo en este modelo,
incluyendo glutation transferasa omega 1. Otros autores también han analizado el proteoma
cardiaco en estudios sobre la prevencion y la regresion de la hipertrofia ventricular izquierda
por tratamiento antihipertensivo en modelos de hipertension [82], [83]. Otro fenotipo
asociado con la hipertension es la remodelacion de la pared arterial. Delbosc et al. [84]
estudiaron los patrones de proteinas de la aorta en dos cepas de ratas, Fischer y Brown-
Noruega, en hipertension inducida. Los autores identificaron diferencias de las cepas con una
mayor remodelacion de la pared arterial en ratas Fischer que fue acompanado de cambios en
la ubiquitina, musculo liso 220, timosina P4, y el fragmento C-terminal de filamina A
expresados en el secretoma adrtico.

Los estudios anteriores fueron realizados en modelos animales; por el contrario la
preeclampsia se utiliza como enfermedad modelo para los estudios protedmicos en la
hipertension esencial en humanos [85]. Esta condicion se caracteriza por hipertension materna
y proteinuria. Afecta a un 3-5% de los embarazos al afio y es uno de las principales causas de
morbilidad fetal y materna y mortalidad en todo el mundo [86]. La hipertension esencial y la
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preeclampsia incluyen numerosas caracteristicas de dafio renal y disfuncién endotelial con
origen multifactorial y factores de riesgo para el desarrollo futuro de las enfermedades
cardiovasculares [86]. También se han utilizado modelos humanos de sensibilidad a la sal
para observar alteraciones en la orina en respuesta a la hipertension [87]. En este estudio, se
observaron diferentes niveles de uromodulina en la orina de pacientes hipertensos en
comparacion con individuos sanos. Los pacientes con mayor nivel de uromodulina mostraron
una disminucion del nivel de excrecion de sal, destacando su papel esencial en la regulacion
de la reabsorcion de sal en la hipertension. Ademas, encontraron que la nefrina 1 urinaria, un
marcador de la barrera de filtracion renal, puede predecir un fenotipo sensible a la sal y la
correlacion positiva con el aumento de albuminuria asociado con este tipo de hipertension.

En cuanto a analisis metabolomico de la hipertension, la combinacion de espectroscopia de
RMN con espectrometria de masas (MS) ha demostrado ser particularmente eficaz. Hasta la
fecha, sin embargo, hay relativamente pocos estudios que hayan empleado metabolomica en
el estudio de la hipertension [69]. Ha sido utilizado principalmente en modelos animales tales
como ratas SHR (hipertensas espontaneas), ya que sus procesos fisiopatoldgicos han sido
reconocidos como similares a los de la hipertension esencial [88]. Akira et al. analizaron
muestras de orina SHRs en la etapa de desarrollo de la hipertension con niveles urinarios
reducidos de citrato y a-cetoglutarato, presumiblemente como resultado de primeras
perturbaciones metabolicas del ciclo del acido citrico, una via metabdlica comin para la
oxidacion de hidratos de carbono, lipidos y proteinas en las que estos dos metabolitos son
intermediarios [88]. También se observaron en SHR machos alteraciones metabolicas en el
ciclo del 4cido citrico con niveles altos de succinato en comparacion con los animales sanos
normotensos [89] que podria tener un papel influyente en la modulacion de la homeostasis de
fluidos corporales y PA a través de la activacion de receptores de succinato GPRI1 en las
células de la macula densa en los riflones. Un conjunto de profundas diferencias metabodlicas
entre los modelos de rata hipertensas y normotensas también se refleja en las muestras de
sangre. Se detectaron cambios relacionados con la edad en muchos compuestos metabolicos
(por ejemplo, un aumento de serina, metionina, ornitina, fenilalanina y lisina, y disminucién
de 4cidos amino). Sin embargo, un aumento de los acidos grasos libres (AGL), incluyendo
oleico, linoleico, hexadecanoide y estedrico, se observaron en SHR junto con el aumento de
los niveles de PA, lo que indica un posible papel del metabolismo de AGL perturbado [90]. El
estudio metabolémico de Aa et al. muestra que la terapia antihipertensiva estandar (iIECA,
bloqueo del canal de calcio, bloqueo al-adrenérgicos y diuréticos) redujo significativamente
la presion arterial en SHR, como se esperaba, pero el tratamiento tuvo efectos sobre el
aumento de los niveles de AGL [91] y en consonancia con un mayor riesgo CV de estos
individuos.

Al igual que en el caso de modelos en animales, el nimero de estudios de metabolémica
relacionados con la hipertension en los seres humanos es limitada. Entre los primeros esta un
andlisis de RMN disefiado para investigar si era posible distinguir entre diferentes categorias
de PA en funcion del perfil metabolico [92] donde regiones de los espectros de RMN
atribuibles a diferentes lipidos (en particular, las lipoproteinas asociadas con el colesterol de
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muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad) (LDL)) distingue claramente las categorias de
alta PA de la categoria de baja/normal PA (siendo mayores los lipidos en las categorias de
mayor PA) [93].

El andlisis basado en metabolémica en pacientes ancianos con hipertension arterial ha
mostrado un aumento significativo de los niveles de AGL en suero (heptanoico, oleico,
nanoico, eicosanoico y acidos hexanoico) en comparacion con controles normotensos de la
misma edad [94]. Los AGL puede promover efectos adversos sobre el tono neurovascular
mediante el aumento de la sensibilidad de los receptores adrenérgicos teniendo efectos
inhibitorios sobre la vasodilatacion dependiente del endotelio y la 6xido nitrico sintasa
endotelial [95]. Ademas, el aumento de los niveles de AGL pueden cambiar la fluidez de la
membrana que conduce a un aumento del tono vascular y, por consiguiente a un aumento de
PA [96]. Ademas el aumento de los niveles de AGL, alteran el metabolismo de los hidratos de
carbono en los pacientes con hipertension [94], lo que confirma la alta prevalencia de
intolerancia a la glucosa en pacientes con hipertension esencial.

También estudios de metabolomica de PA han proporcionado algunas pruebas del papel de la
inflamacion como un factor que contribuye en el desarrollo de la hipertension. La proteina
inflamatoria de fase acida aguda a-1 glicoproteina estaba en un mayor nivel en un grupo de
pacientes con hipertension en comparacion con controles [97].

Por otro lado, hay algunos indicios de que los metabolitos asociados con la actividad
microbiana intestinal y la dieta también podrian estar vinculados a la regulacion de la PA
[98]. En un estudio de hombres y mujeres de raza negra normotensos, el metabolito 4-
hidroxihipurato en suero (también un producto final del metabolismo de polifenol por la
microflora del intestino) se asocié con 17% mas de riesgo de desarrollar hipertension [99].

Varios estudios de metabolémica se han llevado a cabo también en preeclampsia, donde los
hallazgos implican el metabolismo anormal de lipidos en la patogénesis [100]-[103].

Cabe destacar, en cuanto a la utilizacion de técnicas protedmicas y metabolomicas para
diagnosticar el desarrollo de albuminuria en dafio renal el estudio de Pena et al. en pacientes
con diabetes tipo 2 hipertensos. En el el estudio protedmico en plasma predecian la transicion
a albuminuria mas alld de los marcadores de riesgo renales establecidos en la hipertension o la
diabetes tipo 2 aunque necesitan de una validacion externa para evaluar la reproducibilidad.
[104], [105]. En cuanto a los metabolitos, Pena et al. descubrieron que en individuos con
diabetes mellitus tipo 2, dos metabolitos en plasma y tres en orina fueron capaces de predecir
el desarrollo de la nefropatia diabética [49]. En otro estudio de Marracheli et al. un perfil
metabolomico en suero fue evaluado por 1H RMN para identificar los factores relacionados
con el riesgo de desarrollar microalbuminuria usando datos gendmicos y metabolémicos
combinados de un estudio de poblacion general. Un perfil metabolémico caracteristico, que
incluye productos de metabolismo mitocondrial, aminoacidos y derivados, se observaron en
microalbuminuria como comparacion a los sujetos normoalbuminuricos [106].
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Los estudios referidos hasta la fecha mayormente se centran basicamente en el estudio de la
HTA per sé y/o utilizando modelos animales sin distinguir o prestar especialmente atencion al
desarrollo de albuminuria a excepcion de estudios en diabetes mellitus tipo 2. En esta Tesis
nos centraremos en el estudio por técnicas émicas de pacientes con HTA que se encuentran
bajo supresion cronica del SRA y que a pesar de ello desarrollan albuminuria, tal y como se
refleja en la realidad clinica de las unidades de hipertension.

III. LA ORINA Y LOS EXOSOMAS DE LA ORINA: MUESTRAS BIOLOGICAS
DE INTERES EN EL ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD CARDIO-RENAL
(HTA Y DESARROLLO DE ALBUMINURIA)

Las muestras analizadas mediante estrategias 6micas pueden ser células, tejidos, fluidos
(plasma, suero, orina, liquido cefalorraquideo, etc.) o microvesiculas (microparticulas,
exosomas, secretoma, etc.).

Los estudios en tejido permiten la evaluacion de los mecanismos subyacentes en la
enfermedad y se han refinado enormemente estos Ultimos afios incluyendo estudios de
secretoma como subproteoma del tejido [107], [108]. Teniendo en cuenta la limitacién que
supone la falta de acceso a los organos diana en muchas enfermedades, resulta necesario
buscar muestras alternativas para la busqueda de potenciales marcadores prondsticos y dianas
terapéuticas. El fluido bioldgico donde mayor nimero de estudios protedmicos se han
realizado es el plasma, con una gran aplicabilidad en el diagndstico clinico de rutina. Sin
embargo tiene una limitacion importante en el estudio de las proteinas ya que su composicion
proteica es en su mayoria albimina y moléculas IgG. Eso hace que sea dificil evaluar los
cambios en el resto de las proteinas presentes y que por ello sea imprescindible reducir el
rango dindmico de concentracion incluyendo un paso de deplecion de dichos componentes
mayoritarios.

En esta tesis los estudios se hardn en muestras de orina que, junto con el plasma, es una de las
principales fuentes para realizar dichos andlisis protedmicos y/o metabolomicos, ademas,
proporciona una vision global de la respuesta del cuerpo humano, y se obtiene de forma no
invasiva (Www.eurokup.org).

Las proteinas y metabolitos de la orina no se originan exclusivamente desde la filtracion
glomerular, sino también desde la secrecion tubular, células epiteliales desprendidas desde el
rifidon y desde el tracto urinario, exosomas secretados y secreciones seminales [109]. La orina
es el fluido bioldgico idéneo para el andlisis protedémico y metabolomico, ya que es
relativamente “estable”, debido al hecho de que se almacena durante horas en la vejiga; por lo
tanto la degradacion proteica producida por proteasas endogenas, uno de los factores
limitantes en los estudios realizados en sangre [110], podria ser completa en el momento de la
miccion [111].

En general, la orina se ha investigado, para el estudio de la fisiologia renal y de enfermedades
renales como complemento de plasma o suero, ya que es una rica fuente de posibles
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marcadores de enfermedad. La composicion de la orina no soélo refleja funcion renal normal,
sino que también contiene moléculas producidas especificamente del rifion que pueden ser
alteradas en respuesta a una fisiopatologia subyacente [112]. En particular, nuestro grupo y
otros han centrado su investigacion en orina en la busqueda de nuevas dianas moleculares de
uso potencial en el d&mbito clinico desde un punto de vista diagndstico o pronostico en el
contexto de la enfermedad cardiovascular [70]. La albuminuria es también un factor de dafio
renal y se han aplicado dmicas en orina en nefropatia diabética [74], lesion renal aguda
[77][113], y la enfermedad renal crénica [71] entre otros [73].

Como hemos comentado, en la orina se encuentran presentes microparticulas y exosomas, que
se comportan como contenedores de potenciales marcadores de la enfermedad al originarse en
organos concretos afectados [114], [115], y cuyo estudio presenta un gran interés ya que suma
como un abordaje complementario a la orina global, como se muestra a continuaciéon donde
explicaremos de forma mas detallada estas microvesiculas.

Los exosomas se definen como vesiculas membranosas de 40-100 nm de diametro, de origen
endocitico, y con una densidad de flotacion en gradiente de sacarosa de 1,10 a 1,19 g/cm3. A
parte de proteinas, contienen ARN y microARN pero estan desprovistos de ADN. Estas
vesiculas son liberadas al espacio extracelular en condiciones fisiologicas y patologicas por
diversos tipos celulares (células dendriticas, reticulocitos, linfocitos B, varios tipos de células
madre, células epiteliales o endoteliales) [116]-[120][121]. Es posible aislar exosomas desde
cultivos celulares asi como de distintos fluidos bioldgicos como sangre, orina, semen, liquido
amnidtico o liquido pleural.

Como hemos dicho, la generacién de exosomas se produce por via endocitica donde tanto
moléculas de la membrana plasmatica (lipidos, proteinas transmembrana y receptores), como
solutos y ligandos se internalizan mediante procesos de invaginacion, dando lugar a
endosomas tempranos [122]. Estos endosomas tempranos pueden tener distintos destinos:
pueden ser reciclados volviendo a la superficie celular, pueden ser trasladados a la red trans-
golgi o para la formacion del exosoma pueden ser dirigidos a la ruta de endosomas tardios y
lisosomas. En este caso, los endosomas tempranos dan lugar a invaginaciones de su
membrana, formando vesiculas intraluminales (ILV) dentro de los endosomas, lo que
llamamos cuerpos multivesiculares (MVB). Durante la invaginacion de la membrana
plasmatica, proteinas transmembrana quedan incorporadas en la membrana invaginada
mientras que componentes citosolicos (como proteinas solubles, micro ARN y ARNm)
quedan englobados en las ILV [123], [124]. Este proceso es responsable también de la
orientacioén de las membranas lipidicas de los exosomas, idéntica a la de las células [125]. Se
piensa que ademds de los componentes citoplasmaticos englobados de manera aleatoria
existen proteinas y moléculas de ARN que pueden ser incorporadas a los exosomas de manera
selectiva [126].

Dependiendo de sus caracteristicas bioquimicas, los MVB tienen dos posibles destinos,
derivar en la formacion de MVB degradativos con destino lisosomal o en MVB exociticos,
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cuya membrana se volverd a fusionar con la membrana plasmatica liberando exosomas al
medio extracelular (Figura 7).
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Figura 7. Representacion esquematica del proceso de formacién y secrecion de los exosomas
de orina. Vesiculas intraluminales ILV, cuerpos multivesiculares MVB.

Los exosomas por un lado son responsables de la eliminacion de proteinas y lipidos en exceso
0 por senescencia; por otro, existen importantes evidencias sobre el papel de los exosomas en
la sefalizacion celular de una manera selectiva, como en la regulacion de la respuesta inmune,
transferencia de ARN y proteinas, y sefializacion intercelular [127]. Los exosomas pueden
provocar efectos en células diana a través de la unién a la superficie a través de receptores
especificos, llevando a la regulacion de la sefializacion celular [128]. De manera hipotética los
exosomas pueden fusionarse directamente con las células diana o pueden ser incorporados a la
célula diana tras la endocitosis de los exosomas. [129]-[132].

Podemos afirmar que los exosomas son una importante fuente de informaciéon y una
prometedora apuesta en la busqueda de marcadores para diversas enfermedades [133][134]
ademas de reflejar cambios en el tejido sin la necesidad de realizar una biopsia. Por todo ello,
en la ultima década han sido estudiados en una gran variedad de procesos patoldgicos para
una mejor comprension de los mismos, asi como para encontrar nuevas dianas terapéuticas y
marcadores tempranos de enfermedad. Varios estudios de exosomas de la orina han permitido
una mejor comprension de distintas enfermedades renales tales como estudios previos de
nuestro laboratorio que han demostrado un perfil proteico diferencial en exosomas de orina de
pacientes con nefropatia diabética [75] [74].
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Como conclusion, claramente la orina y los exosomas son una fuente ideal para el estudio
protedmico y metabolomico en la enfermedad CV y/o renal, como ademas demostraremos
mas adelante en el andlisis 6mico realizado en pacientes HTA con supresion del SRA que
desarrollan albuminuria.

IV. APROXIMACIONES OMICAS APLICADAS EN LA TESIS

En esta tesis se llevd a cabo analisis protedmico y metabolomico diferencial en orina y
exosomas de la orina para investigar los cambios moleculares asociados a la progresion de la
albuminuria en pacientes hipertensos diabéticos y no diabéticos con supresion cronica del
SRA, mas allda de los marcadores de riesgo tradicionales. Ademads, se han identificado
cambios moleculares, capaces de predecir dicha progresion, en individuos con valores
normales de albimina excretada en orina, lo que es muy importante ya que podria representar
una estrategia para una intervencién mas temprana y un mejor resultado en pacientes.

A continuacion se resumen los métodos empleados en la tesis.
a. Analisis Proteomico diferencial.

En este caso utilizaremos la protedmica potencialmente para permitir la deteccion precoz de
los pacientes en riesgo de desarrollar albuminuria. La posibilidad de predecir el desarrollo de
albuminuria, y la evaluacion de la dindmica de proteinas en la orina puede ofrecer evidencia
anterior en una situacion inadecuada a la respuesta terapéutica.

2D-DIGE: La metodologia 2D-DIGE se basa en el marcaje especifico de las muestras con tres
fluoréforos que se unen covalentemente a los residuos de lisina (Cy2, Cy3 y Cy5) en los
grupos N-terminal y €-amino (marcaje minimo), que presentan espectros de excitacion y
emision distinguibles, sin apenas alterar la masa molecular y el punto isoeléctrico (pl) de las
proteinas. Dichos fluorocromos estan disefiados para igualar su masa y carga entre si, de tal
manera que moléculas de la misma proteina marcadas con diferente fluorocromo migran
conjuntamente en el gel. El fluorocromo Cy2 se emplea siempre para marcar un estandar
interno, que se obtiene realizando una mezcla en iguales proporciones de todos los proteomas
del experimento y que estard presente en cada gel. Este disefio permite la separacion de
distintas muestras marcadas en un tunico gel bidimensional, lo que disminuye notablemente la
variabilidad experimental. Asi mismo, este marcaje al ser un método de fluorescencia
proporciona una mayor sensibilidad y linealidad que otros métodos de tincion y tiene un
rango dindmico lineal de 4 6 5 o6rdenes de magnitud. Ademas, permite la identificacion de
isoformas y modificaciones postraduccionales [135].

Andlisis Cuantitativo diferencial de proteinas con marcaje (iTRAQ): Este método se basa en
el uso de iso6topos estables con los que se marcan las proteinas de uno o varios de los grupos
de estudio. Las propiedades quimicas de los compuestos marcados con los isdtopos estables
son idénticas a las de sus homodlogos no marcados, excepto en masa, lo que permite
emplearlos como estandares internos o referencias relativas en un analisis por espectrometria
de masas [136]. El marcaje permite distinguir los péptidos derivados de dos o mas muestras

45



Desarrollo de albuminuria en HTA controlada desde un abordaje 6mico

(hasta ocho) mediante cromatografia liquida (LC-MS/MS). Se trata de un método
semicuantitativo. La cuantificacion diferencial de proteinas entre las muestras se realiza
mediante la comparacion de la intensidad de MS de los péptidos derivados de las proteinas
mediante iones “reportero”. Este andlisis diferencial requiere un fraccionamiento previo
adecuado de acuerdo con la complejidad de la muestra seguido de LC-MS/MS que permite la
identificacion y cuantificacion de miles de péptidos en un experimento unico. El método de
cuantificacion esta basado en el area de los picos en el espectro de masas, de tal forma que el
area resultante es equivalente a su abundancia en la muestra. El resultado final es la
consecucion de un perfil protedmico diferencial de las muestras analizadas, con la
informacion cualitativa (identificacion de proteinas) y cuantitativa de los niveles de las
proteinas que se alteran o se han mantenido estables en respuesta a situaciones diferentes.

b. Aproximacion metabolomica al estudio de la HTA.

En este proyecto realizaremos una estrategia de huella metabolica (metabolic fingerprint) para
comparar perfiles metabolicos de orina entre pacientes hipertensos albumindricos y
normoalbuminuricos frente a grupos de individuos no hipertensos con la finalidad de
identificar aquellos metabolitos que de forma significativa varien en respuesta a la HTA y/o al
desarrollo de albuminuria bajo supresion cronica de SRA. Para ello emplearemos la
resonancia magnética nuclear (RMN).

RMN: La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una espectroscopia de absorcidon cuyo
fundamento es la absorcion de energia (radiofrecuencias) por un nicleo magnéticamente
activo, que esta orientado en el seno de un campo magnético, y que por efecto de esa energia
cambia su orientacion. El principio es que los ntcleos atomicos emiten una senal
caracteristica, ya que tienen que relajarse desde el estado inducido y volver al equilibrio
[137]. Esta sefial es una fuente rica de informacién con respecto a la composicion de la
muestra irradiada, incluyendo datos sobre la estructura quimica y la abundancia [137]. Asi, la
intensidad de los picos espectrales obtenidos se correlaciona con el nimero de protones que
han causado la sefal y, por tanto, con la concentracion relativa de los compuestos presentes en
la muestra. La espectroscopia por RMN es de naturaleza cuantitativa y ademds ofrece
informacion estructural precisa que permite la identificacion de metabolitos [138].

Los espectros de RMN unidimensionales tipicos de las muestras bioldgicas en general y de la
orina en particular, presentan gran numero de sefiales que pueden aparecer solapadas, de tal
manera que los metabolitos de baja abundancia, pueden ser enmascarados por metabolitos de
alta abundancia o por una sustancia quimica similar, dificultando su identificacion. Por ello, la
confirmacion de dichas identificaciones se realiza mediante experimentos bidimensionales
(2D RMN) los cuales proporcionan informacion adicional sobre la proximidad de los atomos
de H en términos de enlace quimico.
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c. Validacion de Potenciales Biomarcadores por SRM-LC-MS/MS Con
QQQ

A la vista de todas las técnicas que se han descrito hasta el momento, hay que destacar en este
punto que los resultados obtenidos por cualquiera de estas metodologias deben ser
confirmados por otras técnicas complementarias. El SRM es una aproximacion idoénea para
confirmar los marcadores moleculares previamente identificados por otras técnicas, debido a
su gran sensibilidad y selectividad [139] asi como por la gran capacidad de muestreo y
andlisis proteico y metabolico que permite analizar por ensayo (tedéricamente hasta 1000
moléculas/ensayo). Utilizaremos el SRM para la verificacion de las proteinas y metabolitos
diferencialmente expresados que hayan sido identificados en orina y exosomas mediante los
experimentos cuantitativos iTRAQ, DIGE y RMN.

Single Reaction Monitoring (SRM, monitorizacion por reaccion seleccionada): Tras una
primera fase de descubrimiento de potenciales biomarcadores, donde se estudia un nimero no
muy elevado de muestras, se procede a una segunda fase de confirmacioén. Se basa en el
analisis por espectrometria de masas, empleando un equipo que permita una previa seleccion
de las transiciones especificas asociadas a los péptidos de las proteinas de interés, que permita
que éstas sean detectadas y cuantificadas, pudiéndose validar asi las diferencias encontradas
previamente en la fase de descubrimiento entre controles y grupos de pacientes. Esta técnica
requiere habitualmente del empleo de un espectrometro de masas triple cuadrupolo (QQQ)
acoplado en linea a nano cromatografia liquida (nLC). En el que el primer cuadrupolo del
equipo, Q1, se emplea para seleccionar un i6n precursor de masa conocida. Este i6n pasa al
Q2, donde es fragmentado. Los fragmentos resultantes son analizados en el Q3, y las
transiciones precursor-fragmento seleccionadas de antemano se emplean para cuantificar el
péptido [140] y consecuentemente la proteina (Figura 8) [140]. Para realizar una
cuantificacion por SRM debemos conocer la/s proteina/s de interés, motivo por el cual, no
permite su empleo para andlisis diferencial en la fase de descubrimiento de marcadores
moleculares. Sin embargo, esta técnica, que lleva empleandose desde hace décadas para
cuantificar compuestos de bajo peso molecular (principalmente en la industria farmacéutica),
se estd imponiendo como técnica de validacion de moléculas, debido a su gran selectividad y
sensibilidad, asi como por el manejo de un alto nimero de muestras que permite [141].
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Figura 8. Figura esquematica en la que podemos observar los componentes y funcionamiento
de un triple cuadrupolo (QQQ), llevando a cabo un andlisis de SRM.
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NUEVAS ESTRATEGIAS EN EL ESTUDIO DE LA HTA Y SU
EVOLUCION.

Es necesario llevar a cabo nuevas estrategias experimentales que permitan obtener datos
nuevos que aporten luz al proceso de formacion de albuminuria en pacientes hipertensos
tratados con farmacos inhibidores del SRA. Por un lado, el abordaje directo sobre las
muestras de orina nos permitird conocer el mapa proteico y metabolomico de estos pacientes,
asi como la deteccion e identificacion de posibles dianas terapéuticas y/o marcadores
prondsticos que nos indiquen la posibilidad de desarrollar albuminuria en pacientes
hipertensos normoalbumintricos.

Nuestra hipotesis es que el distinto comportamiento clinico de los pacientes hipertensos con
distintos grados de afectacion renal y distinta respuesta al tratamiento farmacologico con
inhibidores del SRA debe tener su reflejo en el proteoma y metaboloma de la orina de estos
pacientes. Estudiaremos en profundidad a nivel molecular los cambios subyacentes que
puedan predecir el desarrollo de albuminuria en pacientes hipertensos con supresion cronica
de SRA. En linea con nuestros estudios anteriores, emplearemos un abordaje multi-6mico en
muestras de orina (incluyendo exosomas) mediante la aplicacion de novedosas técnicas
complementarias entre si que incrementan notoriamente nuestro conocimiento a nivel
molecular (2D-DIGE, RMN, iTRAQ, SRM) y su integracion mediante herramientas
bioinformaticas que permitan un mayor conocimiento a nivel molecular del continuo cardio-
renal patoldgico presente en nuestra cohorte de pacientes. Teniendo en cuenta el caracter
complejo del conjunto de interacciones fisiopatologicas que subyacen al desarrollo de
albuminuria en pacientes hipertensos bajo supresion cronica del SRA, el abordaje
multidisciplinar y sin sesgo que caracteriza a las estrategias 0micas, a diferencia del enfoque
clasico de verificar o no una hipdtesis, constituye una potente herramienta para investigar, sin
preseleccion de moléculas diana, todas aquellas proteinas y metabolitos, cuyos niveles de
expresion se vean alterados de modo incipiente y puedan constituir un perfil molecular
(patrén) de prondstico. Por el contrario, estas estrategias nos permiten identificar aquellas
diferencias mas significativas entre los distintos grupos de pacientes estudiados. Ahi reside su
gran potencial de obtencioén de datos que no pueden lograrse por otras estrategias. Si ademas
se utilizan un conjunto de técnicas distintas y complementarias para abordar un mismo
problema (la aparicion de microalbuminuria en pacientes hipertensos tratados con i-SRA)
podemos esperar que el estudio aporte datos de gran relevancia, lo que planteamos a llevar a
cabo en esta tesis.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general es la identificacion de cambios moleculares cuantificables, a nivel de
proteinas y metabolitos, asociados al desarrollo de albuminuria en pacientes hipertensos bajo
supresion cronica de SRA mediante estrategias Omicas, asi como esclarecer qué procesos
fisiopatologicos pueden influir en la resistencia a la accién beneficiosa de los farmacos
bloqueantes del SRA.

OBJETIVOS PARTICULARES

Para este objetivo general, planteamos los siguientes objetivos particulares:

1. Identificacion de proteinas de la orina que muestren alteracion en respuesta al desarrollo de
albuminuria en pacientes hipertensos con supresion cronica de SRA. Estudio de la expresion
proteica diferencial cuantitativa mediante 2D-DIGE de la orina de pacientes
normoalbuminuricos (N), pacientes que han desarrollado albuminuria de novo (dnA) y
pacientes con microalbuminuria mantenida (MAM) . Confirmaciéon mediante SRM-LC-
MS/MS.

2. Identificaciéon de cambios proteicos en los exosomas de la orina como fuente de
aproximacion a procesos fisiopatologicos que ocurren directamente en el rifidon. Estudio
diferencial cuantitativo por marcaje iTRAQ (LC-MS/MS) de la orina de los grupos de
pacientes descritos en el objetivo 1. Confirmacién mediante SRM-LC-MS/MS.

3. Identificacion de huellas metabolicas asociadas al grado de afectacion renal por
hipertension/desarrollo de albuminuria en los grupos de pacientes indicados en el objetivo 1.
Comparacion de perfiles metabdlicos en orina mediante RMN bajo supresion cronica de SRA.

4. Identificacion de un panel especifico de proteinas y metabolitos en orina con poder
predictor de desarrollo de albuminuria. Estudio prospectivo en pacientes hipertensos
normoalbumindricos.

5. Integracion de los datos protedmicos y metabolomicos obtenidos en orina y exosomas
(redes de interaccion).
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1. SELECCION DE PACIENTES

La seleccion de pacientes, procedentes de la Unidad de Hipertension del Hospital 12 de
Octubre, se basé en un estudio anterior que muestra el desarrollo de albuminuria de novo en
los individuos hipertensos bajo supresion cronica del SRA [30]. En ese estudio, se analiz6 la
evolucion de 1533 pacientes de la Unidad de Hipertension del Hospital 12 de Octubre que
habian estado bajo la supresion cronica con i-SRA durante al menos cinco anos (dos antes de
la llegada a la Unidad y tres de seguimiento posterior). Los datos basales se registraron
después de un periodo de estabilizacion de tres meses, durante el cual los pacientes recibieron
el mejor control posible de los factores de riesgo cardiovascular, y la dosis para la supresion
del SRA se les aument6 hasta la maxima tolerada. Al inicio del estudio, 1141 pacientes eran
normoalbumindricos, mientras que los restantes 392 (27,3%) presentaron albuminuria
persistente. Posteriormente, los pacientes se siguieron durante un periodo de tres afios en los
que se evalud la progresion de la albuminuria cada seis meses; la PA se estim6 mediante un
dispositivo semiautomatico OMRON validado en condiciones estandarizadas y la supresion
del SRA se mantuvo durante todo el seguimiento. De los pacientes con normoalbuminuria al
inicio del estudio, el 16,1% desarrollo albuminuria de novo (es decir, ausente al inicio del
estudio y desarrollada posteriormente) durante el periodo de tres afios. El desarrollo de
albuminuria de novo se definié como una nueva apariciéon de microalbuminuria (ACR de 20 a
200 mg/g de creatinina en hombres y 30 a 300 mg/g de creatinina en mujeres) o de
macroalbuminuria (> 200 mg/g de creatinina en hombres y > 300 mg/g de creatinina en
mujeres) confirmado en al menos una segunda ocasion entre las 3 determinaciones anuales
llevadas a cabo en tres diferentes muestras de orina de la mafiana.

Al final del tercer afio de seguimiento, se selecciond una cohorte representativa que fue
clasificada de acuerdo con el desarrollo de albuminuria bajo supresion del SRA en 3 grupos:

a) Pacientes que permanecieron normoalbumintricos durante los tres afios del seguimiento
(N);

b) Pacientes que desarrollan la albuminuria de novo durante el seguimiento (dnA);
c) Pacientes con microalbuminuria mantenida durante todo el seguimiento (MAM).

Se excluyd la presencia de formas secundarias de hipertension arterial y pacientes con
enfermedades renales.

Para identificar potenciales diferencias en las caracteristicas clinicas de cada grupo de
individuos o tratamiento farmacologico administrado, los tres grupos (N, dnA y MAM) se
compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con un nivel de confianza
del 95%. Las tablas clinicas individuales de cada estudio elaborado no mostraron valores
dentro del rango patoldgico en ninguna de las variables entre los grupos de pacientes. La
diabetes se diagnostico como glucemia en ayunas >126 mg/dL, nivel de glucosa sérica >198
mg/dl después de una prueba de tolerancia oral a la glucosa, o por el uso de farmacos
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antidiabéticos orales (32 pacientes con farmacos anti-diabeticos). En los tres estudios
realizados se hizo la comparacion con un grupo control de muestras de orina de individuos
normotensos sanos (C) para evaluar las diferencias potenciales atribuidas a la hipertension en
si misma bajo supresion cronica de SRA.

A lo largo de esta tesis se han reclutado un total de 131 muestras que se clasificaron en
colaboracion con los especialistas del servicio de Nefrologia del Hospital 12 de Octubre,
segun los siguientes criterios: 62 pacientes hipertensos normoalbumintricos (de los cuales 59
se siguieron clinicamente al menos un afo), 35 pacientes que han desarrollado
microalbuminuria de novo y 34 pacientes hipertensos con microalbuminuria mantenida.
Adicionalmente se han recogido 44 muestras de controles sanos. Las cohortes representativas
de pacientes utilizadas para cada estudio con los respectivos controles se detallan a
continuacion:

Analisis protedmico diferencial de la orina de pacientes HTA: se reclutaron 105 pacientes
hipertensos (66 no diabéticos y 39 diabéticos) y 24 controles.

Analisis diferencial de exosomas de orina de pacientes HTA: Fueron reclutados un total de
40 pacientes hipertensos no diabéticos y 16 controles.

Analisis diferencial metabolémico de la orina de pacientes HTA: Un grupo de 118
pacientes hipertensos fueron seleccionados (75 no diabéticos y 43 diabéticos) ademas de 30
sujetos sanos.

2. FLUJO DE TRABAJO GENERAL: APROXIMACIONES OMICAS

Estos estudios cumplen los requisitos de un estudio de émicas en términos de tamafio del
grupo y de flujo de trabajo técnico. Una representacion esquematica general, para todos los
estudios, del flujo de trabajo seguido en todos los estudios dmicos realizados se muestra en la
Figura 9. Al final de los tres afios de seguimiento en la unidad de hipertension y una vez
clasificados los pacientes segun el desarrollo de albuminuria, se realizaron los estudios
omicos, por 2D-DIGE (proteinas de la orina completa), iTRAQ ( proteinas de la fraccion
exosomal de la orina) y RMN ( metabolitos de la orina). Posteriormente se confirmaros los
resultados obtenidos en la primera aproximacion 6mica mediante la técnica SRM-LC-MS/MS
oteniendo como resultados una huella especifica de moléculas correspondientes a la HTA per
se y al desarrollo de abuminuria en pacientes tratados con i-SRA.
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Figura 9. Representacion esquemadtica general del flujo de trabajo seguido en todos los estudios
omicos realizados. i-SRA: inhibidores del sistema renina-angiotensina, C: controles, N:
normoalbuminuria; dnA: de novo albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

Los estudios prospectivos se llevaron a cabo para evaluar la capacidad predictiva de
desarrollo futuro de albuminuria de novo de las moléculas que muestran alguna respuesta
relacionada con la hipertension o la albuminuria. Para ello, pacientes normoalbuminuricos de
la cohorte de confirmacion se siguieron clinicamente durante al menos un afio adicional desde
el muestreo de la orina. Se clasificaron en no progresores (permanecieron como N) o
progresores a dnA en cuanto al incremento del ratio albumina creatinina (ACR) como se
muestra la figura 10. Basindonos en los datos de confirmacién por SRM-LC-MS/MS,
pudimos obtener un panel de moléculas predictoras de desarrollo de albuminuria de novo.
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Figura 10. Esquema del trabajo realizado para los estudios prospectivos en esta tesis. ACR: ratio
albumina-creatinina, N: normoalbuminuria (sin progresion), dnA: de novo albuminuria (pacientes con
progresion).

El estudio clinico fue aceptado por el Comité de Etica del Hospital 12 de Octubre y se llevo a
cabo de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki. Todos los individuos que
participaron en este estudio firmaron consentimientos informados por escrito antes de su
inclusion.

3. RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS DE ORINA

Las muestras de orina se obtuvieron de pacientes en seguimiento de la Unidad de
Hipertension del Hospital 12 de Octubre (Madrid), donde se recogi6 la segunda orina de la
mafiana de cada paciente en un recipiente estéril y fue transportada inmediatamente a
temperatura ambiente al laboratorio de Inmunoalergia y Proteémica del IIS-Fundacion
Jiménez Diaz (Madrid) en un tiempo no superior a tres horas.

El almacenaje de las muestras previo alicuotado se realizdo tal y como se detalla a
continuacion en funcidon de su andlisis posterior [109][www.eurokup.org] y seglin estudios
previos llevados a cabo en nuestro laboratorio:

* Andlisis del metaboloma de la orina por RMN y SRM-LC-MS/MS

Se tomaron 4 ml de orina y se centrifugaron a 13.000 x g, 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
se dividi6 en alicuotas de Iml que se guardaron a -80°C hasta su analisis.

* Andlisis del proteoma de la orina por 2D-DIGE y SRM-LC-MS/MS

Se centrifugaron 20 ml de la muestra para eliminar restos celulares a 3000 x g, 10 minutos a
4°C; se alicuotaron en fracciones de 20 ml y se almacenaron a -80°C hasta su analisis.
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* Andlisis de exosomas de la orina por iTRAQ (LC-MS/MS) y SRM-LC-MS/MS proteinas
exosomales

En el caso de disponer de cantidad suficiente de muestra, se separaron al menos 60 ml de
orina, al cual se le afiadieron 0,05% de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich Protease
Inhibitor Cocktail ref:P8340) y se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

Los pacientes con dafio renal presentan elevadas cantidades de proteinas, en general, y de
albumina, en particular, en orina dado que se ven alteradas las capacidades de filtracion
respecto a un rifién sano. Este hecho deriva en un problema fundamental como es la presencia
de albimina en exceso, que impide una resolucion correcta de las manchas proteicas mediante
andlisis por 2D-DIGE, y disminuye la deteccion de proteinas minoritarias, limitando el
descubrimiento de nuevas moléculas marcadores que habitualmente se encuentran en
concentraciones muy inferiores.

En estudios previos [74] realizamos una deplecion de albumina para evitar un efecto
deletéreo. En este caso, como paso previo, se procedid a hacer un analisis bioquimico de cada
muestra de orina obteniéndose los valores de albumina (mg/L) y de proteina total (mg/dL).
Asi, en funcion del dato de albimina pudimos seleccionar las muestras para evitar el paso de
deplecion con un valor de albumina de 300 mg/L méaximo.

4. EXTRACCION PROTEICA Y AISLAMIENTO DE EXOSOMAS

La preparacion de la muestra para su analisis protedémico o metabolémico es un paso critico
que va a limitar la cantidad y la calidad de los datos obtenidos. Es fundamental que las
estrategias de extraccion, purificacion, concentracion, limpieza, etc. sean compatibles con el
tipo de analisis posterior seleccionado. En este apartado se indican los procedimientos
empleados previos al analisis protedmico.

4.1. PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA DE ORINA: CONCENTRACION Y
DESALINIZACION PREVIA A SU ANALISIS POR 2D-DIGE y SRM-LC-
MS/MS

Debido a la gran cantidad de sales que hay en la orina es necesario llevar a cabo un proceso de
desalinizacion antes de iniciar el andlisis por electroforesis bidimensional en general y 2D-
DIGE en particular, ya que de otro modo interfieren en el electroenfoque haciendo imposible
la correcta separacion de las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico. Previamente en el
laboratorio establecimos las condiciones de andlisis por geles de electroforesis bidimensional
(2-DE) y evaluamos métodos que permitian la limpieza y desalinizacion de las muestras de
orina de un modo satisfactorio por cartuchos HLB Oasis® (Waters) [142].

Las muestras (20 ml) se descongelaron en un bafio de agua a 37 °C unos minutos. Después de
una agitacién vigorosa, se filtraron a través de filtros de jeringa de 0,2 um de poro y se
ultrafiltraron por centrifugacion a 3.000 x g para la concentracion de las proteinas con filtros
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Amicon (10 kDa de corte, desechamos fraccion peptidica <10kDa), hasta un volumen final de
300-350 pl, como muestra la figura 11.
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Figura 11. Representacion esquematica del protocolo seguido para la extraccion de proteinas de la
orina. La muestra diluida en H,O Milli-Q después de su concentracion por unidades Amicon se paséd
manualmente por medio de succién (jeringa) por cartuchos HLB Oasis y se recogié en tubos
Eppendorf una vez limpias y eluidas en acetonitrilo (ACN).

La orina concentrada se diluye con agua Milli-Q a un volumen final de 500 pl y se carga en
cartuchos Oasis® HLB previamente acondicionados con 1 ml de acetonitrilo (ACN) 100% y
con una disolucién de 1ml de acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%. Tras un lavado con una
disolucion de Iml de TFA al 0,1%, las proteinas retenidas se eluyeron en 0,5 ml de fase
organica compuesta por ACN al 99%. Se elimind el disolvente en un concentrador con vacio
(SpeedVac) hasta llevarlo a sequedad y el precipitado se resuspendié en un volumen total de
50 pl de tampon de lisis compatible con el isoelectroenfoque (IEF) (7M urea, 2M tiourea, 4%
de CHAPS, Tris-HCl 30 mM). El contenido total de proteina se midié por el método de
Bradford antes del analisis por 2D-DIGE.

Para el andlisis protedomico dirigido por SRM LC-MS/MS, se tomd en volumen de muestra
correspondiente a 30 pg de proteina total, calculado en base al anélisis bioquimico. En este
caso, se emplearon columnas de desalinizacion (Thermo®) que admiten un volumen méaximo
de 120 pl. Por ello, el volumen correspondiente a 30 pg de proteina total se concentré en
dispositivos Amicon de 3 kDa de corte de 0,5 ml (centrifugacion a 4.000 x g) o 4 ml
(centrifugacion a 14.000 x g) segin el volumen de partida. La muestra concentrada se
acondiciona previamente a la tripsinizacion con columnas Protein Desalting Spin Columns de
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Thermo Scientific tal como indica el fabricante, en el cual se equilibra la columna, y se pasa la
muestra centrifugando a 1.500 x g durante 2 minutos. Posteriormente estas muestras se
pudieron congelar a -80°C hasta su utilizacion.

4.2. AISLAMIENTO DE EXOSOMAS DE LA ORINA

Las muestras de orina, con inhibidores de proteasas y congeladas a -80°C se mantuvieron a
temperatura ambiente durante una hora, se descongelaron en un bafo a 37°C unos 15 minutos
y se agitaron vigorosamente empleando un vortex durante al menos 1 minuto para solubilizar
bien las muestras. Este paso afectard al rendimiento final en la recuperacion de exosomas
[109]. En la figura 12 se detallan esquematicamente representados los pasos del protocolo
utilizado, previamente puesto a punto en nuestro laboratorio [74], [75]. Se necesitan al menos
60 ml de orina para un buen rendimiento de extraccion de exosomas sobre todo en individuos
normoalbuminuricos, en cuyo defecto se hicieron mezclas (“pooles”) de muestras para
obtener la cantidad de proteina necesaria para cada analisis.

> 60ml Tampén de ‘@ﬁ

aislamiento
0 Exosomas
Precipitado
— P Tam_p_én ﬁ
Sobrenadante de lists Prot\éinas
|| [
o Sobrenadante exosomales
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— Tratamiento con &
200 mg/ml DTT [
17.000 x g Descartar
Tampon de
aislamiento

Figura 12. Representacion esquematica del protocolo seguido para el aislamiento de exosomas y
proteinas exosomales para su posterior andlisis protedmico, previamente puesto a punto en nuestro
laboratorio.

El aislamiento de los exosomas se realizo por ultracentrifugacion. En un primer paso, las
muestras fueron sometidas a un primer paso de centrifugacion a velocidad baja, 17.000 x g
durante 10 minutos a 4°C. Se recomienda llevar a cabo este paso en frio para minimizar la
formacion de agregados de la proteina uromodulina, también llamada proteina Tamm Horsfall
(THP). El proposito de este paso de centrifugacion es eliminar restos celulares y de membrana
y recuperar el sobrenadante. Los agregados de THP dan lugar a redes que pueden atrapar
exosomas disminuyendo el rendimiento. Por ello, se resuspende el precipitado resultante en
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500 pl de solucion de aislamiento (10 mM trietanolamina y 250 mM sacarosa en H20-milliQ,
pH 7,6) con ditioterol (DTT) (200 mg/ml) y se calienta a 37°C durante 10 minutos. Asi se
consigue disgregar estas redes y recuperar los exosomas atrapados en ellas [143]. Para separar
los exosomas de los restos celulares del precipitado (“pellet”) tratado con DTT se centrifugd
de nuevo en 10 ml de solucion de aislamiento a 17.000 x g. Se recupera el sobrenadante y se
une al obtenido en la primera centrifugacion. Esta vez se descartd definitivamente el
precipitado.

El sobrenadante de estas centrifugaciones se llevo a tubos de policarbonato especiales para la
ultracentrifugacion (Bottle, with Cap Assembly, Polycarbonate, Beckman Coulter). Por cada
100 ml de sobrenadante se utilizaron 4 tubos de 25 ml de capacidad maxima cada uno y se
sometieron a ultracentrifugacion a 175.000 x g durante 70 minutos a 4°C.

Se emplearon el menor nimero de tubos posible por muestra para aumentar el rendimiento en
la extraccion. Descartado el sobrenadante, se resuspendio el precipitado del primer tubo en 50
ul de soluciéon de aislamiento si se van a almacenar los exosomas sin lisar o, si es para
utilizarlo directamente, en tampon de lisis (7M urea, 2M tiourea, 4% de CHAPS, Tris-HCI 30
mM). Esta suspension se transfirid al segundo tubo para resuspender el segundo precipitado
de exosomas y asi sucesivamente, hasta resuspender los cuatro precipitados exosomales en un
mismo volumen de aproximadamente 50 pl.

La solubilizacion del precipitado exosomal generalmente es complicado, debido a que el
precipitado en ocasiones no se resuspende facilmente en un volumen tan pequefio. Ademas, es
necesario secar bien las paredes del tubo y eliminar completamente los residuos de orina. Para
una correcta solubilizacién del precipitado, se pipetea la solucion una y otra vez sobre el
precipitado, tratando de tocar lo menos posible las paredes del tubo y realizandolo lentamente,
intentando no formar espuma.

Los exosomas solubilizados en solucion de aislamiento o buffer de lisis se congelaron a -
80°C. La cuantificacién de proteina se hizo mediante el ensayo de Bradford. En este caso,
directamente se procedera a su procesamiento especifico para su analisis por iTRAQ o SRM-
LC-MS/MS como se detallard a continuacion.
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5. ESTUDIO OMICO DIFERENCIAL DE LA HTA Y DEL DESARROLLO
DE ALBUMINURIA EN PACIENTES CON SUPRESION CRONICA DE
SRA

5.1. ANALISIS DIFERENCIAL DEL PROTEOMA DE ORINA HUMANA POR 2D-
DIGE DE MARCAJE MINIMO: ALTERACION DEL PROTEOMA EN
PACIENTES HTA BAJO INHIBICION DEL SRA QUE DESARROLLAN O NO
ALBUMINURIA.

En este analisis por 2D-DIGE se utilizaron muestras de orina de un total de 15 pacientes y seis
sujetos sanos (5-6 muestras individuales por grupo (C, N, dnA y MAM)). Todos los sujetos
eran no diabéticos para evitar la diabetes como una patologia de fondo que pudiera ser un
factor de confusion en esta primera fase de descubrimiento.

La tabla 2 recoge las caracteristicas basales y la medicacion de los pacientes incluidos en esta
fase, que muestran grupos sin diferencias significativas en ninguna de las variables entre los
grupos de pacientes, siendo comparables excepto en ACR, dada la propia definicion de los
grupos clinicos segun desarrollen o no albuminuria (Tabla 3 muestra la informacion de los
controles).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y medicacion de los pacientes utilizados en el analisis por 2D-DIGE.
Valores expresados como media = desviacion estandar (SD) o porcentajes (%).Las diferencias
estadisticas entre los tres grupos se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
(valor de p <0,05 fue considerado significativo). IMC: Indice de masa corporal, HDL: Lipoproteina de
alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, eGFR: estimacion de la tasa del filtrado
glomerular, ACR: Ratio albumina/creatinina, iECA: inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; ARA: antagonistas de los receptores de la angiotensina. N: normoalbuminuria; dnA: de
novo albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

Caracteristicas basales N (@®=5) dnA (n=5) MAM (n=5) p-valor
Edad (Afios) 58+7 58+7 62+5 0.463
Sexo masculino), % 60 60 60 >0.999
IMC (kg / m2) 3043 29+1 28+4 0.650
Fumar en la actualidad,% 0 40 20 0.725
Colesterol total (mg / dl) 188+32 157+15 175+18 0.159
Triglicéridos (mg / dl) 114+43 11268 90427 0.765
Colesterol HDL (mg / dl) 49+12 51423 58+12 0.497
Colesterol LDL (mg / dl) 116+34 83+13 99+12 0.150
Glucemia (mg / dl) 91+11 101+7 92+8 0.190
Acido irico (mg / dl) 5.61.7 6.1+1.8 4.6+1.2 0.330
Aclaramiento de creatinina (mg / ml) 87+24 112461 89+28 0.876
e¢GFR (ml / min / 1,73m2) 83+10 87+28 88+17 0.536
Presion arterial sistélica (mmHg) 132+16 13848 126+15 0.390
Presion arterial diastélica (mmHg) 84+14 83+10 81+7 0.869
ACR (mg/ g) 3.8£1.7 74+33 75490 0.001
Diabetes Mellitus,% 0 0 0 >0.999

Medicacion

Antihipertensivos,%

iECAs 0 0 40 0.286
ARA 100 100 60 0.286
Diurético 100 80 60 0.725
Bloqueante de los canales de calcio 40 20 40 >0.999
Agente bloqueante beta 40 0 40 0.450
Agente bloqueante alfa 0 20 0 >0.999
Otros tratamientos,%
Agente anticoagulante 0 20 20 >0.999
Agentes reductores de lipidos 60 60 80 >0.999
Agente antidiabético 0 0 0 >0.999
Antialdosteroénicos 0 20 0 >0.999
Hipouricémicos 0 20 0 >0.999
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Tabla 3. Caracteristicas basales de los controles utilizados en el andlisis por 2D-DIGE. Valores
expresados como media + desviacion estandar (SD) o porcentajes (%). IMC: Indice de masa corporal,
HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, eGFR: estimacion de la tasa
del filtrado glomerular, ACR: Ratio albumina/creatinina.

Caracteristicas basales C (n=6)
Edad (Afios) 56+2
Sexo masculino), % 50
IMC (kg / m2) 2943
Colesterol total (mg / dl) 217+£28
Triglicéridos (mg / dl) 90+22
Colesterol HDL (mg / dl) 60+35
Colesterol LDL (mg / dl) 139+10
Glucemia (mg / dl) 83+7
Acido irico (mg / dl) 4.4+1
Aclaramiento de creatinina (mg / ml) 104+10
e¢GFR (ml/ min / 1,73m2) 86+16
Presion arterial sistélica (mmHg) 139423
Presion arterial diastélica (mmHg) 82+8
ACR (mg/ g) 4+2
Diabetes Mellitus,% 0
Antihipertensivos, % 0

Se llevé a cabo un andlisis proteémico diferencial por electroforesis bidimensional empleando
la técnica de DIGE minimo (GE Healthcare) que permite el andlisis de 50ug de proteina total
por muestra (figura 13) como en nuestro caso.
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Figura 13. Representacion esquematica de la técnica 2D-DIGE. La técnica DIGE (Differential In Gel
Electrophoresis) esta basada en el marcaje de las proteinas previo a la 2D con fluorocromos y en la
separacion de una mezcla de proteinas en dos dimensiones. En la primera dimension las proteinas se
separan segun su punto isoeléctrico en una tira de poliacrilamida con un gradiente inmovilizado de pH.
A continuacidn, la tira se coloca en la parte superior de un gel SDS-PAGE, y se separan las proteinas
en base a su masa molecular (segunda dimensioén). Por medio de un escaner de fluorescencia se
visualizan los fluorocromos segtin su longitud de onda de emision.
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5.1.1. Marcaje de las muestras de orina.

Antes de llevar a cabo el isoelectroenfoque, es necesario marcar covalentemente las proteinas
de las muestras con el fluorocromo correspondiente. Para ello, las muestras se resuspendieron
en 50 pl de tampon de lisis tras el paso de limpieza y desalinizacion como hemos visto en el
apartado anterior. Para que la reaccion de marcaje se produzca adecuadamente es necesario
que el pH de las muestras se encuentre entre 8,0 y 9,0 por lo que, una vez resuspendidas en
este tampdn, se comprobd que el pH de cada muestra continuaba dentro de este rango. El pH
se midi6 aplicando 1 pl de cada muestra sobre papel indicador de pH (Merck) y se ajustod con
disolucion NaOH 1M cuando era necesario.

Los fluorocromos, se suministran como polvo sélido formando parte del kit DIGE (CyDye
DIGE Fluor, minimal labeling kit (5nmol), GE Healthcare) y se reconstituyeron en
dimetilformamida anhidra (Sigma-Aldrich), creando una soluciéon madre a una concentracién
de ImM. Para su utilizacién, la cantidad que se iba a emplear se diluy6é (de nuevo en
dimetilformamida) hasta la concentracion de la solucion de trabajo (400 pmol/ul). Se afadid a
cada muestra, constituida por 50 pg de proteina total, 1ul (400 pmol/50ug proteina) de la
solucion de trabajo del fluorocromo correspondiente (Cy3 6 Cy5 segun el disefio
experimental, ver tabla 4). Por otra parte se prepard una mezcla tomando una alicuota de
todas las muestras del experimento (32pg de cada muestra) que fue marcada con Cy2. Esta
mezcla se empled como estandar interno ya que en ella estan representadas todas las muestras
y la cargaremos en cada uno de los geles del estudio. El disefio experimental incluyé 5
muestras por grupo de pacientes y 6 muestras control, marcadas de manera alterna con Cy3 o
Cy5, para evitar un marcaje preferencial de uno de los grupos en caso de que uno de los
fluorocromos diera lugar a un marcaje mas eficiente, como se muestra en la siguiente tabla 4.

Tabla 4. Disefio experimental para el estudio comparativo por 2D-DIGE. C: controles, N:
normoalbuminuria; dnA: de novo albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

GEL Cy3 ul/50ug Cy5s ul/50ug Cy2 ul Pool S0ug

GEL 1 C-1 28,1 N-3 23,2 Pool 20,7
GEL 2 C-2 17,6 dnA-4 6,3 Pool 20,7
GEL 3 C-3 14,8 MAM-3 14,4 Pool 20,7
GEL 4 N-1 344 C-4 28,0 Pool 20,7
GEL5 @ MAM-1 6,7 C-5 22,2 Pool 20,7
GEL 6 = dnA-1 7,3 C-6 16,0 Pool 20,7
GEL 7 dnA-2 443 MAM-4 8,2 Pool 20,7
GEL 8 = dnA-3 9,9 N-4 53,0 Pool 20,7
GEL 9 @ MAM-2 7,8 N-5 32,3 Pool 20,7
GEL 10 N-2 62,3 MAM-5 19,6 Pool 20,7
GEL 11 - - dnA-5 6,9 Pool 20,7

Una vez anadidos los fluorocromos, las muestras se incubaron en hielo durante 30 minutos
para permitir la reaccion de marcaje. Para detener la reaccion se afiadié 1 pl de lisina 10 mM
por cada 50pg de muestra y se volvieron a incubar las muestras en hielo durante 10 min. Todo
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el proceso de incubacion se llevd a cabo en oscuridad para evitar la degradacion de los
fluorocromos.

5.1.2. Electroforesis bidimensional.
Isoelectroenfoque (1* dimension)

Para llevar a cabo el isoelectroenfoque (IEF), se combinaron aleatoriamente una muestra
marcada con Cy3 con una marcada con Cy5 y se afiadi6 el volumen correspondiente a 50 pg
del estandar interno marcado con Cy2. Se le afiadid el volumen necesario hasta 450 pl de
tampon IEF para obtener la composicion final adecuada para el IEF (urea 7M, tiourea 2M,
CHAPS 4%, Tris-HCI 30 mM, anfolitos pH 4-7 1% (GE Healthcare), DTT 10mM y azul de
bromofenol). Las muestras se cargaron empleando la técnica de “rehidratacion en gel” con
tiras IPG de pH 4-7 de 24 cm. Las tiras IPG y la muestra se cubrieron con aceite mineral para
asi evitar que estas se secasen durante el proceso.

El IEF se llevo a cabo en una fuente PROTEAN IEF CELL (BioRad) empleando el siguiente
programa de enfoque: rehidratacién a 50V 12h, subida rapida a 500 V durante lh, de forma
lineal a 3500V durante 3h, rapido a 3500V durante 3h, 5000 V rapido hasta que se
acumularon 45000V/h totales. Ponemos un paso de seguridad a 500V durante 12h.

SDS-PAGE (2? dimension).

En un paso de equilibrado previo a la segunda dimension, se trataron las tiras IPG durante 15
minutos con 1% DTT y 3,5% de yodoacetamida (IAA), sucesivamente, en tampon de
equilibrado (Tris-Cl 1M pH 8.8, urea 6M, glicerol 40%, dodecil sulfato sédico SDS 2% en
H,O-MilliQ). La segunda dimension se realizo en geles SDS-PAGE de poliacrilamida al 14%,
con cristales de baja fluorescencia en los que solo se polimeriza el gel separador y la tira IPG
se coloca directamente en contacto con la region superior de éste. Se llevo a cabo empleando
el sistema EttanDalt Six System (GE Healthcare) a 1W durante toda la noche, con un pequefio
aumento de voltaje al final.

En detalle, el gel separador empleado contenia un 14% de acrilamida/bisacrilamida
(ProtoGel), Tris-HCl 1M pH 8,8, SDS al 10%, N, N, N’, N’-Tetrametiletilendiamina
(TEMED, BioRad), y una soluciéon de persulfato amoénico (APS, BioRad) al 10% preparada
en el momento en H,O-MilliQ. El tampon en el que se llevd a cabo la electroforesis esta
compuesto por Tris (Biorad) 0,03M, glicina (Biorad) 0,2M y SDS 0,1% (Biorad). En la
camara superior del sistema EttanDalt Six, el tampdon con el que se llend tenia el doble de
concentracion de tampén de electroforesis por lo tanto también de SDS lo que ayuda a que las
proteinas pasen de la tira al gel de forma mas eficiente.
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5.1.3. Digitalizacion y analisis de las imagenes.

Las imagenes de los geles 2D-DIGE se digitalizaron empleando un escaner de fluorescencia
(Typhoon 9400 Variable Mode Imager, GE Healthcare). Se consiguieron las imagenes
emitidas de cada fluorocromo por separado (aplicando las longitudes de onda de excitacion y
emision especificas de cada fluorocromo, figura 13) con una resolucion de 100 um. Las
imagenes fueron entonces importadas a los diferentes modulos del programa “DeCyder
Diferential Analysis Software” (GE Healthcare), version 6.5, con el que se realizo el
procesamiento y analisis estadistico de las mismas. Se realizé un test de ANOVA con los
datos de expresion de cada mancha proteica.

La aplicacion informatica de andlisis de imagen DeCyder consta de varios modulos: Image
Loader, DIA (Diferential In-gel Analysis), BVA (Biological Variation Analysis), EDA
(Extended Data Analysis) y XML (Toolbox), cada uno de los cuales desempefia una funcién
en el analisis de las iméagenes digitalizadas de los geles 2D-DIGE.

Mediante el moédulo “Image Loader”, se gener6 un proyecto en el que se incluyeron las
imagenes de los geles, haciéndolas accesibles al resto de los mddulos. A continuacion, todos
los mapas proteicos de un mismo proyecto se analizaron mediante el moédulo “DIA
(Diferential In-gel Analysis)”, que detecta y cuantifica las manchas proteicas de las tres
imagenes (Cy2, Cy3, Cy5) correspondientes a cada gel. El algoritmo que emplea este mddulo
para la deteccion de las manchas se basa en la co-deteccion de las tres sefiales fluorescentes (2
muestras y 1 control interno, mezcla de todas las muestras en estudio) y permite diferenciar
las sefiales de manchas verdaderas de los artefactos del gel. Por su parte, la cuantificacion se
basa en el calculo de las relaciones entre las sefales fluorescentes Cy3/Cy2 y Cy5/Cy2, lo que
permite tener un valor de intensidad de fluorescencia normalizado para cada mancha. Una vez
completada esta fase, los datos generados mediante DIA fueron importados al médulo “BVA
(Biological Variation Analysis)”, que permite el emparejamiento de las manchas detectadas
entre las imagenes de los diferentes geles del proyecto para obtener después datos estadisticos
sobre los niveles de expresion de las manchas en los diferentes grupos de estudio. Se
concluyod que existe variacion cuando los niveles de expresion estaban variados en al menos +
1,3 veces y dicha variacion se considerd estadisticamente significativa cuando se encontraba
dentro del intervalo de confianza del 95% (p-valor<0,05) determinado por la prueba t-Student.
Por ultimo, los datos contenidos en los archivos generados por BVA se analizaron en el
moédulo “EDA (Extended Data Analysis)” que ofrece un analisis estadistico avanzado. Este,
se empled para llevar a cabo el Analisis de Componentes Principales (PCA); es un método
estadistico cuyo objetivo es la simplificacion y reduccion de la dimensionalidad de un
conjunto de datos con numerosas variables [144], lo que trata de encontrar una serie de
componentes capaces de explicar la mayor parte de la varianza total de las variables
originales. Asi, se obtiene una imagen simplificada del conjunto de datos inicial, que resulta
mas sencilla a la hora de interpretarlos y puede usarse para ver la agrupacion de los datos y
encontrar valores atipicos dentro de los mismos.
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5.1.4. Tincion de los geles y escision de manchas proteicas.

Después de la digitalizacion, los geles del experimento se tifieron con PageBlue Protein
Staining Solution (Thermo) para poder cortar las manchas proteicas expresadas de manera
diferencial e identificarlas.

Para llevar a cabo la tincion el gel se lavo durante 5 minutos con H,O-MilliQ (tres lavados) se
afiadi6 después la tincion de Coomassie y se dejo tifiendo el gel durante toda la noche. Al dia
siguiente se destifio el gel en H,O-MilliQ (tantos lavados como fueran necesarios para tener
un fondo limpio). Una vez tefiido el gel, se procedio a la escisiéon de las manchas con
expresion diferencialmente alterada.

5.1.5. Identificacion de las manchas proteicas diferenciales mediante MALDI-
TOF MS.

Las manchas proteicas de los geles fueron digeridas automaticamente empleando un Ettan
Digester (GE Healthcare). El protocolo de digestion empleado fue descrito por Shevchenko et
al. [145] con minimas variaciones: los fragmentos de gel fueron sometidos a reduccion
empleando 10 mM de DTT en 50 mM de bicarbonato amonico y posterior alquilacion con 50
mM de [AA en 50 mM de bicarbonato amoénico, después se lavaron con bicarbonato amoénico
50 mM en metanol 50% (grado HPLC, Scharlau) y acetonitrilo 50% y se secaron en un
Speedvac. A continuacion, se afladi6 tripsina porcina modificada a una concentracion de 20
ng/ul en bicarbonato amoénico 20 mM para llevar a cabo la digestion a 37°C durante una
noche. La extraccion de los péptidos se realizd empleando acetonitrilo 60% y écido
trifluoroacético 0,5% (99,5% pureza; Sigma Aldrich).

Se depositd 0,5 pl de la solucion de digestion en una placa 384 Opti-TOF 123x81 mm
MALDI (Applied Biosystems). La misma cantidad de matriz con la muestra se aplico en cada
punto de la placa de MALDI (4cido a-ciano-4-hidroxi-cindmico (CHCA) (Sigma Aldrich) en
0,1% 4cido trifluoroacético y 50% de acetonitrilo). Los espectros de MS y MS/MS se
obtuvieron en un equipo 4800 Plus MALDI-TOF/TOF Analyzer (Applied Biosystems). Los
espectros fueron adquiridos en modo reflector de ion positivo con un laser Nd; YAG, 350 nm
de longitud de onda, a 200 Hz de frecuencia y se promediaron de 1000 a 2000 espectros.

Los experimentos fueron adquiridos de manera uniforme con intensidad de laser fija. Para el
modo de analisis de MS/MS, los precursores fueron acelerados en la fuente 1 a 8 kV,
seleccionados con una resolucion relativa de 200 (FWHM) y supresion metaestable. Los iones
fragmento generados por colisiéon con el aire en una camara CID fueron acelerados hasta
15kV en la fuente 2. Para el andlisis automatico de los espectros de masa obtenidos se empled
el paquete informatico 4000 Series Explorer version 3.5.3 (Applied Biosystems). La
calibracion interna de espectros de masas del MALDI-TOF se llevo a cabo empleando dos
iones resultantes de la autodigestion de la tripsina, con una relacion masa carga (m/z),
m/z=843,510 y m/z=2211,105. Para las calibraciones de MALDI-MS/MS se emplearon
espectros de iones fragmento obtenidos para Glub-fibrinopéptido (4700 Cal Mix, Applied
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Biosystems). Los datos de MS y MS/MS fueron combinados mediante el paquete informéatico
GPS Explorer Software version 3.6 (Applied Biosystems); asi, se realiz6 una bisqueda frente
a una base de datos de proteinas no redundante (NCBInr o SwissProt) empleando Mascot
version 2.2 (Matrix Science) [146], con una tolerancia de precursor de 50 ppm, una tolerancia
de masa 0,6 Da en los fragmentos de MS/MS y permitiendo la presencia maxima de un tinico
punto de corte fallido. Los espectros de MS y MS/MS vy los resultados de las busquedas
fueron inspeccionados en detalle manualmente empleando los paquetes informaticos antes
comentados. Las identificaciones, en base a espectros de fragmentacion (MS/MS), fueron
aceptadas cuando su intervalo de confianza (C.1.%), proporcionado por el programa GPS era
mayor o igual a 95%. La puntuacion obtenida a partir de los distintos buscadores no puede ser
directamente comparada; por este motivo el programa GPS calcula este C.1.%, que permite
combinar los resultados de la busqueda en las distintas bases de datos realizadas para los
fragmentos de MS y MS/MS. Este valor de C.I.% indica que la probabilidad de que la
identidad de la secuencia sea un suceso casual es menor al 5%. Para el espectro de huella
peptidica (MS), las identificaciones fueron aceptadas cuando el C.1.% proporcionadas por el
programa GPS era igual a 99% o mayor. La puntuacion de probabilidad de las proteinas
identificadas, era mayor que el fijado por Mascot como significativas, es decir, un valor de p
menor de 0,05.

5.2. IDENTIFICACION DE PROTEINAS DIANA EXOSOMALES EN
HIPERTENSOS BAJO SUPRESION CRONICA del SRA: ANALISIS
DIFERENCIAL iTRAQ

Un total de 23 sujetos no diabéticos fueron reclutados para el andlisis diferencial cuantitativo
del proteoma exosomal por LC-MS/MS (ver tabla 5 y tabla 6). La tabla 6 recoge las
caracteristicas basales de esta cohorte de descubrimiento ademés de mostrar la informacion
adicional de la medicacion de los pacientes. Los tres grupos son comparables con la diferencia
marginal para la glucemia y el ACR siendo esta variable lo que da la diferencia entre los
grupos. El andlisis se realizo por medio de marcaje con etiquetas isobaricas para experimentos
de cuantificacion relativa y absoluta (iITRAQ, 8-plex), incluyendo dos repeticiones biologicas
por condiciéon (C, N, dnA, MAM).
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Tabla 5. Disefio experimental para el estudio comparativo de proteinas exosomales de orina por
iTRAQ. Se realizaron pooles segun los grupos; C: control, N: normoalbuminuria; dnA: de novo

albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

Muestra ul totales/pool ug/muestra ug totales/pool POOL
C1 50
Ca 19.86 50 100 Pool-C1
C3+C4 50
Cs 42.82 50 100 Pool-C2
N1 333
N2 18.68 333 100 Pool-N1
N3 333
N4 333
N5 18.38 333 100 Pool-N2
N6 333
dnAl+dnA2 333
dnA3 26.70 333 100 Pool-dnAl
dnA4 333
dnAS 50
dnAG 16.87 50 100 Pool-dnA2
MAMI1 333
MAM2 14.24 333 100 Pool-MAM1
MAM3 333
MAM4 333
MAMS5 8.98 333 100 Pool-MAM2
MAMG6 333

76



Material y Métodos |

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y medicacion de los pacientes utilizados en el analisis por iTRAQ.
Valores expresados como media = desviacion estandar (SD) o porcentajes (%).Las diferencias
estadisticas entre los tres grupos se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
(valor de p <0,05 fue considerado significativo). IMC: Indice de masa corporal, HDL: Lipoproteina de
alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, eGFR: estimacion de la tasa del filtrado
glomerular, ACR: Ratio albumina/creatinina, IECA: inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; ARA: antagonistas de los receptores de la angiotensina. N: normoalbuminuria; dnA: de
novo albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida. Los controles fueron elegidos sin valores
clinicos patologicos, posteriormente todas las muestras se incluyeron en el estudio por SRM-LC-
MS/MS.

Caracteristicas basales N (n=6) dnA (n=6) MAM (n=6) p-valor
Edad (Afios) 59+10 6445 61£5 0,409
Colesterol total (mg / dI) 208+4 166+13 17719 0,233
Triglicéridos (mg / dI) 122431 116+65 11347 0,66
Colesterol HDL (mg / dl) 52+13 52426 50+11 0,666
Colesterol LDL (mg / dl) 132+42 8849 106+18 0,066
Glucemia (mg / dl) 105+6 99+12 9245 0,024*
Acido trico (mg / dI) 47427  59+18 5,6+1,8 0,739
e¢GFR (ml/ min / 1,73m2) 87+14 8849 79424 0,894
Presion arterial sistélica (mmHg) 142+£15 13449 132+15 0,352
Presién arterial diastélica (mmHg)  87+14 79+10 81£12 0,625
ACR (mg/ g) 5+2 67436 108+112 0,002%*

Medications

Antihipertensivos,%

iECAs 17 17 33 >0,9999
ARA 83 83 67 >0,9999
Diurético 50 33 50 >0,9999
Bloqueante de los canales de calcio 33 33 50 >0,9999
Agente bloqueante beta 17 17 50 0,527
Otros tratamientos,%
Agente anticoagulante 33 50 17 0,818
Agentes reductores de lipidos 83 67 100 0,735
Agente antidiabético 0 0 0 >0,9999
Antialdosteronicos 50 16 17 0,527
Hipouricémicos 0 0 0 >0,9999

El analisis se realiz6 en un espectrometro de masas Orbitrap Elite (Termo-Fisher). La técnica
con marcaje isobarico iTRAQ fue la elegida para llevar a cabo el andlisis cuantitativo ya que
es una técnica que permite el andlisis diferencial cuantitativo por espectrometria de masas.
Esto tiene como principales ventajas una mayor sensibilidad y poder de resolucion, lo que
permite aumentar el nimero de proteinas identificadas, y disminuir el limite de deteccion.
Ademas el marcaje de multiples péptidos por proteina aumenta la confianza en la
identificacion y cuantificacion.
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5.2.1. Concentracion en SDS-PAGE, digestion triptica y marcaje isobarico

Las exosomas aislados por ultracentrifugacion se lisaron como se detalla en el apartado 4. El
esquema de analisis por iTRAQ se resume en la figura 14, donde 100 pg de proteina total de
cada réplica biologica (dos por grupo) se cargaron en un gel SDS-PAGE. La electroforesis se
realiz6 hasta que las muestras superaron el gel concentrador y alcanzaron el gel separador. En
ese momento se pard la electroforesis y se tind el gel con Coomassie coloidal. De este modo
todas las proteinas se concentran en una unica banda que se recortara, se digerird y se marcara
tal y como se detalla a continuacion en su totalidad.

Pool Pool Pool Pool Pool  Pool Pool Pool
C1 C2 N1 N2 dnAl dnA2 MAM1 MAM2

% = e = > s s s
Muestras: cada pool tiene 100ug de = E%%J

proteinas exosomales de orina en \ —/\ } —
tampon de lisis W

Las muestras se cargan en SDS-PAGE
(gel concentrador)

Digestion y Desalinizacion -l

Marcaje con iTRAQ® Reagent-8plex Eﬁﬁ ﬁ j%; = % % % %ﬁ
| | | | \ |

Las muestras marcadas para el test (E
se combinan en un sélo tubo.

)

Vo

/

Limpieza y realizacion del |
fraccionamiento de de alta resolucion

Andlisis de la mezcla por LC/

MS-MS para la identificacion o
y cuantificacion de proteinas. & |

Intensidad %

Analisis de datos.

Masa (m/z)

Figura 14. Workflow de experimentaciéon y disefio experimental para el etiquetado iTRAQ. Cada
grupo estd compuesto por 2-4 muestras individuales. Dos repeticiones biologicas se analizaron por
condicion (C, N, dnA, MAM).

Tras la reduccion de los puentes disulfuro con 10mM DTT y la posterior alquilacion con
50mM IAA se llevo a cabo la digestion con 60 ng/ml tripsina porcina modificada (Promega)
durante toda la noche a 37°C, en bicarbonato amoénico 50 mM (grado HPLC, Scharlau), pH
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8,5. Para parar la reaccion se empled 1 pl de 4cido trifluoroacético (Merck). Se recogio la
disolucion y se llevo a un tubo limpio para llevar a sequedad en un SpeedVac (Termo-Fisher).
La mezcla peptidica se disolvid en acido acético (Merck) (1% en H,O destilada), para el
andlisis LC-MS/MS. Los péptidos tripticos resultantes se desalinizaron en cartuchos C18
Oasis-HLB y se secaron para su posterior analisis. Para el marcaje isobarico estable, los
péptidos tripticos resultantes se disolvieron en tampdén de bicarbonato de trietilamonio
(TEAB), y la concentracion de péptido se midi6 en el sistema de deteccion directa
(Millipore). Cantidades iguales, previamente ajustadas, de cada muestra de péptido se
marcaron usando el kit de reactivos iTRAQ Multiplex 8-plex (Applied Biosystems) segun el
protocolo del fabricante. Se prepara el reactivo iTRAQ® - 8plex afiadiendo 50 pl de
isopropanol a cada vial a temperatura ambiente y se transfiere el contenido del reactivo recién
preparado a un tubo con la muestra digerida. Y asi sucesivamente afiadiendo cada marca al
pool de muestras correspondiente. Se comprueba el pH y si es necesario, afiadir hasta 5 pl de
disolucion tamponante para ajustar el pH a 8,5 (mantener la concentraciéon orgédnica en un
minimo de 60%) para un marcaje Optimo. Incubamos los tubos a temperatura ambiente
durante 2 horas y finalmente combinamos el contenido de los tubos con las muestras
marcadas con los reactivos iTRAQ®-8plex en un unico tubo.

Las muestras se concentraron por SpeedVac, se limpiaron en cartuchos C18 Oasis-HLB y se
secaron para su posterior analisis. Para aumentar la cobertura del proteoma, las muestras
marcadas se fraccionaron por cromatografia de intercambio de cationes mixtos (columnas
Oasis HLB-MCX) en seis fracciones para su posterior analisis.

5.2.2. Identificacion y analisis diferencial cuantitativo de proteinas por SRM-
LC-MS/MS

Los péptidos marcados se analizaron por LC-MS/MS usando una nano-columna C-18 de fase
reversa (75 um de didmetro interno x 50 cm de longitud, particulas de 2 ym de tamafo,
Acclaim PepMap RSLC, 100 C18; Thermo Fisher Scientific) en un gradiente continuo de
acetonitrilo que consiste en 0-30% de B en 360 min, 50-90% de B en 3 min (A = 4cido 0,5%
formico; B = 90% de acetonitrilo, 0,5% de acido féormico). Se utilizo una velocidad de flujo
de 200 nL/min para eluir los péptidos de la nano-columna a una aguja de “nano-spray”
emisora para la ionizacion en tiempo real y la fragmentacion del péptido en un espectrometro
de masas Orbitrap Elite (Thermo Fisher). A lo largo de la carrera cromatografica se
adquirieron espectros de resolucion mejorada mediante transformada de Fourier
(resolucion=70.000) y los espectros de MS/MS de los 15 iones precursores de mayor
intensidad. La exclusion dindmica se fij6 en 40 segundos. Para la identificacion de las
proteinas, se lanzaron busquedas con los espectros de fragmentacién en SEQUEST™
(Thermo Fisher Scientific), empleando el paquete informatico Proteome Discoverer (version
1.4.0.29, Thermo Fisher Scientific).

Para la busqueda en la base de datos Uniprot, (06 de marzo de 2013; 70024 entradas), se

seleccionaron los pardmetros de busqueda de la siguiente manera: digestion con tripsina con 2
sitios de escision perdidos como maximo, tolerancias de 2 Da y 0,02 Da de masa de
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precursores y fragmentos respectivamente, carbamidometil cisteina, modificaciones del
iTRAQ en los residuos N-terminal y Lys como modificaciones fijas, y oxidacién de metionina
como modificacion dindmica.

La identificacion de péptidos se valido utilizando el método por tasa de probabilidades [147];
la tasa de falsos-positivos (false discovery rate, FDR) se calcul6 utilizando las bases de datos
invertidas, y el método de refinado [148] con un filtrado adicional para precursor de tolerancia
de masa de 15 ppm [149].

La cuantificacion diferencial de proteinas segun intensidades del ion reportero y el analisis
estadistico de los datos cuantitativos para identificar proteinas significativamente alteradas se
realizaron utilizando QuiXoT, basado en un modelo estadistico descrito previamente [150].

Hemos aplicado criterios estrictos, considerando proteinas expresadas diferencialmente,
aquellas identificadas con mas de tres péptidos, y log2-ratios expresados en forma de las
variables estandarizadas (Zq) >1.4 (valor absoluto) con p-valor < 0,05 , siendo Zq la media de
las dos réplicas en comparacion con el grupo control.

5.2.3. Analisis de Datos y Biologia de Sistemas

Las proteinas identificadas fueron comparadas con la base de datos ExoCarta, un repositorio
que comprende proteinas previamente identificadas en exosomas [151]. La expresion y la
localizacion de las proteinas en el tibulo renal y glomérulo fueron asignados por medio de
Human Protein Atlas [152] y por la literatura. Las bases de datos PANTHER (analisis de
proteinas a través de la base de datos de relaciones evolutivas) [153] y DAVID (version 6.7)
[154], se utilizaron para la clasificacion funcional de las proteinas. El andlisis de redes entre
las proteinas significativamente alteradas se llevo a cabo mediante el software STRING 9.0
(puntuacion minima requerida de interaccion: confianza mdas alta, y herramienta de
agrupacion MCL) [155].

5.3. ANALISIS METABOLOMICO DE LA ORINA POR RMN

La primera fase de andlisis se llevo a cabo en una cohorte de 50 pacientes hipertensos (17
diabéticos y 33 no diabéticos) (ver tabla 7) y 14 controles (ver tabla 8). Las tablas 7 y 8
recogen las caracteristicas basales de esta cohorte de descubrimiento ademas de mostrar la
informacion adicional de la medicacion de los pacientes. Los tres grupos son comparables con
las diferencias marginales para el colesterol total, el colesterol LDL, el acido trico y ACR
siendo la variable que permite la separacion de los grupos de pacientes.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas y medicacion de los pacientes utilizados en el analisis por RMN.
Valores expresados como media = desviacidon estandar (SD) o porcentajes (%).Las diferencias
estadisticas entre los tres grupos se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis
(valor de p <0,05 fue considerado significativo). IMC: Indice de masa corporal, HDL: Lipoproteina de
alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, eGFR: estimacion de la tasa del filtrado
glomerular, ACR: Ratio albumina/creatinina, IECA: inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; ARA: antagonistas de los receptores de la angiotensina. N: normoalbuminuria; dnA: de
novo albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

Baseline characteristics N (n=17) dnA (n=18) MAM (n=15) p-valor
Edad (Afios) 61+4 666 65+8 0.023
Sexo masculino), % 47 67 60 0.499
IMC (kg / m2) 29+4 2945 3245 0.219
Fumar en la actualidad,% 12 22 20 0.707
Colesterol total (mg / dl) 193+31 162421 164+23 0.005
Triglicéridos (mg / dl) 114453 124462 121+86 0.886
Colesterol HDL (mg / dl) 5249 52+12 45£13 0.183
Colesterol LDL (mg / dl) 118428 84+14 98+19 0.001
Glucemia (mg / dl) 106+25 122428 109+24 0.066
Acido trico (mg / dl) 4.6+1.6 6.1+1.7 5.9+1.6 0.032
Aclaramiento de creatinina (mg /ml) ~ 95+28 92453 91+35 0.691
eGFR (ml / min / 1,73m2) 81£10 72420 74+24 0.551
Presion arterial sistélica (mmHg) 135+16 132+16 134+16 0.968
Presion arterial diastélica (mmHg) 83+11 80+12 819 0.676
ACR (mg/ g) 7£9 230+404 215+379 <0.0001

Diabetes mellitus, % 18 50 33 0.1015

Medications

Antihipertensivos,%

iECAs 24 22 13 0.7436

ARA 59 67 73 0.7967

Diurético 59 44 53 0.696

Bloqueante de los canales de calcio 35 50 60 0.3765

Agente bloqueante beta 12 33 40 0.1758

Agente bloqueante alfa 12 33 20 0.3055
Otros tratamientos,%

Agente anticoagulante 12 44 33 0.1071
Agentes reductores de lipidos 71 78 67 0.7428
Agente antidiabético 138 44 33 0.2411
Antialdosterdénicos 6 17 27 0.2838
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas de los controles utilizados en el andlisis por RMN. Valores
expresados como media + desviacion estandar (SD) o porcentajes (%). IMC: indice de masa corporal,

HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, eGFR: estimacion de la tasa

del filtrado glomerular, ACR: Ratio albumina/creatinina.

Baseline characteristics

C (n=14)

Edad (Afios)

Sexo masculino), %

IMC (kg / m2)

Fumar en la actualidad,%
Colesterol total (mg / dl)
Triglicéridos (mg / dl)

Colesterol HDL (mg / dl)
Colesterol LDL (mg / dl)
Glucemia (mg / dl)

Acido virico (mg / dl)
Aclaramiento de creatinina (mg / ml)
eGFR (ml/ min / 1,73m2)

Presion arterial sistélica (mmHg)
Presion arterial diastélica (mmHg)
ACR (mg/ g)

Diabetes Mellitus,%

Antihypertensives, %

54+3
50
26+4

213+24
96+42
60+22
134+27
78+9
4.6+1.3
105+18
88=+10
128420
83+13
542
0
0

5.3.1. Analisis 1H RMN. Identificacion de alteraciones en orina en respuesta a
HTA y desarrollo de albuminuria en individuos con tratamiento cronico de

inhibicion del SRA

El andlisis de muestras de orina por RMN no precisa de tratamiento previo. Las muestras
congeladas se descongelaron a 37°C y 300 pl se diluyeron (1:1) con 300 pl de solucién
tampon con 200 mM de Na,HPO4/NaH,PO, en agua deuterada (D,O 99,9% MerK), a pH 7,0
y 1% trimetilsilil propionato de sodio (TSP) (solucién final a 0,01 mM, como referencia

interna para la calibracion espectros) (figura 15).
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Figura 15. Representacion esquematica de la técnica RMN (Resonancia Magnética Nuclear) de orina.
El sobrenadante de orina se debe diluir 1:1 con un tampoén fosfato adecuado para la medicion, ademas
de tener un compuesto de referencia (TSP) para poder ajustar los espectros del experimento por igual
en todas las muestras.

La adicion de tampon fosfato permite compensar pequehas variaciones en los
desplazamientos quimicos (8) de metabolitos particulares como alanina, tirosina, citrato, o
creatinina [156] por pequefias diferencias de pH de las orinas. Seguidamente, se centrifugaron
(13.000 rpm, 1 min), y la muestra se transfirié a un criotubo de cristal de RMN de 5 mm de
didmetro.

Todos los experimentos de RMN se realizaron a 277K en un instrumento Bruker AVANCE
700 III equipado con bobina de gradiente z blindado que opera a la frecuencia de resonancia
700.17MHz 1H en un criotubo de 5 mm. Los espectros RMN 1H se midieron con 256
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exploraciones en 32 K puntos de datos en una anchura espectral de 8417,51 Hz, lo que resulta
en un tiempo de adquisicion de 1,94 s. Un retraso de relajacion de 2s aseguro la relajacion-T1
entre exploraciones sucesivas.

La senal del disolvente fue suprimida por el uso de secuencia de pulsos noesyprld (Bruker
Biospin), en el que se irradia el pico de agua residual durante el retraso de relajacion y durante
el tiempo de mezcla de 150 ms. Todos los espectros fueron procesados mediante TOPSPIN
(version 1.3, Bruker Biospin). Antes de la transformada de Fourier, las FID se multiplicaron
por una funcion de peso exponencial que corresponde a una ampliacion de la linea de 0,3 Hz.
Los espectros fueron organizados, corregidos en la base, y referenciados al singlete
trimetilsilil propionato de sodio (TSP) en 6 0 ppm.

Los datos de los espectros de |H RMN se ajustaron usando el programa de software AMIX
(Analysis of MIXtures version 3.6.8, Bruker). Regiones integrales individuales se
normalizaron a la suma total de la region integral (intensidad total del espectro), seguido de la
exclusion de la resonancia del agua. Cada espectro en la region 10-0,1 ppm. fue dividido en
pequenias regiones espectrales de 0,04 ppm (buckets) antes del analisis estadistico, lo que
reduce el nimero de variables totales y compensa las pequefias desviaciones en los espectros.
Asi, se generd una tabla de “buckets” para cada muestra. La distribucion de cada variable del
bucket sobre el conjunto de espectros se evalud y se seleccionaron los valores de
desplazamiento quimico de las estadisticas de loading plot y de buckets en funcion de su
aparente respuesta a la hipertension y a la albuminuria.

5.3.2. Identificacion de metabolitos mediante RMN bidimensional (RMN 2D)

Para la asignacion inequivoca de los desplazamientos quimicos seleccionados a los
metabolitos correspondientes, los espectros de un pool de muestras previamente analizadas
con sefiales intensas fueron analizados por ACD/NMR Processor Academic Edition (Version
12.01, Advance Chemistry Development Inc) utilizando el “peak peaking” para etiquetar el
desplazamiento quimico exacto de cada pico. Comparandolo con los desplazamientos
quimicos alterados que previamente seleccionamos, obtuvimos una lista de valores (ppm)
resultantes, que a través de la base de datos Metabohunter, pudimos relacionar con una lista
de metabolitos posibles segin los datos de desplazamiento quimico e intensidad obtenidos
experimentalmente y teniendo como referencia los datos de Human Metabolome Data Base
(HMDB) donde podemos ver la espectroscopia tedrica de cada metabolito [157]. Para el
andlisis de orina por 2D-RMN que nos permitiera identificar los metabolitos de interés, se
realizaron pooles de referencia a partir de muestras de orina de sanos y de individuos con
HTA seleccionando aquellas muestras que su 1D-RMN dieran espectros con sefiales
abundantes. Los metabolitos fueron identificados por los siguientes datos experimentales de
2D-RMN: espectroscopia correlacion homonuclear (COSY) 1H-1H a un 4dtomo de distancia,
espectroscopia de correlacion total (TOCSY) entre H a 1, 2 6 3 atomos de distancia,
incluyendo algun heterodtomo, es decir, N, P...y espectroscopia de correlacion single-
quantum heteronuclear (HSQC 1H-13C), entre el C y el H que estén unidos.
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Adicionalmente, los metabolitos se midieron en una cohorte independiente por un enfoque
basado en la espectrometria de masas cuantitativa, como se describe en la siguiente seccion.

5.4. CONFIRMACION DE LAS VARIACIONES IDENTIFICADAS (PROTEINAS
Y METABOLITOS) EN ORINA Y EXOSOMAS

La metodologia “selected reaction monitoring” (SRM) resulta idonea por su poder de
resolucion, especificidad y sensibilidad en la cuantificacion dirigida de proteinas y
metabolitos de interés. Fue elegida técnica del afio 2012 por Nature Methos [158] y
previamente en nuestro grupo ha sido ampliamente utilizada en la confirmacion de dianas
moleculares de interés [70], [74].

5.4.1. Analisis Dirigido por SRM-LC-MS de las Proteinas Identificadas en Orina
Global

Para el analisis por SRM-LC-MS/MS en orina completa, se recogieron muestras de orina de
una cohorte de individuos diferente a la utilizada en la fase inicial, compuesta en este caso por
90 pacientes (39 diabéticos y 51 no diabéticos) y 18 sujetos sanos. La tablas 9 y 10 recoge las
caracteristicas basales de esta cohorte de confirmacion ademds de mostrar la informacion
adicional de la medicacion de los pacientes. Los tres grupos son comparables con las
diferencias marginales para el colesterol total, el colesterol HDL y el 4cido trico. De 37
pacientes normoalbuminuricos se evalud su progresion(evolucion clinicamente en cuanto a
potencial incremento en ACR.
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Tabla 9. Caracteristicas clinicas y medicacion de los pacientes de referencia utilizados como cohorte
de confirmacion (SRM-LC-MS/MS). Valores expresados como media + desviacion estandar (SD) o
porcentajes (%). Las diferencias estadisticas entre los tres grupos se evaluaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (valor de p <0,05 fue considerado significativo). IMC: indice de masa
corporal, HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, eGFR: estimacion
de la tasa del filtrado glomerular, ACR: Ratio albimina/creatinina, IECA: inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina; ARA: antagonistas de los receptores de la angiotensina. N:
normoalbuminuria; dnA: de novo albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

Caracteristicas basales N (n=47) dnA (n=20) MAM (n=23) p-valor
Edad (Afos) 65+11 69+7 65+12 0.382
Sexo masculino), % 34 70 61 0.012
IMC (kg / m2) 3145 304 3145 0.796
Fumar en la actualidad,% 13 15 13 0.969
Colesterol total (mg / dl) 186429 166+27 170+31 0.035
Triglicéridos (mg / dl) 119453 130470 139474 0.488
Colesterol HDL (mg / dl) 56+13 51£9 44+12 0.0003
Colesterol LDL (mg / dl) 10628 90+19 100+24 0.088
Glucemia (mg / dl) 118+42 123+26 119+34 0.387
Acido irico (mg / dl) 4.9+1.5 6.3+1.5 6.9+1.7 <0.0001
Aclaramiento de creatinina (mg /ml)  101+40 97+47 76+41 0.138
eGFR (ml/ min / 1,73m2) 81+18 68+19 64429 0.024
Presion arterial sistélica (mmHg) 138+18 139422 140+28 0.975
Presion arterial diastélica (mmHg) 81+11 81+11 82+17 0.993
ACR (mg / g) 11413 2114388 6624910  <0.0001
Diabetes Mellitus,% 32 60 52 0.066

Medicacion

Antihipertensivos,%

iECAs 17 15 13 0.909
ARA 77 70 74 0.851
Diurético 49 45 56 0.738
Bloqueante de los canales de calcio 62 55 74 0.418
Agente bloqueante beta 26 30 26 0.929
Agente bloqueante alfa 15 35 26 0.173
Otros tratamientos,%
Agente anticoagulante 38 40 30 0.768
Agentes reductores de lipidos 79 65 78 0.464
Agente antidiabético 26 40 39 0.368
Antialdosterdénicos 19 10 17 0.654
Hipouricémicos 6 20 22 0.129
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Tabla 10. Caracteristicas basales de los controles utilizados en la cohorte de confirmacién (SRM-LC-
MS/MS). Valores expresados como media + desviacion estandar (SD) o porcentajes (%). IMC: indice
de masa corporal, HDL: Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, eGFR:
estimacion de la tasa del filtrado glomerular, ACR: Ratio albumina/creatinina.

Caracteristicas basales C (n=18)
Edad (Afios) 54+3
Sexo masculino), % 30
IMC (kg / m2) 25+5
Colesterol total (mg / dI) 212424
Triglicéridos (mg / dl) 99+44
Colesterol HDL (mg / dl) 6114
Colesterol LDL (mg / dl) 163+103
Glucemia (mg / dl) 81+11
Acido irico (mg / dl) 4.6+1.3
Aclaramiento de creatinina (mg / ml) ~ 98+17
eGFR (ml / min / 1,73m2) 89+8
Presion arterial sistélica (mmHg) 118+17
Presi6n arterial diastélica (mmHg) 84+21
ACR (mg/ g) 7£5
Diabetes Mellitus,% 0
Antihipertensivos, % 0

Esta técnica se basa en el andlisis por espectrometria de masas, empleando un equipo que
permite una previa seleccion de las transiciones especificas (precursor— fragmento) asociadas
a los péptidos de las proteinas de interés, que permite que éstas sean detectadas y
cuantificadas (figura 16).

Las transiciones teoricas se disefiaron empleando Skyline (v.1.1.0.2905) [159] y se revisaron
manualmente. La especificidad de los péptidos para una proteina se confirmé mediante el uso
del programa Blast® (Basic Local Alignment search tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y se
seleccionaron los péptidos proteotipicos para la medicion.

En el andlisis por SRM-LC-MS/MS, las muestras de orina individuales con un contenido de
30 pg de proteina total, se concentraron y se pasaron por columnas de desalinizacion
(Thermo®) como se ha descrito anteriormente. Las proteinas reducidas con DTT 10mM (30
minutos, 37°C, en agitacion), alquiladas con [AA 55mM (15 minutos, 37°C, oscuridad y
agitacion) y diluidas en 50mM de bicarbonato amodnico para reducir la concentracion de urea
de las muestras a 2M y digeridas con tripsina modificada en un ratio lpg:25pug
(tripsina:proteina) toda la noche a 37°C en oscuridad. La reacciéon de digestion se detuvo
mediante la adicion de 1ul de acido trifluoroacético (TFA). La mezcla de péptidos tripticos
obtenida se sometié a un proceso de limpieza con unas columnas CI8 (“spin columns”)
(Protea Bioesciences) siguiendo el protocolo comercial. La muestra se diluyé (1:1) en fase
moévil A (acido férmico 0,1% en H20-MilliQ) para su inyeccién directa en el equipo.
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Figura 16. Representacion esquematica de la técnica SRM-LC-MS/MS (del inglés “Selected Reaction
Monitoring”) para la medicion de péptidos, en el cual previamente se realiza una optimizacion de la

medida de los péptidos proteotipicos de las proteinas elegidas.

Las muestras se analizaron en modo SRM empleando un triple cuadrupolo 6460 LC/MS/MS
(Agilent Technologies) conectado en linea a un HPLC-chip cube (Agilent Technologies) y a
moédulos de cromatografia liquida (nano y capilar) de la serie 1200 (Agilent Technologies)
con auto muestreador refrigerado. La separacion de péptidos se llevo a cabo en un chip ProtID

88




Material y Métodos |

Zorbax 300B-C18-5 um con una columna analitica de 43x0,075-mm y una columna de
enriquecimiento de 40 nL (Agilent Technologies). Se inyectaron dos microlitros de muestra y
la separacion se llevo a cabo a 0,4 pul/min en un gradiente continuo de 5% de fase B durante
un minuto, alcanzando el 40% a los 5 minutos y posteriormente el 95% de B a los 12 minutos
hasta los 14 minutos, volviendo al 5% a los 15 minutos (fase B: 100% acetonitrilo, 0,1%
acido formico). El control del sistema se gestiond empleando el programa informético
MassHunter Software (v4.0 Agilent Technologies). El espectrometro de masas trabajo en
modo de ion positivo con un voltaje capilar de 1960 V, la fuente de gas a una temperatura de
325°C y un flujo de 5 L/min. El fragmentador se fijo en 130V y un “dwell time” de 20 ms; el
EMV a 400 V y la energia de colision se optimizo para cada transicion SRM. Las muestras se
analizaron por duplicado. Las sefiales individuales se normalizaron en base al TIC (total ion
current) y las areas de los picos fueron calculadas para llevar a cabo el analisis diferencial.

Analisis estadisticos

Para identificar diferencias significativas en las caracteristicas clinicas o medicamentos, los
tres grupos (N, dnA y MAM) se compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis con un nivel de confianza del 95%. Para el célculo de diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de proteinas entre los grupos (anélisis de confirmacion), se aplico
el método de ROUT para detectar valores atipicos en base a la tasa de falsos positivos (FDR),
estableciendo el valor de Q al 5%. A continuacion, se realizo una prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (Tabla 11) para calcular diferencias estadisticamente significativas de los
valores entre los diferentes grupos o el test no paramétrico de Mann-Whitney, cuando se
comparan solo dos grupos (progresores y no progresores) con un nivel de confianza del 95%.
Los analisis se realizaron por medio de software GraphPad Prism 6 (version 6.01). Para
evaluar el rendimiento de los marcadores individuales o de los paneles, se construyeron las
curvas de Caracteristica Operativa del Receptor (ROC) mediante el servidor web
Metaboanalyst (version 3.0) [160]. Las curvas ROC se generaron mediante la validacion
cruzada de Monte-Carlo (MCCV) usando submuestreo equilibrado. Las curvas ROC
univariante se calcularon en primer lugar con puntos Optimos de corte definidos como el
punto mas cercano a la esquina superior izquierda.

Tabla 11. Condiciones de andlisis SRM-LC-MS/MS para las proteinas confirmadas en la fase de
validacion con significacion estadistica (Kruskal Wallis p-valor <0,0001). Se incluyen los detalles de
las transiciones de las péptidos precursores (y fragmentos de masas), la energia de colision y las
secuencias de péptidos proteotipicos. CE: del inglés “collision energy” Dwell: tiempo de adquisicion.

Fasta Descrg)eclién del Secuegf’ieac l(li:; 0p}éptido Pre;ll;;sor e Al et (C‘}g tl;r(;aog:nz:]r; ]m:;l
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5.4.2. Analisis dirigido de Proteinas Identificadas Exosomales de Orina por
SRM-LC-MS/MS

Las muestras de orina de 40 pacientes no diabéticos y 14 sujetos sanos se analizaron de modo
individual por SRM-LC-MS/MS. La tabla 12 y 13 recoge las caracteristicas basales de esta
cohorte de confirmacién mostrando ademas la informacién adicional de la medicacion de los
pacientes. Los tres grupos son comparables con las diferencias marginales para el colesterol
total y el ACR propio de los diferentes grupos de pacientes.

Tabla 12. Caracteristicas basales y medicamentos de los pacientes utilizados en la confirmacion de las
proteinas exosomales por SRM-LC-MS/MS. Los valores aparecen expresados como media =+
desviacion estdndar o como porcentajes (%). Las diferencias estadisticas entre los tres grupos se
evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (valor de p <0,05 fue considerado
significativo). HDL: Lipoproteina de alta densidad; LDL: Lipoproteina de baja densidad; ACR: ratio
albumina-creatinina en orina; eGFR: estimacién tasa de filtracion glomerular N: normoalbuminuria;
dnA: de novo la albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

Caracteristicas basales N (n=19) dnA (n=11) MHA (n=10) p-valor
Edad (Afios) 6149 659 6349 0.362
Colesterol total (mg / dl) 197+34 170+13 187421 0.032
Triglicéridos (mg / dI) 121450 10650 120+39 0.34
Colesterol HDL (mg / dl) 53+12 50+17 49+9 0.493
Colesterol LDL (mg / dl) 120433 97+14 115421 0.056
Glucemia (mg / dl) 105+12 99+9 100+12 0.321
Acido trico (mg / dI) 5.1+1.8 6.1£1.6 5.7£1.5 0.373
e¢GFR (ml/ min / 1,73m2) 88+11 81+17 79420 0.464
Presion arterial sistélica (mmHg) 137£15 13120 137+19 0.616
Presion arterial diastélica (mmHg) 83+9 77£10 84+12 0.273
ACR (mg/ g) 8+7 83+38 1254125 <0.0001

Medications

Antihipertensivos,%

iECAs 11 9 30 0.316

ARA 67 64 70 0.849

Diurético 43 36 50 0.793

Bloqueante de los canales de calcio 33 18 60 0.148

Agente bloqueante beta 19 18 60 0.061
Otros tratamientos,%

Agente anticoagulante 24 27 20 0.916
Agentes reductores de lipidos 68 55 80 0.467
Agente antidiabético 0 0 0 >0.9999
Antialdosterdénicos 21 18 10 0.761

Hipouricémicos 0 18 0 0.067
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Tabla 13. Caracteristicas basales de los controles utilizados en la confirmacién por SRM-LC-MS/MS.
Los valores aparecen expresados como media + desviacidon estandar o como porcentajes (%). HDL:
lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad; ACR: ratio albumina-creatinina en
orina; eGFR: estimacion tasa de filtracion glomerular.

Caracteristicas basales

Edad (Afios) 56+7
Colesterol total (mg / dl) ~ 199+38
Triglicéridos (mg / dl) 83433

Colesterol HDL (mg / dl)  62+19
Colesterol LDL (mg/dl)  119£31

Glucemia (mg / dl) 91+13
Acido trico (mg / dl) 4.4+1.3
eGFR (ml/ min/1,73m2) 9314
ACR (mg/ g) 4+3

Los exosomas se aislaron a partir de estas muestras de orina y se obtuvieron los extractos de
proteinas individuales. Se digirieron 30 pg de proteina total por muestra individual tal como
se ha explicado en el apartado anterior y la mezcla de péptidos se analiz6 por SRM-LC-
MS/MS de modo similar. La separacion de péptidos se llevé a cabo en un chip ProtID Zorbax
300B-C18-5 um con 43x0,075 mm de columna de analisis y 40 nL de columna de
enriquecimiento (Agilent Technologies). Se inyectaron dos microlitros de muestra a 3 pl/min
y la separacion se llevo a cabo en 0,4 pl/min en un gradiente de acetonitrilo continuo: 70% B
en 10 min, 95% B a 12 min hasta 14,2 min y 0% de B durante 2 min ( B = 0,1% de 4cido
formico en acetonitrilo). El espectrometro de masas fue operado en el modo ion positivo con
un voltaje capilar de 1970V, la temperatura de la fuente de gas se mantuvo a 325 °C, y el flujo
de la fuente de gas en 5 L /min. El fragmentador fue ajustado a 130V, tiempo Dwell a 20 ms,
Delta EMV a 600V, y la energia de colision se optimizd para cada transicion SRM. Las
transiciones teoricas fueron disefadas utilizando el programa Skyline (v.1.1.0.2905) [159] y
se inspeccionaron manualmente. La especificidad de las proteinas fue confirmada por Blast y
los péptidos proteotipicos fueron seleccionados para el andlisis SRM (tabla). Las senales
individuales se normalizaron por el TIC (corriente id6nica total) y las areas de los picos
normalizados fueron calculados para la comparacion entre grupos.

Analisis estadisticos

Para identificar diferencias significativas en las caracteristicas clinicas o medicamentos, los
tres grupos (N, dnA y MAM) se compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis con un nivel de confianza del 95%. Para el célculo de diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de proteina entre los grupos, se aplico el método de ROUT para
detectar y descartar valores atipicos en base a la tasa de falsos-positivos (FDR), ajustando el
Q valor al 5%. A continuacion, se realizd la prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones
multiples de Dunn y nivel de confianza del 95% (Tabla 14). Para evaluar el rendimiento de
los marcadores individuales, se construyeron las curvas ROC mediante el servidor web
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Metaboanalyst (version 3.0) [160]. Las curvas ROC se generaron mediante la validacion
cruzada de Monte-Carlo (MCCV) usando submuestreo equilibrado. Las curvas ROC
univariante se calcularon en primer lugar con puntos Optimos de corte definidos como el
punto mas cercano a la esquina superior izquierda.

Tabla 14. Condiciones de anélisis SRM-LC-MS/MS de los péptidos proteotipicos, OLFM4, MPO,
ANTS3 con alteracion en dnA. Se incluyen los detalles de las transiciones de las péptidos precursores
(y fragmentos de masas), la energia de colision y las secuencias de péptidos proteotipicos. CE: del
inglés “collision energy” Dwell: tiempo de adquisicion.

Fasta Descripcion del Secuencia del péptido precursor Precursor Masa del CE  Fragmentador Dwell
gen u pep p m/z fragmento (\%) ) (ms)
Olfactomedina-4
Q6UX06 (OLFM4) K.ESFGGSSEIVDQLEVEIR.N 665.33 675.31 19.2 130 20
P01008 Aggg’gggﬁ')m K.SLTFNETYQDISELVYGAKL  726.69 779.42 21.4 130 20
P05164 Mlel‘(’fg‘g;da” R.AADYLHVALDLLER.K 799.93 841.42 25.8 130 20

5.4.3. Analisis dirigido de las respuestas alteradas de Metabolitos de Orina por
SRM-LC-MS/MS.

Se empled una cohorte de muestras de orina de 68 pacientes (26 diabéticos y 42 no
diabéticos) y de 14 controles. La tablas 15 y 16 contienen las caracteristicas basales de esta
cohorte de confirmacion, que muestran grupos perfectamente macheados, ademas de mostrar
la informacién adicional de la medicacion de los pacientes. Los tres grupos son comparables
con las diferencias marginales para el acido urico. sin diferencias significativas en ninguna de
las variables entre los grupos de pacientes, con excepcion del acido urico. De 35 pacientes
normoalbuminuricos se evalud su progresion (evolucion clinicamente en cuanto a potencial
incremento en ACR) y las caracteristicas basales se muestran en la tabla 17 sin diferencias
significativas.
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Tabla 15.: Caracteristicas y la medicacion de los pacientes de referencia para la confirmacién (SRM-
LC-MS/MS). Valores expresados como la media + desviacion estandar (SD) o porcentajes (%). Las
diferencias estadisticas entre los tres grupos se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (valor de p <0,05 fue considerado significativo). IMC: indice de masa corporal; HDL:
lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad, ACR: ratio albumina-creatinina en
orina; eGFR: estimacidn tasa de filtracion glomerular, IECA: inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; ARB: bloqueadores de los receptores de la angiotensina. N: normoalbuminuria; dnA: de
novo la albuminuria; MAM: microalbuminuria mantenida.

Caracteristicas basales N (n=39) dnA (n=13) MAM (n=16) p-valor
Edad (Aiios) 65+12 68+11 63+14 0.581
Sexo masculino), % 36 62 69 0.052
IMC (kg / m2) 30+5 31+4 20+4 0.505
Fumar en la actualidad,% 10 15 13 0.881
Colesterol total (mg / dl) 184429 168+27 184436 0.261
Triglicéridos (mg / dI) 120449 12966 14658 0.308
Colesterol HDL (mg / dl) 55+14 50£12 49+12 0.186
Colesterol LDL (mg / dl) 104428 93+20 107+27 0.352
Glucemia (mg / dl) 115+33 116+27 123+39 0.894
Acido trico (mg / dl) 5.4+1.7 6.4£1.7 7.2+1.7 0.003
Aclaramiento de creatinina (mg / ml) 183+437 96+36 75+42 0.238
eGFR (ml/ min / 1,73m2) 81+20 72422 68428 0.201
Presion arterial sistolica (mmHg) 138+18 144+20 144+32 0.618
Presion arterial diastélica (mmHg) 80+10 80+8 84£18 0.713
ACR (mg/ g) 10£13 104+122 8961969 <0.0001
Diabetes mellitus, % 33 39 50 0.5181

Medications

Antihipertensivos,%

iECAs 10 8 31 0.1029
ARA 85 70 63 0.1738
Diurético 54 54 56 0.9861
Bloqueante de los canales de calcio 62 46 75 0.2877
Agente bloqueante beta 36 23 13 0.1993
Agente bloqueante alfa 13 23 19 0.6551
Otros tratamientos,%
Agente anticoagulante 46 39 19 0.1691
Agentes reductores de lipidos 80 54 88 0.0861
Agente antidiabético 23 15 31 0.6162

Antialdosteronicos 21 8 6 0.2961
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Tabla 16.: Caracteristicas clinicas basales de los controles de referencia. Valores expresados como la
media £ desviacion estandar (SD) o porcentajes (%). IMC: indice de masa corporal; HDL:
lipoproteinas de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad, ACR: ratio albimina-creatinina

en orina; eGFR: estimacion tasa de filtracion glomerular.

Caracteristicas basales

C (n=16)

Edad (Afios)

Sexo masculino), %

IMC (kg / m2)

Fumar en la actualidad,%
Colesterol total (mg / dl)
Triglicéridos (mg / dl)

Colesterol HDL (mg / dl)
Colesterol LDL (mg / dl)
Glucemia (mg / dl)

Acido virico (mg / dl)
Aclaramiento de creatinina (mg / ml)
eGFR (ml/ min / 1,73m2)

Presion arterial sistélica (mmHg)
Presion arterial diastélica (mmHg)
ACR (mg/ g)

Diabetes mellitus, %

Antihipertensivos,%

49+9
25
2443

194424
74+30
64+13
106+17
80+12
5.1+1.1
97+20
84+11
110+18
76+12
6+6
0
0
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Tabla 17. Caracteristicas basales de los pacientes normoalbumintricos incluidos en el estudio
prospectivo. Las diferencias estadisticas entre los dos grupos se evaluaron mediante la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. N se refiere a los no progresores (se mantuvieron como N); dnA se
refiere a individuos N que siguen avanzando. IMC: indice de masa corporal, HDL: lipoproteinas de
alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad, ACR: ratio albumina-creatinina en orina; eGFR:
estimacion tasa de filtracion glomerular, IECA: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina;
ARB: bloqueadores de los receptores de la angiotensina.

Caracteristicas basales N (n=26) dnA (n=9) p-valor
Edad (Afios) 64+13 67+10 0.846
Sexo masculino), % 42 22 0.431
IMC (kg / m2) 3045 3245 0.386
Fumar en la actualidad,% 15 0 0.330
Colesterol total (mg / dl) 182+32 195+21 0.128
Triglicéridos (mg / dl) 118450 123454 0.802
Colesterol HDL (mg / dl) 55+12 55+18 0.916
Colesterol LDL (mg / dl) 102+30 115+26 0.213
Glucemia (mg / dl) 118431 106+43 0.746
Acido trico (mg / dl) 5,5£1,9 4,8+1,1 0.347
Aclaramiento de creatinina (mg / ml) 228+534 77+40 0.312
¢GFR (ml / min / 1,73m2) 80422 83420  0.546
Presion arterial sistélica (mmHg) 139421 136+16 0.860
Presion arterial diastélica (mmHg) 82+10 75+11 0.080
ACR (mg/ g) 9+11 77 0.747
Diabetes mellitus, % 31 44 0.685
Medications

Antihipertensivos,%

iECAs 4 22 0.156
ARA 88 78 0.586
Diurético 58 33 0.264
Bloqueante de los canales de calcio 62 78 0.45
Agente bloqueante beta 42 22 0.431
Agente bloqueante alfa 15 11 >0.9999
Otros tratamientos,%
Agente anticoagulante 42 67 0.264
Agentes reductores de lipidos 77 89 0.648
Agente antidiabético 27 11 0.645
Antialdosterdnicos 15 22 >0.9999
Hipouricémicos 8 0 0.607

La orina se centrifugd a 13.000 rpm a 4 °C durante 15 min. Las proteinas se eliminaron
mediante precipitacion en 50% de ACN/acido féormico (HCOOH) al 0,1%. Después de la
centrifugacion (11.000 x g por 5 minutos), se recogid el sobrenadante para el andlisis, se filtro
a través de un filtro de 0,22 pm, y se mezcl6 1:2 con fase mévil A (4cido férmico al 0,1% en
agua destilada Milli-Q) para el analisis por LC-MS/MS en el modo de SRM.
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Figura 17. Representacion esquematica de la técnica SRM-LC-MS/MS (del inglés “Selected Reaction
Monitoring”) para la medicién de metabolitos, en el cual previamente se realiza una optimizacion de la
medida de los metabolitos elegidos mediante la medida de patrones comerciales y datos de ionizacién
de la base de datos HMDB (Human Metabolites Data Base)

En este caso como muestra la figura 17 varia el andlisis en cuanto a la inyeccion de la
muestra y su previa optimizacion de los parametros de analisis (optimizacion por inyeccion de
patrones). Las transiciones Optimas de SRM (Tabla 18) fueron seleccionados previamente en
el modo de infusién directa mediante el andlisis de los patrones comerciales de metabolitos
(1pg/ml en faseA), inyectados por separado en mezclas de 3 o 4 metabolitos con pesos
moleculares diferentes para sintonizarlos simultdneamente (el peso molecular del metabolito
patron se calculé por HMDB). El modo de ionizacion se ha optimizado para cada metabolito
mediante el software Optimizer (Agilent Technologies).

96



Material y Métodos |

Un volumen de muestra de 10 pl se inyectd en una columna de fase reversa (Atlantis T3, 3
um, 2,1x 100mm?2, Waters) termostatizada a 40 °C. La separacion se llevo a cabo a 0.4
ml/min en un gradiente de acetonitrilo: 0% de B durante 0,5 min, 95% de B para medicion
positiva y a 100% para negativa en 2,5 min, 0% de B hasta los 5 min, (fase B: 0,1% de acido
formico en acetonitrilo). Se utilizd el espectrometro de masas 6460 de triple cuadrupolo
(Agilent Technologies) acoplado en linea al sistema de HPLC y controlado por el software
MassHunter (v4.0) en el modo de i6n positivo Delta EMV a 400V y en modo i6n negativo a
600V con 325 °C temperatura del gas fuente y el flujo de gas fuente a 11 L/min como se
publicoé anteriormente [70], [71], [158]. La energia de colision (CE) y el fragmentador se
optimizo para cada metabolito, el tiempo Dwell se fij6 a 20 ms en positivo y a 50 ms en
negativo. Las sefiales individuales se normalizaron en base al TIC (corriente idnica total) y se
calcularon las areas de los picos normalizadas para la posterior comparacion.

Tabla 18. Transiciones optimizadas SRM para cada metabolito, precursor-> fragmento (m/z), donde se
incluye la energia de colision (CE) el fragmentador, y el modo de ionizacion. HMDB: cédigo de la
base de datos en Human Metabolome data base.

s Moo Nedode  Prewnor  Mwadd | C Fgmeir Dl
HMDBO00357 3-Hidroxibutirato ) 103.1 59.1 10 60 50
HMDB00223 Oxalacetato +) 133.08 61.1 30 156 20
HMDB00026 3-Ureidopropionato ) 133.13 115.1 10 70 20
HMDBO00139 Glicerato +) 107.08 61.2 10 144 20
HMDBO00210 Pantotenato +) 220.24 90.1 14 80 20
HMDBO00148 Glutamato +) 147.9 102.1 18 175 20
HMDBO00128 Guanidoacetato +) 118.1 76.1 10 120 20
HMDB00744 Malato ) 133 115.1 10 84 50
HMDB00243 Piruvato ©) 87.1 433 10 60 50

Analisis Estadistico

Para identificar diferencias significativas en las caracteristicas clinicas o medicamentos, los
tres grupos (N, dnA y MAM) se compararon mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis con un nivel de confianza del 95%. Para el calculo de diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de metabolitos entre los grupos (analisis de confirmacion), se
aplico el método de ROUT para detectar valores atipicos en base a la tasa de falsos positivos
(FDR), estableciendo el valor de Q al 5%. A continuacioén, se realizd una prueba no
paramétrica de Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis se realizaron
por medio de software GraphPad Prism 6 (version 6.01). Para evaluar el rendimiento de los
marcadores individuales o de los paneles, se construyeron las curvas ROC mediante el
servidor web Metaboanalyst (version 3.0) [160]. Las curvas ROC se generaron mediante la
validacion cruzada de Monte-Carlo (MCCV) usando submuestreo equilibrado. Las curvas
ROC univariante se calcularon en primer lugar con puntos 0ptimos de corte definidos como el
punto mas cercano a la esquina superior izquierda. Por otro lado, el analisis multivariante
ROC se realizd mediante la combinacion de los metabolitos que muestran una respuesta
similar (paneles). Las curvas ROC creadas se basan en el rendimiento de la validacion
cruzada de un algoritmo multivariante. El test Random Forest fue seleccionado como el
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método de clasificacion y método integrado caracteristico. Las probabilidades de clase
predichas se llevaron a cabo utilizando el mejor clasificador (basada en el area bajo la curva
ROC (AUC)). Los metabolitos especificos contenidos en cada panel se detallan en la seccion
de Resultados.
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ESTUDIO DIFERENCIAL DE PROTEINAS EN ORINA DE PACIENTES
HTA

Como se ha descrito en el apartado de introduccion, pacientes hipertensos con tratamiento de
inhibicion del SRA pueden presentar elevadas cantidades de albumina en orina
(microalbuminuria). La albumina es un marcador de dafio organico, lo que indica que existe
una progresion de la enfermedad cardiovascular y potencialmente, de la funcién renal [28]. La
prevencion de la microalbuminuria es de gran relevancia y la busqueda de nuevas dianas de
prediccion ayudaran a la deteccion de pacientes hipertensos que progresan en la enfermedad a
pesar de estar cronicamente tratados. Gracias a estrategias protedmicas y metabolomicas sin
sesgo, en este estudio hemos obtenido resultados relevantes utilizando diferentes técnicas
complementarias, como se muestran en los apartados siguientes.

Los grupos de muestras de pacientes HTA utilizados para este fin han sido clasificados seglin
el desarrollo de albuminuria durante el seguimiento clinico: normoalbumintricos (N), de novo
albuminuria (dnA) y microalbuminuria mantenida (MAM). Para estudiar cambios
moleculares en respuesta a la propia HTA en este contexto clinico, se recogieron muestras de
individuos sanos como controles del analisis (C). En el apartado de material y métodos se
detallan las caracteristicas clinicas de los individuos utilizados en estos analisis.

Analisis diferencial proteomico por 2D-DIGE

En primer lugar, investigamos los cambios moleculares mas significativos en la orina en
respuesta al desarrollo de albuminuria que afecta a un numero considerable de pacientes
hipertensos con el SRA inhibido cronicamente mediante farmacos. Estos grupos han sido
clasificados segun la division detallada en la seccion métodos: C, N, dnA, MAM (Tablas 2 y
3 de material y métodos) empleando 5 muestras por grupo de pacientes y 6 muestras de
individuos sanos. En un estudio anterior observamos que cantidades muy elevadas de
albumina en orina dificultan el analisis por 2D-DIGE [74], por ello, en todas las muestras
analizadas la albumina no superd los 300mg/L visto por la bioquimica de las muestras
recogidas, lo que nos permitid hacer el estudio sin deplecionar las muestras tal y como
previamente ha sido descrito por nuestro grupo [142]. Elegimos la técnica 2D-DIGE ya que
este diseflo permite la separacion de distintas muestras marcadas en un unico gel, lo que
disminuye la variabilidad por numero de geles, ademés de introducir un patrén interno que
compensa las variaciones minimas experimentales. Por otro lado esta técnica es mas sensible
que otros métodos de tincion al basarse en deteccion por fluorescencia.

La orina previamente se concentré por Amicon de 10 kDa de corte y se limpid de sales por
columnas HLB Oasis que como hemos publicado previamente enriquecen la fraccion de bajo
peso molecular y nos permite detectar proteinas de menor tamafio que podrian estar
enmascaradas. Tal y como se indicé en material y métodos para llevar a cabo el analisis
diferencial por 2D-DIGE, se emple¢ el kit de marcaje minimo que permite el analisis de 50 pg
de proteina por muestra. En la figura 18A podemos ver el gel master obtenido con las
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manchas diferenciales marcadas y una imagen representativa de gel 2D-DIGE con los
fluorocromos superpuestos (Figura 18B).

pH 4 pH 7

Figura 18. A) Gel representativo (gel master) del estudio 2D-DIGE donde las manchas proteicas
diferenciales alteradas (p-valor <0,05) son sefialadas. B) Iméagenes superpuestas de los fluorocromos
Cy3 y Cy5 en el gel de 2D-DIGE representativo. En este caso una muestra de control (en verde) se
marc6 con Cy3 y una muestra de paciente con MAM con Cy5 (rojo). El estdndar interno compuesto
por todas las muestras incluidas en el estudio se marco con Cy2 y se cargd en todos los geles del
experimento. PM: peso molecular.

En total obtuvimos 56 manchas proteicas alteradas (p-valor <0,05) (Anexo 1), 20 de ellas
estaban en la zona de la albimina. En total, pudimos identificar 12 manchas que
correspondieron a 10 proteinas (tabla 19) de las cuales dos manchas proteicas contienen cada
una, una mezcla de dos proteinas, por lo tanto, los cambios en la expresion de esas manchas
no se pueden atribuir a ninguna de las dos proteinas inicialmente. La tabla 19 muestra las
tendencias observadas entre los grupos comparados, donde las flechas reflejan aumento o
disminucién en el grupo situado en la parte superior de la relacion. Cuando una proteina se
identifico en varias manchas proteicas, se puede observar que las variaciones entre grupos
siguen la misma tendencia (por ejemplo, CD59 y alfa-1-antitripsina).
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Tabla 19. Proteinas identificadas con alteracion significativa (one way ANOVA) en respuesta a
desarrollo de albuminuria o HTA per se, en el analisis 2D-DIGE. Las flechas reflejan el
incremento/disminucion del grupo colocado en la parte alta de la relacion. La tabla muestra el numero
de péptidos unicos identificados, el % de cobertura de la secuencia y las tendencias observadas para
cada proteina entre los grupos comparados (aumento o disminucién en el grupo situado en la parte
superior de la relacion). C: control. N: normoalbumintricos. dnA: de novo albuminuria. MAM:
microalbuminuria mantenida.

Nede Cobertura
Nombre de la Péptidos dela
Spot acceso . Gen N/C dnA/C MAM/C dnA/N MAM/N MAM/dnA ANOVA ~ . .
(UniProt) proteina unicos  secuencia
(%)
alfal-beta
1 P04217 glicoproteina A1BG 1 I I I I l 0.00042 12 36
alfal-
2 P01009 antitripsina AAT l T i T T l 0.048 15 37
alphal-
3 P01009 antitripsina AAT 1 I i T I l 0.018 11 25
Fibrinogeno
P02671// FGA/l
4 P06870 cader}a a?fa // KLK1 T 1 l 1 ! i 0.021 5//6 8//16
Kalicreinal
5 P05452 Tetranectina TNA 1 ! | 1 | 1 0.033 10 58
6 P02760  proteina AMBP AMBP l 1 l l i i 0.012 12 29
CD59
7 P13987 glicoproteina CD59 1 l l 1 l T 0.0024 5 21
CD59
8 P13987 glicoproteina CD59 1 l l 1 l T 0.0022 5 21
CD59
9 P13987 glicoproteina CD59 T l l l l I 0.03 4 21
CD59
10 P13987 glicoproteina CD59 T l l l l i 0.0082 6 21
Zinc-alfa 2
11 P25311 glicoproteina AZGP1 1 1 il 1 1 l 0.016 8 22
Proteina 1
12 Q8WVNG6// transmembrana SECTMI1 ! 1 1 ? 1 | 0018 716 25 //25

P02766 y secretada // /I'TTR
Transtiretina

En el analisis estadistico (one way ANOVA) del estudio 2D-DIGE, obtuvimos seis proteinas
alteradas significativamente (y dos spots con mezcla de dos proteinas cada uno). En la figura
19, se representa la tendencia del spot segun el grupo : a-1-B glucoproteina (A1BG) (figura
A), zinc-a-2-glicoproteina (AZGP1 o ZA2G) (figura 19B), CD59 glicoproteina (CD59)
(figura 19C), proteina AMBP (figura 19D), tetranectina (TNA o CLEC3B) (figura 19E) y a-
1 antitripsina (AAT o SERPINAL1) (figura 19F). Estos datos representan los cambios
moleculares que tienen lugar en la orina con diferentes respuestas a la hipertension y a la
progresion de la albuminuria donde las gréficas de la figura A, B y C responden a albuminuria
(se separan C y N de dnA y MAM), D y E responden a HTA (C frente a los demas grupos N,
dnA y MAM) y en la grafica F aumenta en un estadio intermedio (dnA).
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Figura 19. Tendencias de las proteinas con expresion diferencial en respuesta a HTA y albuminuria
identificadas por diferenciales por 2D-DIGE (un spot wuna proteina). C: control. N:
normoalbuminuricos. dnA: de novo albuminuria. MAM: microalbuminuria mantenida.

El analisis de componentes principales (PCA) mostrd una agrupacion clara de las muestras de
orina individuales de acuerdo con la condicion sana (C), la hipertension sin albuminuria (N),
y la hipertension con albuminuria (dnA o MAM). Curiosamente, los individuos en los que
progresa la albuminuria (dnA) son los que se encuentran mas separados del estado de
normoalbuminuria y aun mas que aquellos con microalbuminuria mantenida (MAM), lo que
indica a una situacion inestable en la condicion dnA (Figura 20).
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Spot Maps (Score Plot)
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Figura 20. Gréfico de andlisis de componentes principales (PCA). Cada punto representa una muestra
de orina utilizada en la fase de descubrimiento (analisis DIGE), donde la diagonal muestra una
separaciéon entre los grupos con albuminuria de los que no la tienen. C: control. N:
normoalbuminuricos. dnA: de novo albuminuria. MAM: microalbuminuria mantenida.

Analisis por espectrometria de masas (SRM-LC-MS/MS) en una cohorte de
confirmacion.

La metodologia de espectrometria de masas de reaccidon seleccionada (SRM-LC-MS/MS)
permite la cuantificacion especifica de proteinas de interés en base a los péptidos
proteotipicos de cada una de ellas. Este tipo de analisis es muy sensible y especifico para la
deteccion de proteinas candidatas y posibilita la monitorizaciéon simultdnea de multiples
masas (proteinas) de una misma muestra al mismo tiempo [161]. Ademas supone una enorme
ventaja en cuanto a capacidad de andlisis de un elevado nimero de muestras (“hight
throughput”), automatizacion y reducciéon en el tiempo de analisis. En este estudio se
desarrollaron métodos de analisis por un equipo de espectrometria de masas triple cuadrupolo,
acoplado en linea con un sistema de nanocromatografia en modo chip (nLC-(SRM)-chip-
QQQ-MS) para las proteinas previamente identificadas con alteracion significativa (Tabla 11
de material y métodos).

La confirmacion de los resultados obtenidos por 2D-DIGE mediante SRM se estudi6é en
orinas obtenidas de una nueva cohorte de 108 individuos (Tablas 9 y 10 de material y
métodos), 90 pacientes y 18 individuos control. En este caso se efectuaron dos pinchazos por
muestra para analizar dos inyecciones réplicas técnicas ademdas de normalizar los datos para
evitar la variabilidad experimental.

Como muestra la figura 21A-C, las alteraciones moleculares que anteriormente se
encontraron fueron confirmados para CD59, AAT y TNA (Tabla 11 de material y métodos).
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Las proteinas CD59 y AAT mostraron una respuesta alterada ya en aquellos individuos que
desarrollaron dnA (disminucion (CD59) y aumento (AAT)) que, de acuerdo con estas dos
proteinas, se comportan como los pacientes con MAM (Anexo 2). En cambio, TNA muestra
una tendencia decreciente en respuesta a la condicién correspondiente a la hipertension
(Anexo 2). Las curvas ROC se muestran para las tres proteinas en la figura 21a-c. CD59 y
AAT muestran una buena sensibilidad y selectividad (AUC = 0,888 y 0,819, respectivamente)
en la clasificacion de individuos normoalbumintricos y control frente a individuos con
albuminuria (de novo o mantenida). Tetranectina, por otro lado, permite discriminar entre el
control y los sujetos hipertensos (AUC = 0,732).

A CD59 B AAT C TNA
0.04 0.04 0.025
2 oo 3 om g oom
8 8 8 0015
a 002 e 0.02 a
e o 2 0010
@ © ©
o 001 0.01 o
g k: £ 0005 .
0.00 0.00 . 0.000--— . .
c N  dnA MAM c N dnA  MAM c N  dnA MAM
a b c
w 2 v © v © -
o 8- Q=
> 0.00375(0.8, 0.9) 2 2
7w | D D @
O o O o O o
o o o
é) ‘ o | § o 0.0246(0.8,0.7) § . 0.0158(07,07)
g° 2° 2°]
3 AUC=0,888 3 AUC=0,819 3 AUC=0,732
531 (0,844-0,932) 53 (0,756-0,874) S (0,641-0,817)
> >
(] () ()
T «~ | T «~ | T o |
o ° o° o °
= p= b=
[ (¢} ©
< o | o o | o o |
° T T T T T T ° T T T T T T ° T T T T T T
0.0 02 0.4 06 08 10 0.0 02 04 06 08 10 0.0 02 0.4 0.6 0.8 10
Ratio de falsos positivos Ratio de falsos positivos Ratio de falsos positivos

Figura 21. Respuesta en orina de CD59 (A, a), AAT (B, b) y TNA (C, c¢) en individuos sanos y
pacientes hipertensos cronicamente tratados con inhibidores del SRA (i-SRA), en diferentes etapas de
progresion de albuminuria (Kruskal Wallis ANOVA p-valor <0,0001). Los graficos muestran datos
obtenidos por SRM-LC-MS/MS frente a cada estado de albuminuria, con transiciones representativas:
CD59 513,9->574,2, AAT 548,0>734,4 y TNA 515,9->537,2. Las curvas ROC evaltan la respuesta
a la condicion de albuminuria (CD59 y AAT) o a la hipertension (TNA). C: control. N:
normoalbumintrricos. dnA: de novo albuminuria. MAM: microalbuminuria mantenida.

Cabe sefialar que el descubrimiento de nuevos marcadores potenciales asociados a la
progresion de la albuminuria en pacientes cronicamente tratados con inhibidores del SRA (i-
SRA) fue estudiado incluyendo, exclusivamente, pacientes no diabéticos en el andlisis por
2D-DIGE para asi evitar la diabetes como factor influyente en la respuesta de las proteinas. El
numero de individuos reclutados fue aumentado en la fase de confirmacion por SRM,
incluyendo 36% de sujetos diabéticos (Tabla 9 de material y métodos). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas atribuidas a la condicion diabética, como puede verse
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en la figura 22, Unicamente una respuesta mas temprana de CD59 en individuos diabéticos,
tal y como refleja esa disminucién pronunciada ya en el grupo dnA asemejandose a la
condicién de MAM.

A CD59-no DM B AAT-no DM C TNA-no DM

0.04 0.04 0.025
;{/ 0.03 ; 0.03 ; 0.020
3 3 S 0015
002 s 002 a
g 3 8 0010
3 oot S 001 @
£ 2 £ o000

0.00—— v T 0.001— T . 0.000--— : :

(o3 N dnA MAM C N dnA MAM (o3 N dnA MAM

d CD59-DM b AAT-DM C TNA-DM

0.04 0.05 0.025
g 0.03 § 0.04 g 0.020
8 g 003 8 0.015
d 002 2 &
S L 002 2 0010

©

g 0.01 % . ’_—f_‘ |_-|-_| £ 0005 -

0.00 0.00— . T 0.000--— , .

C N dnA MAM (o] N dnA MAM C N dnA MAM

Figura 22. Efecto de la diabetes mellitus (DM) en CD59 (A, a), AAT (B, b) y TNA (C, c) en orina.
Los pacientes diabéticos con dnA muestran niveles CD59 maéas cerca de los observados para los
individuos con MAM. Los graficos muestran datos de SRM-LC-MS/MS frente a cada estado de
albuminuria, con transiciones para CD359 513,9->574,2, para AAT 548,0>734,4 y para TNA
5159>537,2. C: control. N: normoalbuminuricos. dnA: de novo albuminuria. MAM:
microalbuminuria mantenida.

Estudio Prospectivo en orina. Prediccion de desarrollo de albuminuria en HTA
controlada.

En vista de los resultados anteriores y a fin de evaluar estas proteinas como predictores de
desarrollo de dnA, se realizd un estudio prospectivo. Un subgrupo de estos pacientes
hipertensos, que fueron clasificados como normoalbuminuricos durante la toma de muestras
de orina para el estudio, fueron seguidos clinicamente durante al menos 1 afio desde la
recoleccién de muestras de orina, es decir cuando todos ellos mostraban valores normales de
albuminuria. De 37 pacientes monitorizados, 25 permanecieron como normoalbumintricos.
En cambio, 12 evolucionaron a dnA (progresion) como aumento observado en al menos 10
unidades del ratio albumina-creatinina (ACR). En la figura 23, se puede observar la
evolucion de albuminuria para individuos estables (N) y que progresan (dnA) (figura 23a), y
donde también se muestran valores similares en el momento del estudio para todos ellos,
independientemente de su progresion individual (figura 23 by c).
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Figura 23. La albuminuria se evalu6 en el momento del muestreo y después de al menos un afio mas
tarde donde los individuos fueron clasificados como no progresores (N) o progresores (dnA) (A). En
las graficas B y C podemos observar la progresion individual de los pacientes con progresion de los
que no la tienen.

Los niveles de proteina CD59 y AAT se midieron en orina recogida cuando ain eran
normoalbuminuricos y se detectd una variacion significativa para ambas proteinas en aquellos
individuos que posteriormente la desarrollaran, sirviendo como predictores del desarrollo
futuro de albuminuria. Como podemos ver en la figura 24A, CD59 disminuye de forma
significativa en los individuos normoalbuminuricos que progresaran en al menos 10 unidades
de ACR, en cambio, AAT lo hace aumentando significativamente como se muestra en la
figura 24B.
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Figura 24. CD59 y AAT predicen la progresion de la albuminuria en pacientes normoalbuminuricos.
Los niveles de CD59 (disminuyendo, A) y AAT (aumentando, B) en orina cuando estos individuos
eran normoalbumintricos pueden distinguir entre los individuos progresores de los que no lo son,
anticipando el desarrollo o no de albuminuria (**: p-valor <0,01, *: p-valor <0,05).
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En este apartado hemos confirmado un panel de tres proteinas significativamente
alteradas TNA, CD59 y AAT en los pacientes hipertensos con desarrollo la albuminuria.
CD59 y AAT son capaces de predecir, en individuos con normoalbuminuria, quienes de
ellos van a desarrollar la albuminuria de novo en el futuro.

Los resultados de este estudio ha dado como resultado una publicacion en la revista
Cardiovascular Diabetology 2016 [162] (Anexo 6).

109






Resultados |

EXOSOMAS EN ORINA REVELAN DIANAS PROTEICAS EN
PACIENTES HTA BAJO i-SRA QUE DESARROLLAN ALBUMINURIA

Proteinas Exosomales Identificadas en Hipertensos Bajo la Supresion Cronica SRA

Como hemos visto en los resultados anteriores, la orina es una fuente rica de marcadores
proteicos que ademas, se puede obtener de forma sencilla y no invasiva. Por otra parte las
microvesiculas exosomales aisladas a partir de la orina han adquirido gran relevancia en los
ultimos afios como fuente de estudio al ser portadores de informacidn con gran interés clinico
[163]. Los exosomas representan un subproteoma cuyo analisis en comparacion con el de la
orina completa facilitaria la deteccion de proteinas minoritarias que se encuentran en esa
fraccion. Asi, de forma complementaria y en relacion al apartado anterior se investigaron los
exosomas de orina y su posible papel en mecanismos fisiopatoldgicos responsables del
desarrollo de la albuminuria en HTA bajo i-SRA, en una cohorte de 40 pacientes hipertensos
no diabéticos y 16 controles (Tablas 6, 12 y 13 de material y métodos).

En trabajos anteriores obtuvimos un mayor rendimiento en el analisis exosomal por técnicas
basadas en LC-MS que por 2D-DIGE [74], [75]. Por ello, en este trabajo, empleamos el
andlisis por la metodologia cuantitativa iTRAQ-LC-MS/MS, de alta sensibilidad. La técnica
iTRAQ, se trata de una metodologia que requiere un marcaje con isétopos pesados lo que
permite distinguir y comparar los péptidos pertenecientes a las diferentes muestras (hasta 8 en
este caso) y mediante LC-MS/MS Q-Exactive permite ademas, identificar y cuantificar miles
de péptidos en un experimento Unico. Partiendo de 23 muestras de individuos no diabéticos se
formaron en pooles de 2 o 3 muestras por grupo, dando un total de 8 pooles, 2 pooles por
grupo clinico, lo que quiere decir dos réplicas biologicas de cada uno de los cuatro grupos ( C,
N, dnA y MAM). Esto permitié realizar una profunda cobertura del proteoma exosomal
analizado en orina.

Previo al analisis LC-MS/MS, se carg6 la misma cantidad de proteina total por muestra en un
SDS-PAGE concentrando todas las proteinas en una sola banda que fue posteriormente
digerida, marcada con etiquetas iTRAQ y fraccionada para aumentar la cobertura en la
identificacion de proteinas. Cada una de las fracciones se analizaron por LC-MS/MS en un
equipo Orbitrap Elite (Thermo Fisher).

En la caracterizacion cualitativa del proteoma exosomal de los individuos analizados,
identificamos un total de 487 proteinas en exosomas de orina con mas de 3 péptidos (Anexo
3). Entre estas proteinas, 100 fueron identificadas por primera vez, segun el repositorio de
Exocarta (www.exocarta.org), en exosomas de orina (Anexo 4). El protocolo empleado en el
aislamiento de los exosomas fue previamente puesto a punto en el laboratorio [74], [75]. En el
analisis de iTRAQ se identificaron marcadores tipicos de exosomas como Tsgl01, CD9,
CD63, anexinas A3, A4, A5, A6, A7, All, Flotillin-1, Clathrinl, HSP70 y LAMPI sin
diferencias significativas observadas entre los grupos comparados (N, dnA, MAM). En
estudios previos, algunas de las proteinas identificadas han sido asignadas especificamente a
la capsula de Bowman, al tubulo proximal, al asa de Henle, al tibulo distal, al conducto
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colector del sistema urinario o a la vejiga, que de igual manera no muestran variacion en la
respuesta a la albuminuria o la hipertension (Tabla 20).

Tabla 20. Proteinas identificadas en exosomas de orina de pacientes hipertensos bajo supresion
cronica del SRA que, sin mostrar alteracion en respuesta a la hipertension y albuminuria, en trabajos
previos, han sido aisladas de los exosomas de la orina y asignados a partes especificas del sistema
urinario y de la nefrona.

Fasta Gen Nombre de la proteina PIél;t_ Refs.
Capsula de Bowman

000592 PODXL Podocalyxin 6 [164], [165]
Podocitos

QINPS8S5 NPHS2 Podocin 4 [166]
P17927 CR1 Complement receptor type 1 [166]
Células parietales

P05787 KRT8 Keratin, type II cytoskeletal 8 7 [167]
Thibulo contorneado proximal

P98 164 LRP? pl;gzifeznsity lipoprotein receptor-related 59 [164]. [166]
060494 CUBN Cubilin 46 [164], [166]
P15144 ANPEP Aminopeptidase N 55 [164]
096009 NAPSA Napsin-A 4 [164]
Asa de Henle

P07911 UMOD Uromodulin 44 [164], [167]
sy s e sk
TR o
Thibulo contorneado distal

Q8N271 PROM2 Prominin-2 6 [167]
P55017 SLCI2A3 Solute carrier family 12 member 3 12 [164], [167], [168]
Thbulo colector

P38606 ATP6V1A V-type proton ATPase catalytic subunit A 14 [167]
P15313 ATP6VIBI i:;—;(})/f; proton ATPase subunit B, kidney 9 [167]
Q93050 ATP6VOAL i:;—;(})/f; I;roton ATPase 116 kDa subunit a 5 [167]
QoUI12 ATP6V1H V-type proton ATPase subunit H 4 [167]
QOHBGA ATP6VOA4L i:;-gf; zroton ATPase 116 kDa subunit a 4 [167]
Vejiga

000526 UPK2 Uroplakin-2 4 [166]
P08727 KRT19 Keratin, type I cytoskeletal 19 18 [167]
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Proteinas alteradas en respuesta a la albuminuria en exosomas.

El andlisis cuantitativo se llevd a cabo empleando el programa QuiXot y se basd en ratios-
log2 expresados en forma de las variables estandarizadas (Zq) (valor absoluto), siendo Zq la
media de las dos réplicas en comparacion con el grupo control. Los proteinas
diferencialmente significativas las elegimos con un Zq >1.4 (valor absoluto), con p-valor <
0,05. Entre las 487 proteinas identificadas, 48 mostraron una respuesta significativamente
alterada en hipertensos bajo la supresion cronica del SRA en comparacidon con sujetos sanos
(Tabla 21). Segtn la base de datos Human Protein Atlas en la que se muestra la expresion de
las proteinas en diferentes tejidos humanos, obtuvimos que el 56% de estas proteinas tienen
expresion en el rifion, principalmente en el tubulo (26 proteinas), pero también en el
glomérulo (13 proteinas). En un estudio diferente, la mayoria de estas proteinas fueron
identificadas al caracterizar el proteoma de los exosomas urinarios liberados por los podocitos
[169] lo que nos asegura encontrarlas en el sistema urinario.

Los resultados obtenidos en el andlisis por iTRAQ se visualizan en forma de “heatmap”
(Tabla 21) que muestra con diferente grado de intensidad de color la magnitud de la variacion
de proteina en concordancia a cada grupo de pacientes frente al grupo control (rojo,
incrementada; verde, disminuida). Segln los valores de corte de significaciéon empleados, se
pueden observar tres tendencias principales con una regulacion incrementada o disminuida en
respuesta a: hipertension sin albuminuria (N) (9 proteinas), microalbuminuria mantenida
(MAM) (18 proteinas), y de novo albuminuria (respuesta temprana, dnA) (21 proteinas). Entre
las 48 proteinas variadas significativamente aparecen tres proteinas ya variadas en la orina
completa con la misma tendencia, alfa-1B glucoproteina (A1BG), zinc-alfa-2-glicoprotein
(AZGP1) vy alfa-l1-antitripsina (SERPINA1 o AAT). AIBG y AZPGl, varian en
microalbuminuria mantenida, aunque en orina completa la vemos ya aumentada en de novo
albuminuria (dnA). En cambio, AAT sigue el mismo patréon visto en orina completa que
ademas pudo ser confirmado por SRM-LC-MS/MS.
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Tabla 21. Relacion (“heatmap”) de las 48 proteinas identificadas en los exosomas urinarios de
pacientes hipertensos bajo supresion cronica de SRA que muestran niveles significativamente

alterados en respuesta a la albuminuria (Zq >1.4, “fold change” Fc >1.5 valor absoluto). La escala
segun el grado de color representa: rojo, incrementada; verde, disminuida. Expresion anotada en el
rindén: Human Protein Atlas (HPA). Péptidos Identificados por LC-MS/MS. G: glomérulo; T: tabulo; -:
sin datos; PTECs (células epiteliales de los tiibulos proximales); I (intersticio); PEC (células epiteliales
parietales); PT (tabulo proximal). C: control. N: normoalbumintiricos. dnA: de novo albuminuria.

MAM: microalbuminuria mantenida.

Evidencia Zq Fe-
D _
Fasta Gen Descripcion Peptl el rif6n Zl\? dZn?A MA  Fce-N :nc ) MA
ePtl 1P refs) M M
Proteinas respondedoras a microalbuminuria mantenida
P01859 IGHG2 lg gamma-2 chain C 1 - 12 14 37
region
P02750 LRGI Leucine-rich alpha-2- 1 T 15 1,1 37
glycoprotein
P04217 Al1BG Alpha-1B-glycoprotein 11 - 1,3 1,1 3,7
P25311 AZGP1 Zinc-alpha-2-glycoprotein 10 T 1,3 1,0 3,0
P15586 GNS N-acetylglucosamine-6- 6 G,T 16 11 32
sulfatase
P04066 FUCA1 Tissue alpha-L-fucosidase 5 T 1,6 1,4 3,1
P34059  GALNs  \acetylzalactosamine-6- g G,T 17 13 28
sulfatase
Pl Ipha-L-
Q9BTY2  FUCA2 asma a'pha 4 T 12 12 22
fucosidase
P07355 ANXA2 Annexin A2 36 G,T 16 13 20
P04083 ANXAL Annexin Al 29 G 27 12 20
P10253 GAA Lysosomal alpha- 30 T 16 13 32
glucosidase
P01011 SERPINA3  Alpha-1-antichymotrypsin 14 -
P08236 GUSB Beta-glucuronidase 14 G,T 1,5 1,2 1,9
P15289 ARSA Arylsulfatase A 1 G,T - 1,6 1,5 38
P00747 PLG Plasminogen 8 T, 1[170] 12 12 19
P51688 SGSH N-sulphoglucosamine 5 T 16 12 24
sulphohydrolase
BIA064 IGLLS Immunoglobulin lambda- ¢ T 12 14 23
like polypeptide 5
Thyroxine-bindi
P05543  SERPINA7 yroxine-binding 1 ; 16 13 26
globulin
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Evidencia Zq Fe-
ID -
Fasta Gen Descripcion Pentlt ™ el rif6n f\? dzni MA  Fce-N :nc ) MA
Pl HpA,refs) M M
Proteinas respondedoras a de novo albuminuria (respuesta temprana)
PE
P00450 CP Ceruloplasmin 35 [17?]8 1,6 4.0
PT, I
P01024 C3 Complement C3 57 1,9 2,3
[172]
P01009 SERPINA1 Alpha-1-antitrypsin 32 T 2,2 29
P02787 TF Serotransferrin 31 P[T%C]s 16 30
P49221 TGM4 Protein-glutamine gamma- 16 ) 2.0 2.1
glutamyltransferase 4
POCOL4 C4A Complement C4-A 41 T[172] 1,5 2,2
P16278 GLB1 Beta-galactosidase 14 G,T 1,6 23
I -1 chai
P01857 IGHG1 g gamma-1 chain C 14 - 17 27
region
1 t t
A2BHY4  C4B-1 Complement componen 5 T[172] 17 24
C4B
Ig k hain V-III
P01620 g kappa chain ¥ 4 - 16 3.6
region SIE
Q96P63  SERPINBI12 Serpin B12 7 T 2,1 1,8
P07339 CTSD Cathepsin D 13 G,T 1,6 1,9
Q6UX06 OLFM4 Olfactomedin-4 21 T [174] 2,0 1,3
P01008 SERPINC1 Antithrombin-II1 8 G,T 1,8 1,4
P02511 CRYAB Alpha-crystallin B chain 7 G,T 1,6 1,5
inflitrati
P05164 MPO Myeloperoxidase 11 m[ 1‘ ;;‘]es 13 18 13
M te diff tiati
P08571 CD14 onocyte differentiation 16 - 11 15 22
antigen CD14
PO0915 CAl Carbonic anhydrase 1 9 . - L1 23 23
M -binding lecti
000187  MASP2 annan-binding lectin 9 G.T 15 19 14
serine protease 2
B ion t; Tt
P02730  SLC4Al and 3 anion transpo 8 T 24 16 14
protein
P05090 APOD Apolipoprotein D 7 - 1,4 1,7 1,3
Proteinas respondedoras a hipertension con normoalbuminuria
POSIS4  SERPINAS | |4smaserine protease 21 T 17 22
inhibitor
P05109  SI00AS Protein S100-A8 18 m?f;r;]tes 3.6 52
inflitrati
P06702  SI00A9 Protein S100-A9 15 m[ 1‘;2]“ 34 32
h iti Ifat
Q6UVKI  CSPG4 Chondroitin sulfate 4 G.T 1,7 20
proteoglycan 4
P12277 CKB Creatine kinase B-type 12 - 1,3 1,5
Pro-epi 1 th
PO1133 EGF ro-epidermal grow 26 T L1 20
factor
P01023 A2M Alpha-2-macroglobulin 18 G,T 1,1 1,3
UPF0764 protein
X 1 4 T
Q6UX73 C160rf89 Cl60rf89 1,3 1,6
Inter-alpha-trypsin
14624 ITIH4 14 T
Q146 inhibitor heavy chain H4 L5 2l
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Identificacion de un panel con respuesta a la condicion de albuminuria desarrollada de
novo por SRM-LC-MS/MS

En este estudio y a diferencia de la orina, no se encontraron proteinas con capacidad
predictora del desarrollo de albuminuria. Sin embargo, nos parecié de interés identificar por
SRM-LC-MS/MS un panel representativo de proteinas que respondieran a la condicion de
dnA, por ser una respuesta mas temprana donde podrian estar desarrollandose mecanismos
que no se dieran en pacientes con mejor prondstico. Se evalud un sub-conjunto de proteinas
representativas que respondieron significativamente a dnA, con una técnica analitica dirigida,
y sensible siguiendo el flujo de trabajo visto en el estudio anterior de la orina completa. Los
exosomas se aislaron a partir de las muestras de orina de 40 pacientes no diabéticos y 14
sujetos sanos. Las proteinas analizadas fueron: mieloperoxidasa (MPO), olfactomedin-4
(OLFM4) y antitrombina-III (AT3). Cada proteina se analizé segun se detalla en material y
métodos (Tabla 14 de material y métodos). Los niveles alterados significativamente (p-valor
<0,05) se confirmaron para cada proteina: OLFM4 y AT3 aumentando y MPO disminuyendo
(Figura 25A-C) ademas, las curvas ROC muestran una buena sensibilidad y especificidad
para diferenciar los pacientes dnA del grupo control, AUC= 0,917 para la OLFM4, AUC=
0,862 para la AT3 y AUC= 0,754 para la MPO (Figura 25a-c). También existe diferencia
significativa entre pacientes N y dnA aunque la sensibilidad y especificidad es mas baja
(AUCMPO= 0,669 AUCOLFM4= 0,794 AUCAT3= 0,71 1)
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Figura 25. El analisis por SRM-LC-MS/MS confirm6 las variaciones anteriores identificadas por
iTRAQ para tres proteinas representativas que muestran una alteracion significativa en respuesta a
dnA (respuesta temprana): MPO (A), AT3 (B) y OLFM4 (C). Los paneles (a-c) muestran curvas ROC
para estas proteinas, respectivamente. Se realizd test no paramétrico de Kruskal-Wallis con
comparaciones multiples de Dunn y el nivel de confianza del 95% entre cada condicion patologica (N,
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dnA, MAM) y control (C). **: p-valor<0,01, *p-valor <0,05. C: control. N: normoalbuminuricos. dnA:
de novo albuminuria. MAM: microalbuminuria mantenida.

Redes de interaccion de proteinas y procesos biologicos

Las diferencias encontradas a nivel proteico en exosomas de la orina de pacientes hipertensos
tratados con i-SRA se analizaron a nivel funcional, procesos biolodgicos en los que participan
y redes de interaccion. La figura 26 muestra la clasificacion funcional molecular y los
procesos enriquecidos de manera significativa (p-valor <0,05) detras de las alteraciones
observadas de las proteinas en respuesta a la hipertension y a la progresion de albuminuria.
Las respuestas, inflamatoria, de defensa y de reparacion fueron identificadas como los
principales mecanismos bioldgicos implicados relacionados con las 48 proteinas. En
particular, los patrones alterados son agentes activos en la respuesta inmune, la activacion del
complemento, la proteolisis y los procesos metabolicos, relacionados principalmente con el
metabolismo de compuestos de sulfuro, lipidos y polisacaridos, ademas de una actividad
inhibidora de enzimas de tipo serina. Por otro lado la tltima grafica de la figura 25 muestra la
relacion de estas proteinas con los componentes celulares donde se observa una alta relacion
con el espacio extracelular y vesiculas membranosas como vacuolas de lisis relacionadas
también con exosomas.
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Figura 26. La grafica muestra los procesos significativamente enriquecidos (p-valor <0,05)

identificados para todo el conjunto de las 48 proteinas alteradas en respuesta a la hipertension y

albuminuria. Esta representado el % de genes asociado a cada proceso bioldgico, funcion molecular y
relacion con los componentes celulares.

El analisis de redes de interaccion permite visualizar las conexiones existentes entre proteinas
por comparacion con una base de datos de interacciones proteicas conocidas y predecibles,
tanto directas (fisicas) e indirectas (funcionales). Este andlisis revelo que 21 de esas 48
proteinas interactiian en conjunto, y participan en tres principales grupos funcionales, como se

resume graficamente en la figura 27: "degradacion de glicosaminoglicanos (GAGs)",
"coagulacién y sistema del complemento" y "estrés oxidativo". Para la comparacion se
empleo el filtro de confianza mas alto (0,900).
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Figura 27. Analisis de redes por STRING que revel6 tres grupos principales de interaccion, apuntando
a la degradacion de glicosaminoglicanos (GAGs), a la coagulacion y sistema de complemento y al
estrés oxidativo como principales procesos fisiopatologicos detrds de hipertension bajo supresion
cronica del SRA y el desarrollo de albuminuria. Los nodos de interaccidon son proteinas y las lineas
representan las asociaciones funcionales predichas entre ellas, segtin el tipo de evidencia en la que se
basan; linea verde: proximidad en el genoma, linea azul: co-ocurrencia de genes en el genoma, linea
morada: evidencia experimental, linea amarilla: evidencia extraida del analisis intensivo de datos

(Text-mining), linea azul claro: evidencia en bases de datos, linea negra: evidencia de co-expresion.

48 proteinas mostraron un patrén alterado en los pacientes, incrementados o disminuidos
en respuesta a: hipertension sin albuminuria (9 proteinas), microalbuminuria mantenida (18
proteinas), y de novo la albuminuria (respuesta temprana) (21 proteinas). Este panel de
proteinas alterado apunta a la inflamacidn, a la regulacion del sistema del complemento, al
estrés oxidativo, y a la degradacion de glicosaminoglicanos.

Los resultados de este estudio han sido recientemente enviados a la revista cientifica

Hypertension a la espera de una respuesta (Anexo 6).
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FIRMA METABOLICA ESPECIFICA EN ORINA EN HTA TRATADA

Analisis de una Huella metabodlica respondedora a hipertension y albuminuria por RMN

Adicionalmente al perfil protedémico en orina y en exosomas aislados de orina, realizamos un
estudio metabolomico basado en el andlisis por RMN. Se analizé el metaboloma de la orina
de pacientes hipertensos tratados con fairmacos inhibidores del SRA. Los metabolitos (<2000
Da) representan los productos finales de los procesos celulares y nos proporcionan
informacion de los cambios metabodlicos que estan ocurriendo como respuesta ultima del
organismo, una serie de procesos fisiopatologicos, por lo que es una estrategia con alto
potencial para el descubrimiento de marcadores y para la deteccion de los primeros signos de
dafo orgéanico y respuesta a un tratamiento. Por medio de la metodologia RMN obtenemos
informacion de la composicion de la muestra que nos sirve como primera aproximacion para
el estudio de marcadores moleculares en una muestra bioldgica compleja, como es la orina.

El estudio RMN (fase de descubrimiento) se realiz6 con 64 muestras de orina (14 controles y
50 pacientes HTA) (Tablas 7 y 8 de material y métodos). Los datos obtenidos se sometieron
a un analisis estadistico identificando regiones del espectro (desplazamientos quimicos, ppm)
diferenciales y con mayor contribucion a la separacion entre grupos.

Elegimos la evaluacioén de la variacion de cada bucket para seleccionar los desplazamientos
(0) diferenciales en alguno de los grupos de pacientes analizados (diabéticos y no diabéticos)
lo que nos permitid seleccionar un total de 130 metabolitos posibles (segun o y su intensidad)
que se evaluaran mediante un analisis de 2D RMN. En la figura 28 se muestran unos
ejemplos correspondientes a los distintos tipos de tendencias encontradas, mostrando
variaciones de desplazamientos quimicos representativos.
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Figura 28. Ejemplos de estadistica de los desplazamientos (buckets) donde se puede ver que no hay
una diferencia grande entre los grupos pero si una tendencia clara de evolucion de la enfermedad en
sus distintos estadios de proteinuria. A: desplazamientos quimicos sin variacién aparente en la
tendencia entre grupos, éstos no fueron seleccionados para la identificacion y el analisis por SRM-LC-
MS/MS . B-D: desplazamientos quimicos representativos que muestran la variacion en la tendencia
entre los grupos, B : Progresion de la enfermedad aumentando , C: Progresion de la enfermedad
disminuyendo, D :estadios intermedios. C control. N normoalbuminuricos. dnA de novo albuminuria.
MAM microalbuminuria mantenida.

Concluida una primera fase de identificacion de sefiales “indicadoras” (desplazamientos
quimicos) de la propia enfermedad, su estadio o evolucion, se procedid a la busqueda de los
metabolitos correspondientes a dichas sefiales. Para ello, se registraron espectros de segunda
dimension (2D RMN) (ver Figura 29) midiendo un pool de muestras de pacientes y controles
con una sefial RMN rica. Los espectros 2D nos da informacion acerca de las relaciones entre
las moléculas presentes segun el tipo de espectro que se adquiera como la espectroscopia de
correlaciéon, COSY (relacion entre protones distantes a un enlace), la espectroscopia de
correlacion total, TOCSY (relacion entre protones de una especie a uno, dos e incluso tres
enlaces de separacion) y el espectro HSQC (relacion entre los Hidrégenos y los Carbonos de
un mismo enlace).
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Figura 29. Espectros de RMN realizados. A: muestra un espectro de primera dimensién (1D) para una
orina mezcla de pacientes y controles con mayor nimero e intensidad de sefial. B, C y D son espectros
de segunda dimensién (2D) COSY, TOCSY y HSQC por ese orden. Asi, se confirma la asignacion de
los metabolitos a cada una de las sefales recogidas en los espectros de primera dimensién y a las que
contribuyen principalmente a la separacion entre los distintos grupos. De este modo, se lleva a cabo la
identificacion inequivoca de los metabolitos implicados.

Como primer acercamiento, de una lista de 130 metabolitos posibles seleccionados segin
desplazamiento e intensidad, 30 correspondieron a los desplazamientos diferenciales de
interés, como moléculas vinculadas a la hipertensiébn con inhibicion del SRA y a la
albuminuria alterada (Tabla 22)
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Tabla 22. Metabolitos identificados en la primera fase de descubrimiento (RMN) como posibles
respondedores a la hipertension o la albuminuria. Estos metabolitos fueron evaluados posteriormente

por SRM-LC-MS/MS. La clasificacion y los desplazamientos quimicos que aparecen en la tabla se
basaron en la base de datos HMDB.

METABOLITO

DESPLAZAMIENTO QUIMICO (ppm) y MULTIPLICIDAD

Aminoacidos y derivados

Acido 2,3-diaminopropidnico

5-oxoprolina

alfa-N-fenilacetil-L-glutamina

Betaina

Glicina

Acido guanidinoacético
L-alanina

Acido L-glutamico
L-serina

Acido pantoténico

3.38 (dd); 3.92(dd)

2.02 (m); 2.39 (m); 2.50 (m); 4.17(dd)

7.42 (t); 7.36 (¢); 4.18 (m); 3.66 (q); 2.26 (t); 2.11 (m); 1.92 (m); 1.55 (m);
1.33 (m); 0.89 (m)

3.89 (s); 3.25 (s)

3.54 (s)

3.78 (s)

1.46 (d); 3.76 (q)

2.04 (m); 2.12 (m); 2.34 (m); 3.75 (dd)

3.83 (dd); 3.96 (m)

0.88 (5); 0.92 (3); 2.41 (t); 3.39 (d); 3.43 (q); 3.51 (d); 3.98(5)

Azlcares

Galactitol
Acido gluconico
Gluconolactona

Acido glicérico

3.68 (m); 3.97 (1)
3.66 (m); 3.76 (m); 3.82 (m); 4.03 (t); 4.12 (d)
3.66 (dd); 3.76 (m); 3.82 (dd); 4.03 (1); 4.12 ()
3.78 (m); 4.13(m)

L-Arabitol 3.57 (dd); 3.66 (m); 3.75(td); 3.83(dd); 3.93(m)
Colinas

Acetilcolina 2.16 (s); 3.23 (s); 3.75 (1)

Colina 3.19 (s); 3.51 (dd); 4.06 (ddd)

Acidos grasos

Acido 3-hidroxibutirico

Acido malico

1.20 (d); 2.31 (m); 2.41 (m); 4.16 (m)
2.36 (dd); 2.66 (dd); 4.29 (dd)

Otros

Acido 3-ureidopropidnico
Acido citrico
Dimetilamina

Histamina

Mioinositol
N-metilhidantoina
Fosfoetanolamina

Acido oxalacético

Acido piravico

Taurina

Trimetilamina N-6xido
(TMAO)

2.36 (1); 3.29 (q)

2.53 (d); 2.65 (d)

2.50 (s)

3.03 (m); 3.29 (t); 7.14 (s); 7.99 (s)
3.27 (t); 3.52(dd); 3.61 (t); 4.05 (t)
2.92 (s); 4.08(s)

3.24 (t); 4.01 (td)

2.38 (s)

2.46 (s)

3.25 (t); 3.42(1)

3.25(s)




Resultados |

Confirmacion y seleccion de metabolitos con respuesta alterada en HTA y/o
albuminuria por espectrometria de masas dirigida SRM-LC-MS/MS

Para la confirmacion y la seleccion final de una firma metabolica, esos 30 metabolitos fueron
analizados en una cohorte independiente de 68 pacientes y 14 sujetos sanos (Tablas 15y 16
de material y métodos), utilizando la metodologia cuantitativa basada en la medicion de
masas especificas correspondientes al metabolito de interés (SRM-LC-MS/MS) que
previamente se optimizo6 por medio de la inyeccion directa de patrones comerciales (lug/ml) y
tal y como habiamos realizado en estudios previos [70], [71], [177]. De este modo, se eligi6 la
transicion (precursor—> fragmento), la energia de colision, el potencial fragmentador y el modo
de ionizacidon que mejor resultado daba en cuanto a intensidad de pico (Tabla 18 de material
y métodos).

Finalmente, se confirmaron las diferencias significativas para un total de nueve metabolitos
urinarios (Tabla 23): glutamato, glicerato, guanidoacetato, pantotenato, oxalacetato y 3-
ureidopropionato con valores disminuidos en comparacion con los individuos sanos (Figura
30 y tabla 24), y 3-hidroxibutirato, malato y piruvato, con un aumento de respuesta en
hipertension bajo i-SRA o en condicion de albuminuria (Figura 31 y tabla 24).

En la tabla 23 se muestran las comparaciones estadisticas entre los grupos correspondientes a
cada metabolito y que responden a la hipertension en si misma, o a la hipertension con dnA o
MAM y en la tabla 24 los valores medios y error medio estandar (SEM) de la estadistica.

Tabla 23. Metabolitos que muestran alteracion significativa en respuesta a hipertension (HTA), de
novo albuminuria (dnA), y microalbuminuria mantenida (MAM). En la tabla se muestran el p-valor.
Las diferencias estadisticas entre dos grupos se evaluaron mediante la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney (p-valor <0,05 fue considerado significativo). C: control. N: normoalbumindricos. ns: no
significativo.

METABOLITO
. C/N C/dnA C/MAM N/dnA N/MAM dnA/MAM
(tendencia)

Glutamato | 0.0034 0.0128 <0.0001 ns <0.0001 0.0005
Glicerato | <0.0001 0.0005 <0.0001 ns 0.0068 0.0318
3-Ureidopropionato | <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns ns ns

3-Hidroxibutirato 1 ns ns <0.0001 ns <0.0001 <0.0001
Piruvato 1 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0299 <0.0001 0.0001
Guanidoacetato | <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns <0.0001 0.0150
Oxalacetato | <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0226 <0.0001 0.0062
Pantotenato | 0.0004 0.0002 <0.0001 ns <0.0001 <0.0001
Malato 1 0.0058 0.003 <0.0001 ns <0.0001 <0.0001
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Tabla 24. Valor medio y error medio estandar (SEM) correspondientes a la Figura 30 y 31. Los
valores pertenecen al area de pico medido por espectrometria de masas normalizado por el TIC (del
inglés total ion current). C: control. N: normoalbumintricos. dnA: de novo albuminuria. MAM:
microalbuminuria mantenida.

Metabolito C N dnA MAM
Glutamato

Promedio 0,00283 0,00193 0,00187 0,00103

Est. error media 0,00027 0,00012 0,0002 0,00006
Glicerato

Promedio 0,00069 0,00036 0,00035 0,00025

Est. error media 0,00007 0,00003 0,00004 0,00002
3-Ureidopropionato

Promedio 0,0092 0,003 0,0024 0,0025

Est. error media 0,0008 0,0002 0,0002 0,0002
Guanidoacetato

Promedio 0,066 0,034 0,024 0,02

Est. error media 0,005 0,002 0,001 0,002
Pantotenato

Promedio 0,426 0,24 0,206 0,082

Est. error media 0,044 0,016 0,021 0,007
Oxalacetato

Promedio 0,00146 0,00068 0,00048 0,00024

Est. error media 0,00015 0,00004 0,00007 0,00003
3-Hidroxibutirato

Promedio 0,0023 0,0023 0,0021 0,0061

Est. error media 0,0002 0,0001 0,0002 0,0006
Piruvato

Promedio 0,00061 0,00076 0,00084 0,00109

Est. error media 0,00001 0,00001 0,00003 0,00005
Malato

Promedio 0,0098 0,0129 0,0141 0,0235

Est. error media 0,0007 0,0006 0,0011 0,0018

La Figura 30 muestra como el glutamato (Figura 30A), glicerato (Figura 30B),
guanidoacetato (Figura 30C), pantotenato (Figura 30D) y oxalacetato (Figura 30E)
disminuyen significativamente en la orina de pacientes hipertensos en comparacién con
sujetos sanos. 3-Ureidopropionato también disminuye significativamente en respuesta a la
hipertension (HTA) (Figura 30F), pero sin mostrar un efecto de empeoramiento con MAM.
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Figura 30. Metabolitos en orina que responden a HTA. Se observaron tendencias decrecientes en
pacientes hipertensos con supresion cronica de SRA para el glutamato (A), glicerato (B), 3-
ureidopropionato (C), guanidoacetato (D), pantotenato (E) y oxalacetato (F) en respuesta a HTA. Los
gréaficos representan el analisis SRM-LC-MS/MS de los metabolitos urinarios en una cohorte de 68
pacientes y 14 sujetos sanos. Las sefiales individuales se normalizaron por la corriente idnica total
(TIC) y las areas de los picos normalizados fueron calculados para la comparacioén entre grupos. Se
aplico la prueba no paramétrica de Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95%. Para mayor
claridad, los detalles de los valores medios y el error medio se incluyen en la Tabla 24. C: control, N:
normoalbuminuria, dnA: de novo albuminuria, MAM: microalbuminuria mantenida

Exhibiendo una tendencia opuesta, 3-hidroxibutirato (Figura 31A) y malato (Figura 31C)
responde de manera significativa a MAM, por su parte piruvato aumenta progresivamente con
la hipertension y la albuminuria (Figura 31B).
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Figura 31. Metabolitos urinarios que responden a la albuminuria. Se observaron tendencias crecientes
en pacientes hipertensos bajo i-SRA para 3-hidroxibutirato (A), piruvato (B), y malato (C) en
respuesta a la albuminuria. Los graficos representan el andlisis SRM-LC-MS/MS de los metabolitos
urinarios en una cohorte de 68 pacientes y 14 sujetos sanos. Las sefiales individuales se normalizaron
por TIC y las areas de los picos normalizados fueron calculados para la comparacién entre grupos. Se
aplico la prueba no paramétrica de Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95%. Para mayor
claridad, los detalles de importancia se incluyen en la Tabla 24 y mas detalles se incluyen en el
analisis estadistico. C: control, N: normoalbuminuria, dnA: de novo albuminuria, MAM:
microalbuminuria mantenida.

En este estudio los pacientes con enfermedades renales fueron excluidos como posible causa
de la hipertension, los valores de creatinina sérica (SCr) en promedio, fueron de 1,03 y los
valores promedio de tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR) de 75 ml/min1,73m2, sin
diferencias significativas entre los grupos de pacientes. Investigamos alteraciones
relacionadas con el desarrollo o el mantenimiento de albuminuria donde se sabe que a menor
eGFR, mayor es la posibilidad de desarrollar albuminuria y la microalbuminuria es mas
frecuente [178]. La conjuncion de enfermedad renal crénica (ERC) avanzada y la
macroalbuminuria difiere de la situacion investigada en este estudio como hemos visto en un
estudio previo desarrollado en el laboratorio [71]. La hipertension, la ERC, la albuminuria y la
diabetes son frecuentemente coincidentes, por lo tanto los predictores de la albuminuria
podrian mostrar cierto grado de correlacion con los factores que tan comiinmente acompafian
y aumentan la excrecion urinaria de albimina. De hecho, de forma adicional, se analiz6 la
respuesta de estos metabolitos a la disminucion del eGFR, el cual mostr6 una correlacion (r
entre 0,23 y 0,52 valor absoluto) en estos pacientes (Figura 32) aunque la tendencia de los
metabolitos segun el estudio en algunos casos es diferente a lo observado en cuanto a la
separacion por los grupos de pacientes, como es en caso de 3-ureidopropionato y 3-
hidroxibutirato.

128



Resultados |

r=0,23 r=0,30 _ r=0,34

0.006 0.0015- 9
- p-valor=0,07 - p-valor=0,02 T oot0 p-valor=0,01
g : 0.0010. 2 0008
~0.004 ~ ©
° o c
£ % 00005 . S 0.006 . R KR
£ g ey g )
8 0.002 2 o000 o £ 0004 o o
= (G 50 100 5 °
o eGFR B 0.002 o

0.000 o -0.0005 e o

R 50 100 = 0.0004 e

100
A eGFR B ”C ° *eGFR
r=0,52 r=0,29 r=0,46
= o0 p-valor<0,0001 08 p-valor=0,02 00020 p-valor=0,0001
| = s
El < < =
:'9’ 0.08- . 3 06 E 0.0015-
2 oo % % 0.0010
Q S 04 [
S oo 2 g 00005
] S T 0000
S oo s 02 5 °
o 50 100 o
eGFR
r=-0,44 r=-0,30 r=-0,43
S o020 p-valor=0,0005 0.0020 p-valor=0,02 0.06 p-valor=0,0005
3
2 oots < 00015 : =
£ 3 2 om
:é 0.010 % 0.0010- Z
: g
_g 0.005 = oos T oo
2
o 0.000! 00001
50 100

G H eGFR I o

Figura 32. Correlacion entre las respuestas de los metabolitos y la disminucion de eGFR (tasa de
filtracion glomerular) en los pacientes hipertensos bajo supresion cronica de SRA. Correlacion de
Spearman no paramétrico: r+ (correlacion positiva) (A-F), r- (correlacion negativa o inversa) (G-1).

Las tendencias anteriores de los metabolitos muestran una respuesta global para los
individuos diabéticos y no diabéticos. La contribucion especifica de la diabetes se evalud
mediante el analisis por separado de las respuestas metabolicas. Las tendencias del
guanidoacetato, pantotenato, oxalacetato, 3-hidroxibutirato y malato en pacientes diabéticos
comparado con los no diabéticos, reflejan una influencia agravante, ya sea mediante la adicion
de un efecto que se suma a la albuminuria (dnA, MAM) o anticipando el dafio en el rindén
antes de un aumento medible de albumina en orina (N) (Figura 33).
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Figura 33. Influencia de la diabetes mellitus en la respuesta de los metabolitos variados
significativamente. noDM: pacientes sin diabetes, DM pacientes con diabetes, C: control, N:
normoalbuminuria, dnA: de novo albuminuria, MAM: microalbuminuria mantenida.
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Patron metabdlico que predice el desarrollo especifico de la albuminuria en pacientes
hipertensos con valores normales de albumina en orina

Una vez identificados los perfiles de los metabolitos con alteracion de su respuesta en este
escenario clinico, se realizd6 un estudio prospectivo para evaluar su potencial capacidad
significativa para predecir el desarrollo futuro de albuminuria en individuos hipertensos
normoalbuminuricos. Para ello, se analizo la orina de un subgrupo de 35 pacientes HTA
normoalbuminuricos (véase la tabla 17 de material y métodos para las caracteristicas
iniciales). Posteriormente a la recolecciéon de orina para este estudio, estos pacientes
normoalbuminuricos fueron seguidos clinicamente durante al menos un afio. El resultado fue
que, 26 permanecieron como normoalbuminuricos (N) (no progresaron), mientras que 9 se
convirtieron en dnA (si progresaron). En la tabla 17 se recogen los factores de riesgo clinicos
de estos 35 individuos, sin diferencias significativas entre los progresores (dnA) y no
progresores (mantenidos como N). En la orina, cuando todos los individuos mostraron niveles
normales de albuminuria, guanidoacetato, glutamato y pantotenato mostraron niveles
significativamente mas altos en aquellos individuos que mas tarde se convertirian en dnA
(Figura 34). Esto significa que estos tres metabolitos ya muestran una alteracion en sus
niveles urinarios cuando la situacion clinica de los pacientes sigue siendo de
normoalbuminuria.
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Figura 34. Metabolitos urinarios con potencial predictivo. Un panel especifico compuesto de tres
metabolitos (guanidoacetato (A), glutamato (B), y pantotenato (C)) predice el desarrollo de
albuminuria cuando se analizan en orina de pacientes con normoalbuminuria. Los graficos representan
el andlisis SRM-LC-MS/MS de los metabolitos urinarios en una cohorte de 35 pacientes
normoalbuminuricos (Tabla 17 de material y métodos, la confirmacion de cohortes) que durante el
seguimiento de al menos un afio a partir de la recoleccion de las muestras de orina para el estudio,
permanecieron como N o progresaron a dnA. Las sefiales individuales se normalizaron por TIC y las
areas de los picos normalizados fueron calculados para la comparacion estadistica entre grupos. Se
aplico la prueba no paramétrica de Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95%. C: control, N:
normoalbuminuria, dnA: de novo albuminuria. ****: p-valor <0,0001, ***: p-valor <0,001, *: p-valor
<0,05).
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Paneles multi-moleculares ligados a la hipertension, albuminuria mantenida y
prediccion de progresion.

Teniendo en cuenta las respuestas individuales de los metabolitos que muestran alteraciones
significativas entre los grupos de pacientes (Figuras 30 y 31), nos propusimos evaluar el
valor afiadido que puede tener el empleo de paneles metabolicos frente al uso de marcadores
individuales. Metabolitos con respuestas similares (tendencias de variacion) se agruparon y se
evalud el rendimiento de los paneles a través de curvas ROC (representacion grafica de la
sensibilidad frente a 1-especificidad) y capacidad de prediccion de clase. Se realizaron
analisis por curvas ROC multivariante, basados en los datos de espectrometria de masas, y los
resultados de estos estudios se recogieron como muestra la Figura 35. La vision general de
prediccion muestra las probabilidades de prediccion de clase (eje x) de cada muestra (eje y).
Las puntuaciones de probabilidad van desde 0 a 1, lo que significa que menos del 0,5
pertenecera a un grupo, y mas de 0,5 pertenecen a otro grupo, asi, la probabilidad predicha
para cada muestra de pertenecer a un grupo u otro puede ser visualizado.

Definimos un panel molecular relacionado con la hipertension ("met-HTN") incluyendo las
respuestas de guanidoacetato, pantotenato, 3-ureidopropionato, oxalacetato y piruvato, y que
muestra un area bajo la curva (AUC) de 0,942 (Figura 35A). Un panel compuesto por 3-
hidroxibutirato y piruvato, denominado "met-MAM", identifica MAM, con un valor de AUC
de 0,892 (figura 35B).
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Figura 35. Panecles multi-moleculares que se definen en funcion de su respuesta, ya sea a la

hipertensiéon (met-HTA), a microalbuminuria mantenida (met-MAM) y al desarrollo de novo

albuminuria (met-dnA). Los paneles superiores muestran las curvas ROC (AUC: 4rea bajo la curva,
con 95% intervalo de confianza) y los paneles inferiores muestran graficos de probabilidad de

pronostico de clase, que muestran la agrupacion de sujetos en funcion de su estado clinico. Met-HTA
se compone de guanidoacetato, pantotenato, 3-ureidopropionato, oxalacetato y piruvato. Met-MAM se

compone de 3-hidroxibutirato y piruvato. Met-dnA se compone de guanidoacetato, glutamato y

pantotenato.

En el estudio prospectivo, se encontr6 alteracion significativa en la orina de los pacientes N
que mas tarde van a progresar a dnA para guanidoacetato, glutamato y pantotenato como se
mostré en la Figura 34. Con estos datos, se evalud la combinacion de estas tres respuestas
metabolicas en un tercer panel ( "met-dnA") que resulta en un valor de AUC de 0,861 (Figura

35 Q).

En este estudio se demuestra el valor anadido en la exactitud de prediccion proporcionada por

estos paneles si se comparan con el diagndstico o pronodstico basado en la respuesta del
marcador individual. Se observa una correlacion positiva de los paneles met-HTA y met-dnA
(ambos paneles con mas de 2 variables) entre la precision de prediccion y el nimero de
caracteristicas incluidas, aumentando la sensibilidad y la especificidad como se muestra en la
Figura 36.
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Figura 36. Exactitud de prediccion de los paneles de metabolitos relacionada con el ntimero de
variables incluidas. Solo se muestra Met-HTA y Met-dnA debido a que estan compuestos por mas de
2 variables. La exactitud de prediccion aumenta claramente con el nimero de metabolitos incluidos. El
grafico PLS superior (Met-HTA) muestra agrupacion de los sujetos de acuerdo con la condicion de
HTA (rojo: controles; verde: pacientes HTA). El grafico PLS inferior (Met-dnA) muestra agrupacion
de los individuos HTA no progresores (los que quedan como normoalbumindricos; verde) y la
dispersion de normoalbumintricos que tendrdn una progresion negativa por el desarrollo de
albuminuria (rojo).

En la figura 37 se muestra la contribucion relativa individual para cada metabolito en el
modelo de hipertension (Met-HTA) y en el modelo de prediccion (met-dnA) donde se refleja
la importancia media que proporciona una medida cuantitativa de la importancia de un
biomarcador dado [160]. La escala de color se refiere a aumentar / disminuir en abundancia
entre los grupos comparados. En el caso de Met-HTA solo el piruvato aumenta mientras que
los otros 4 metabolitos disminuyen con respecto al control. En el panel Met-dnA, los tres
metabolitos aumentan en dnA (progresores) en comparacion con N (no progresores)
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Figura 37. Graficas de la contribucion relativa individual para cada metabolito en el modelo de
hipertension (Met-HTA) y en el modelo de prediccion (Met-dnA) rojo: aumentado, verde: disminuido.

Por otro lado se vio que este panel posee un mejor rendimiento en cuanto al AUC de posibles
diferencias en los factores clinicos establecidos para la evaluacién de pacientes hipertensos
(véase la Figura 38). Las curvas ROC calculadas para SCR, eGFR o ACR individual (Figura
38A-C) o los tres de ellos combinados (AUC 0,601) (Figura 38D) se comportaron peor que
los metabolitos de prediccion met-dnA con AUC de 0,861. No se observaron diferencias
significativas en la clinica de los pacientes que no progresan (N) de los que si lo hacen (dnA),
en cuanto a los factores clinicos mencionados, por lo tanto, podemos decir que las diferencias
observadas en las respuestas metabdlicas no podian atribuirse a un sesgo en los factores

clinicos establecidos de riesgo.
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Figura 38. Curvas ROC de factores clinicos empleados en la practica clinica habitual para la

evaluacion de pacientes hipertensos en prediccion de progresion de albuminuria de individuos
hipertensos normoalbumindricos. A) SCr, B) eGFR, C) ACR y D) los tres factores clinicos
combinados.

Nueve metabolitos de la orina aparecen alterados de manera significativa, los cuales se
pudieron agrupar en paneles respondedores a HTA en si misma y de microalbuminuria
mantenida. Por otro lado, el estudio prospectivo reveld un panel compuesto por 3
metabolitos, que fue capaz de predecir el desarrollo de la albuminuria (dnA).

Estos resultados han dado lugar a una publicaciéon actualmente aceptada en la revista
Translational Research 2016 (Anexo 6).
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DESARROLLO DE ALBUMINURIA EN PACIENTES HIPERTENSOS
TRATADOS DE FORMA CRONICA

La hipertension es un importante factor de riesgo que se asocia con lesion en o6rganos diana, y
afecta particularmente al corazon, a los vasos y a los rifiones, lo que implica un
empeoramiento significativo del pronostico cardiovascular y renal, entre otros sistemas. En
los pacientes con hipertension esencial y funcion renal normal (tasa de filtracion glomerular,
eGFR > 60 ml/min/1,73m?), el aumento de la excrecion urinaria de albumina (albuminuria) se
considera marcador de progresion de la enfermedad cardiovascular y de empeoramiento de la
funcién renal [37]-[39] independientemente de la coexistencia de diabetes [38], [42]. Su
capacidad predictiva se basa en el hecho de que existe dafio microvascular en el rifidn, y ésta
y otras formas de diagndstico de dano a organos diana se han utilizado para predecir la
mortalidad, aun cuando el riesgo cardiovascular global (evaluacion basada en SCORE) no es
elevada [43]. La albuminuria es parcialmente una consecuencia de la PA alta, ademas otros
factores tales como la inflamacion sistémica y la disfuncion endotelial también participan en
su aparicion, asi como en la disminucion progresiva de eGFR [179].

En pacientes hipertensos, la albuminuria se asocia, con la proteina C reactiva (PCR) y el
péptido natriurético tipo B (NT-PNB), lo que nos sugiere que hay a una correlacion entre la
gravedad de tener microalbuminuria y la aparicion de inflamacion y de insuficiencia cardiaca
[179]. El bloqueo del sistema renina-angiotensina (SRA), que es el enfoque terapéutico mas
eficaz, tiene un doble objetivo; se ha demostrado que facilita el control de la PA y previene o
disminuye el desarrollo albuminuria [54]. Sin embargo, la regresion de la eliminacion de
albumina en respuesta al tratamiento no implica necesariamente un mejor prondstico CV
[180]-[182]. De hecho, la disminucion de la albuminuria tiene que ser superior a 50% con el
fin de ver una mejora en el pronostico [183]. Por lo tanto, la albuminuria, como tal, tiene que
ser considerada més como un marcador de dafio que como un factor de riesgo [48]. En
estudios realizados en individuos hipertensos con bajo o moderado riesgo CV, se vio que la
presencia de albimina en orina al inicio del estudio y el desarrollo de novo durante el
seguimiento clinico, estd vinculado a un mayor riesgo CV independientemente de otros
factores de riesgo [30], [45]. Recientemente, por otra parte, se ha visto que existe desarrollo
de eliminacion patoldgica de albumina en pacientes con tratamiento supresor del SRA con
inhibidores (i-SRA) [42], [45]. En concreto, en la Unidad de Hipertension del Hospital 12 de
Octubre, el 16,1% de los pacientes normoalbumintricos desarrollaron albuminuria de novo
durante los tres afios siguientes al inicio del tratamiento [30].

Asi, se necesita encontrar nuevos predictores de progresion de la albuminuria para la
evaluacion de la lesion de 6rganos diana en hipertensos, lo que permite identificar individuos
con mayor riesgo CV y ajustar de forma mas adecuada la intervencion farmacologica [180].
Los andlisis, empleando estrategias 6micas (protedmica y metabolomica), proporcionan una
informacion no sesgada de los cambios moleculares ya que, los cambios que ocurren a nivel
molecular, se analizan como un todo, sin pre-seleccion de objetivos potenciales de interés.
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Desarrollo de albuminuria en pacientes hipertensos tratados de forma cronica

En esta tesis hemos determinado paneles moleculares en orina relacionados con el desarrollo
de albuminuria en pacientes hipertensos diabéticos y no diabéticos, con supresion cronica del
SRA. Identificamos proteinas y metabolitos con distintas respuestas asociadas a la HTA y/o al
desarrollo de albuminuria y llevamos a cabo estudios prospectivos, con el fin de identificar
moléculas de respuesta temprana con potencial predictor. Estos marcadores moleculares han
sido evaluados de forma positiva, tanto en la vigilancia de dafio renal, como en la prediccion
de la progresion de la albuminuria, lo que demuestra que los mecanismos bioldgicos
subyacentes tienen un reflejo molecular medible en orina y permiten anticipar la respuesta al
biomarcador clinico tradicional (albuminuria).



Discusion |

PERFIL PROTEOMICO DE LA ORINA DE PACIENTES HIPERTENSOS
TRATADOS CON i-SRA

Con el fin de encontrar indicadores de dafio orgénico subyacente, se llevo a cabo un analisis
protedémico de la orina por 2D-DIGE con una pequefia cohorte inicial de pacientes no
diabéticos para la fase de descubrimiento. Posteriormente, la cohorte de validacion por SRM,
incluyé tanto individuos diabéticos como no diabéticos y fue significativamente mas
numerosa. Como hemos demostrado en esta tesis, la presencia de diabetes no influyo
significativamente en los niveles de proteinas alteradas, mas que anticipando ligeramente la
respuesta o agravando la misma como discutiremos mds adelante.

En este estudio, identificamos un panel de proteinas que responden de manera diferencial al
desarrollo de albuminuria en estos pacientes. Este panel lo componen principalmente tres
proteinas: la proteina reguladora del complemento CD59 (CD59), a-1 antitripsina (AAT) y la
tetranectina (TNA). De estas tres proteinas, CD59 y AAT mostraron niveles alterados en orina
de pacientes normoalbuminuricos, que posteriormente, durante el seguimiento, van a
desarrollar microalbuminuria. Ademas, estas alteraciones diferenciales se observan antes de
que aparezca dicho aumento de proteina urinaria, por lo que sirven como predictores de la
progresion hacia microalbuminuria.

CD59 se encontro disminuida en orina en pacientes con HTA antes y después del aumento de
la eliminacién de albumina. CD59 es una glicoproteina de la superficie celular que inhibe el
complejo de ataque a la membrana (MAC) del complemento, necesario para la formacion del
poro osmolitico, y para proteger de este modo las células de la lisis en un escenario
inflamatorio [184]. Los inhibidores del sistema de complemento, CD59 y el factor acelerador
de la degradacion (DAF), son sintetizados por células mesangiales y epiteliales del glomérulo
y del tubulo lo que explicaria su presencia en la orina. Los mayores niveles de activacion de
estos inhibidores en orina se observan en un alto nimero de enfermedades renales, entre cllas
aquellas que aparecen con lesion glomerular [185], [186]. Sin embargo, este incremento no se
produjo en otras enfermedades renales, en particular en aquellas con dafio tubulo-intersticial
[185] lo que nos sugiere que una situacidon similar podria ocurrir en nuestros pacientes. De
acuerdo con nuestros resultados, se ha descrito una expresion reducida de CD59 en las células
endoteliales de los pacientes hipertensos, lo que sugiere que CD59 podria tener un posible
papel en el desarrollo de la hipertension y en el aumento del riesgo CV [187], ademas,
curiosamente, se ha observado un ligero aumento en la PA en ratones knockout del gen CD59
[188]. Del mismo modo se ha encontrado una disminuciéon en orina de CD59 en diabéticos
con normo o microalbuminuria, lo cual podria contribuir al aumento del riesgo CV [189]. En
nuestro estudio, CD59 muestra niveles bajos en orina de pacientes que van a desarrollar
albuminuria de novo, y esta disminucion fue mas pronunciada en los individuos diabéticos.
Ademas, CD59 permiti6 diferenciar pacientes hipertensos con albuminuria normal que van a
progresar de forma negativa. Por lo tanto, estas observaciones sugieren que la disminucion de
los niveles de CD59 en orina, pueden ser considerados como un indicador temprano de dafio
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vascular y de progresion de aterosclerosis en hipertensos cronicamente tratados con i-SRA
[190], [191].

AAT es una proteina plasmatica sensible a la respuesta inflamatoria que inhibe serin
proteasas, la cual, se ha visto que aumenta en orina de personas con nefropatia diabética
[192], [193], en diabéticos con normo, micro o macroalbuminuria [194], [195] y en suero de
individuos obesos con sindrome metabolico [196], lo que sefiala que AAT tiene un papel en
las complicaciones que produce la diabetes. AAT también aparece incrementada en orina de
pacientes con hipertension tanto esencial como secundaria, pero sin una correlacion con la
eliminacion albumina, lo que apoya la idea de que hay filtracion glomerular dafiada y la
produccion local de AAT en el rindn dafiado actia como confluyente de los mecanismos
responsables del aumento de su concentracion en la orina [197]. Nuestro estudio va un paso
mas alla, indicando que, pacientes hipertensos no diabéticos con desarrollo de
microalbuminuria de novo muestran un aumento del nivel de AAT en orina, asi como los
pacientes con microalbuminuria mantenida. Por otro lado y alin mas importante, el aumento
del nivel de AAT en orina de normoalbuminuricos permite predecir una progresion negativa
de la enfermedad. Por lo tanto, al considerarse la albuminuria un indicador de lesion de
organos diana (dafio renal), el aumento de la AAT observado en hipertensos
normoalbuminudricos con prondstico negativo (desarrollo de albuminuria) puede ser
considerada como una evidencia anterior de dafio, apoyando ademas la idea de su sintesis
local en respuesta a la inflamacion.

Se ha demostrado la existencia de una estrecha relacion entre los sistemas cardiovascular y
renal en esta patologia (HTA), que ademads, se encuentra acompafiada por la activacion del
sistema de coagulacion, por el aumento de inflamacion y por una alteracion en la reactividad
autoinmune [198]-[201]. En particular, AAT, con su actividad de inhibidor de proteasas,
inhibe la actividad de la proteina C reactiva y del activador del plasmindgeno, que promueve
la conversion de plasmindgeno a plasmina, que a su vez actua para degradar la fibrina. La
tetranectina también participa en la activacion del plasmindgeno y niveles plasmaticos de
TNA han sido inversamente asociados con la enfermedad arterial coronaria [202]. El aumento
de los niveles de AAT y la disminucion de los niveles en TNA en respuesta a la albuminuria,
apuntan en la misma direccion, produciéndose un desorden en la regulacion del sistema de
coagulacion y de acuerdo con una potencial intervencion terapéutica sobre el inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI-1) en hipertensos [203].

Estas respuestas alteradas apuntan a la vinculacion de la disfuncion vascular y de la
enfermedad del rinén (Figura 39) [204]. Curiosamente las alteraciones moleculares que se
encuentran, no solo responden a la condicion clinica de microalbuminuria, sino que ya se
encuentran alterados en pacientes normoalbuminuricos tratados cronicamente y que siguen
avanzando en el desarrollo a microalbuminuria. De este modo, los trastornos moleculares
relacionados con la disfuncidon vascular, progresion de la aterosclerosis y el riesgo
cardiovascular ya estdn teniendo lugar en las primeras etapas cuando la albuminuria se
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encuentra todavia en el rango normal (<20mg/L), y que por tanto, son indectectables a nivel
clinico.
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Figura 39. Principales alteraciones identificadas en orina de pacientes HTA cronicamente tratados, en
respuesta a la progresion de la albuminuria donde estdn implicados trastornos de inflamacion y
coagulacion como principales vias bioldgicas alteradas. Las diferencias observadas, ya en condiciones

de normoalbuminuria, revelan mecanismos subyacentes asociados a riesgo cardiovascular que tienen
lugar en estadios asintomaticos (basado en Gonzalez-Calero, et al. 2016). i-SRA: inhibidores del
sistema renina- angiotensina, PA: activador de plasminégeno, CAM: Complejo de ataque a la
membrana.
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PERFIL PROTEOMICO EXOSOMAL DE LA ORINA DE PACIENTES
HIPERTENSOS TRATADOS CON i-SRA

En el apartado anterior se mostraron alteraciones significativas de proteinas en la orina global,
en respuesta a albuminuria y su desarrollo de novo en estos individuos hipertensos. Los
exosomas que se encuentran en la orina se muestran como mensajeros biologicos del sistema
renal que pueden proporcionar nuevas pistas en este escenario clinico.

Los exosomas son vesiculas extracelulares de 40-100nm de didmetro, recubiertas de
membrana (bicapa) lipidica. Estas vesiculas se forman por la fusion de los cuerpos
multivesiculares (MVBs) con la membrana plasmatica y la consecuente liberacion de sus
vesiculas intraluminales, que luego una vez fuera de la célula pasan a denominarse exosomas
en el espacio extracelular. Los exosomas han adquirido gran relevancia por las ya
comprobadas funciones en la regulacion de la respuesta inmune, la presentacion de antigenos,
la transferencia de ARN y proteinas, y la interaccion/sefializacion célula-célula [163], [205],
[206]. La composicion proteica de los exosomas varia dependiendo del origen celular aunque
existe un grupo de proteinas conservado para todos los exosomas. A este grupo de proteinas
caracteristicas de los exosomas pertenecen proteinas implicadas en el proceso de la formacion
de los MVB como Alix, Tsg 101 o clatrina. Otra clase de proteinas detectadas con frecuencia
es la de la familia Rabs, pequefias GTPasas que regulan procesos de acoplamiento y fusion en
las membranas plasmaticas de los exosomas [207]. También se han identificado anexinas (I,
IL, IV, V, VI, VIl y XI) que participan en mecanismos de trafico y fusion de membranas. Los
exosomas son ricos en tetraspaninas (CD63, CD81 y CD9) y en proteinas “heat shock”
(HSP60, HSP70, HSPAS, CCT2). Existe una base de datos de proteinas y ARN llamada
Exocarta (www.exocarta.org), elaborada con datos obtenidos a partir de publicaciones
basadas en estudios realizados en exosomas de diversos origenes celulares [205].

Los exosomas aislados de la orina contienen proteinas caracteristicas de cada tipo de célula
epitelial, desde el sistema sanguineo hasta el sistema colector y excretor urinario, incluyendo
en su interior proteinas de membrana y de citoplasma caracteristicas de las células donde se
hayan generado. Particularmente en el rifion, los exosomas pueden ser liberados por células
como los podocitos, y pasar a través del tibulo renal hasta el tibulo colector, unirse por el
receptor de las células epiteliales, e influir en ellas a través de la secrecion de su contenido
[208]. En este sentido, mas que una forma de eliminacion exocitica de residuos, los exosomas
deben ser considerados como mensajeros, transfiriendo informacion entre células tanto
renales como no renales, y llevando indicadores moleculares de la disfuncion renal y/o del
dafio estructural [209], [210]. Este papel de los exosomas como mensajeros entre las células y
tejidos gana especial importancia en escenarios complejos donde el didlogo multiorgénico se
lleva a cabo [134], [211]. En un estudio previo del laboratorio, mostramos cémo los exosomas
de la orina pueden reflejar cambios en proteinas que tienen lugar a nivel del tejido renal en
nefropatia diabética [75]. Como un paso mads, en la presente tesis se ha investigado, por
primera vez, un papel potencial de las proteinas de los exosomas de la orina vinculado a la
progresion de la albuminuria en hipertensos no diabéticos bajo supresion cronica del SRA.
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Los exosomas representan un sub-proteoma de la orina global del individuo (3%). En este
sentido, el proteoma exosomal urinario presenta una reduccion en el rango de concentraciones
de proteina y por lo tanto representan una herramienta alternativa para la deteccion de
proteinas que de otro modo podrian estar enmascaradas por proteinas principales de la orina
[134]. En este trabajo se identificaron las variaciones mas significativas en los exosomas de la
orina, lo que persigue una mejor comprension de los procesos dindmicos interconectados que
tienen lugar en el rifidén de estos pacientes. Las alteraciones que se encuentran a este nivel de
proteina son diferentes, y por tanto complementarios, a los anteriormente descritos en la orina
global, como hemos visto previamente. A través de la técnica de analisis diferencial
cuantitativo de alto rendimiento iTRAQ, se encontraron un total de 487 proteinas alteradas
con criterios estrictos de seleccion para evitar falsos positivos. Entre ellas, 100 proteinas han
sido descritas por primera vez en exosomas de la orina (de acuerdo con el repositario de
Exocarta) y 48 variaron significativamente su concentracioén en hipertensos no diabéticos bajo
tratamiento cronico del SRA. Muchas de las 48 proteinas han sido identificadas previamente
en exosomas de orina de individuos sanos liberados por podocitos [169]. En relacion con el
proyecto, actualmente, se esta llevando a cabo un estudio de andlisis de orina total por iTRAQ
que en una primera aproximacion podemos comparar los resultados encontrados. Usando los
mismos criterios de significacion, vimos que de las 48 proteinas, solo 4 se identificaron en el
estudio de la orina completa como muestra la figura 40, lo que demuestra que la fraccion
exosomal de la orina aporta un perfil diferente a cuando analizamos la orina completa.

25 proteinas
en orina
completa

44 proteinas

exosomales

Figura 40. Comparacion de las proteinas alteradas significativamente entre el estudio por iTRAQ de
las proteinas extraidas de los exosomas de orina y las proteinas de la orina al completo sin fraccionar
utilizando los mismos criterios de analisis, lo que demuestra que los exosomas aportan una vision
diferente y complementaria a la orina global.

El analisis de las vias relacionadas de estas 48 proteinas exosomales reveld que 21 estdn
implicadas en tres principales redes funcionales: “degradacion de glucosaminoglicanos
(GAGs)”, “sistema del complemento y coagulacion”, y “estrés oxidativo”. En particular, estas
proteinas interactiian en varios mecanismos que estan asociados con la respuesta inflamatoria
y que se resume graficamente en la figura (Figura 41) y que explicaremos a continuacion. Por
otra parte, un panel de tres proteinas (antitrombina III (AT3), olfactomedin 4 (OLFM4), y
mieloperoxidasa (MPO) confirmadas en una cohorte independiente por técnica SRM,
responden al desarrollo de albuminuria en niveles tempranos (dnA).
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Figura 41. Alteraciones principales identificadas en las proteinas exosomales en orina debido a HTA
y al desarrollo de albuminuria en pacientes tratados con i-SRA. Las variaciones apuntan a tres vias
principales: inhibicién de proteasas, inhibicion de ROS y el sistema de complemento, todo ello en
respuesta a la inflamacién que se sabe que aparece durante la lesion renal que hace que haya una
excrecion patoldgica de albumina. Las proteinas alteradas en el estudio aparecen en la escala de grises,
coloreado segtin en que condicién aparezca dicha proteina diferencial, y el aumento o la disminucién
de la respuesta para cada una de ellas, se indica con flechas.

Disrupcion de la membrana basal glomerular (MBG), inhibicion de proteasas e
inflamacion

En el estudio de interacciones, es de destacar la union fuerte que aparece entre cuatro enzimas
identificadas: beta-galactosidasa (GLBI1), beta-glucuronidasa (GUSB), N-acetil-glucosamina-
6-sulfatasa (GNS) y N-acetil-galactosamina-6-sulfatasa (GALNS); con aumento en MAM, y
una de ellas, GLBI, ya en dnA. Estas cuatro enzimas son responsables de la degradacion de
los glicosaminoglicanos (GAGs) y pueden estar relacionadas con el deterioro de la membrana
basal glomerular (MBG), lo cual podria estar relacionado con una filtracion defectuosa [212],
[213]. Uno de los productos de degradacion que se encuentra aumentado en condiciones
patologicas es el proteoglicano heparan sulfato [214]. Estudios anteriores sugieren que la
presencia de hepardn sulfato facilita el paso de proteinas a través de la MBG [215]. Este
proteoglicano se une y modula proteinas [216], entre ellas, inhibidores de serin proteasas
dependientes de heparina, tales como antitrombina III (AT3, SerpinC1) [217] y el inhibidor de
la proteina C (PCI, PAI-3, SerpinAS5) [218] que en nuestro anélisis encontramos aumentados
en exosomas; PCl en Ny dnA, y AT3 en dnA.
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A pesar de que la fuente principal de PCI es el higado, su sintesis también se produce en el
rifion principalmente por células epiteliales del tibulo proximal (CETP) [218]. PCI es una
proteina que promueve la coagulacion y la inflamacion [219] ya que inhibe al activador del
plasmindgeno urinario (uPA), una serin proteasa que activa el plasminogeno (PLQG),
convirtiéndolo en plasmina que disuelve los codgulos de fibrina [170]. El plasmindgeno
sintetizado en el higado a menudo se extravasa de los capilares sanguineos a los tejidos
cuando hay la inflamacion [220]. En este sentido podemos decir que al aumentar PCI,
inhibidor de uPA, hay mayor cantidad de PLG no activo y por lo tanto menor degradacion de
fibrina. Lo que estaria en consonancia con lo observado en nuestro trabajo, donde se ve un
aumento del plasmindgeno en exosomas urinarios en condiciones de MAM.

Por otra parte, PLG se puede unir a Anexina A2 (ANXA2) promoviendo su activacion de
manera eficiente para formar plasmina [221]. En nuestro analisis, encontramos una
disminucion exosomal de ANXA2 y ANXAI en pacientes MAM, lo que podria indicar una
vez mas que la ruta para la degradacion de fibrina esta poco regulada. Las anexinas son una
familia de proteinas de union a fosfolipidos, dependientes de calcio, que se unen de forma
reversible a las membranas en las balsas lipidicas y ejercen efectos anti-inflamatorios [222]—
[226]. El descenso de regulacion de ambas proteinas exosomales ANXA1 y ANXA2 puede
contribuir a agravar la situacion pro-inflamatoria en este contexto clinico.

Otras dos proteinas exosomales unidas en el andlisis, variaron en pacientes
normoalbumindricos, ambas también participan en la coagulacion y en la respuesta
inflamatoria. Estas proteinas son, el factor de crecimiento epitelial (EGF) y la a-2
macroglobulina (A2M). EGF se ha encontrado expresado en el rifidén y desempefia un papel en
la modulacion de la dinamica glomerular, del metabolismo renal, del transporte tubular, y del
mantenimiento y reparacion del epitelio [227]. En nuestro analisis aparece aumentado. A2M
por otro lado, es un importante inhibidor de proteasas y de metaloproteinasas (MMP)
circulantes en fluidos corporales [228], y que observamos disminuida en los pacientes
hipertensos normoalbuminuricos. Estas dos proteinas muestran alteracion en una etapa
temprana, cuando la albuminuria ni siquiera estd presente, lo que pone de manifiesto una
respuesta subyacente de desregulacion del metabolismo renal. Los resultados encontrados,
tanto la disminucién de A2M en normoalbumintricos, seguido por el incremento observado
de las enzimas de degradacion de GAGs en el estado de la albuminuria, estan en consonancia
con una remodelacion en la membrana basal glomerular (MBG) que implica la actividad
patologica de MMP, lo que podria contribuir a la hiperfiltracion glomerular, y por lo tanto a la
excrecion de albuminuria y a la pérdida de la funcién renal como anteriormente hemos
publicado [229].

La o-1 antitripsina (AAT, SERPINAL1), otro inhibidor de serin proteasas (heparina-
independiente) aparece significativamente aumentada en los exosomas de pacientes
albuminuricos de acuerdo a lo que vimos en la orina global en el apartado anterior, donde
también obtuvimos AAT diferencial en condicion de albuminuria. Igualmente, AAT aparece
aumentada en la regulacion de la inflamacion, en la acumulacién de matriz mesangial [230],
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[231] y en la proteccion del tracto urinario contra el ataque de proteasas lo cual podria
representar un marcador de estrés de podocitos [232].

Sistema del complemento y respuesta inflamatoria

Un sub-conjunto de proteinas alteradas identificadas en el analisis estan relacionadas con el
sistema del complemento, como parte de la respuesta inmune. Este sistema tiene tres vias de
activacion: a través de la via clasica, a través de la via alternativa, o por medio de la via de las
lectinas [233], [234]. La via clésica y de las lectinas permiten la escision de los componentes
C4 (C4ay b) y C2 y por lo tanto permiten la activacion de la C3 convertasa. Posteriormente,
la escision de C3 a través de la C3 convertasa permite la formacion del complejo de ataque a
la membrana (CAM), un disparador pro-inflamatorio [233], [235]. Dado que se encontrd
disminuida la lectina de unién a manosa (MBL)-asociada a serin proteasa (MASP-2) en
exosomas de dnA, mientras que los componentes C3, C4a y C4b se incrementaron en
condiciones de la albuminuria, sugerimos en este contexto, una aparicion favorecida de las
vias alternativa y clésica frente a la via de las lectinas. Se ha visto que los componentes C3 y
C4, aparecen aumentados en inflamacion cronica, induciendo a los monocitos a la expresion
de factores pro-coagulantes [236]. Se sabe que la hipertension se describe como un proceso
inflamatorio y se ha sugerido que los podocitos participan en la eliminacion de inmuno-
complejos, algunos de los cuales aparecen unidos a vesiculas membranosas glomerulares en la
orina [237]. Ademas, en las nefropatias se produce trafico de proteinas en exceso provocando
una respuesta inflamatoria con aumento local de C3 en el lugar donde se produce la
reabsorcion de proteinas [238], [239]. Por otro lado, los altos niveles basales de C3 en suero
se correlacionan con un mayor riesgo a desarrollar hipertension, diabetes mellitus o infarto de

miocardio [236].
Estrés oxidativo

Curiosamente, en nuestro analisis, se vieron aumentadas tanto C3 como transferrina (TF) en la
fraccion exosomal de hipertensos con albuminuria, de acuerdo con Tang et al. que mostré C3
aumentada en respuesta a TF en las células epiteliales del tibulo proximal (CETP) [240]. Se
ha visto que los radicales libres del hierro en la TF es toxico para las células epiteliales debido
a su acumulacioén intracelular y al dafio peroxidativo después de su reabsorcion en el tibulo
proximal [240]. Nuestros datos apuntan a una acumulaciéon de TF en el rifidn en condiciones
de albuminuria, con un potente efecto perjudicial por el exceso de acumulacion de hierro. De
acuerdo con esta teoria, se ha visto que la deplecion de hierro reduce la inflamacion renal en
diabetes experimental [241]. Por otra parte, la ceruloplasmina (CP) también se encontrd
aumentada en los pacientes albuminuricos hipertensos. La CP es una glicoproteina
antioxidante que contiene cobre cuya funcidn es oxidar el hierro ferroso (toxico) a férrico (no
toxico). Sin embargo, puede ser pro-oxidante en condiciones de aumento del estrés oxidativo
mediante la induccién de la produccion de ROS y la oxidacion de LDL [242]. Hemos
obtenido una correlacion de la CP urinaria exosomal con el aumento de la albuminuria tal
como hemos observado en un trabajo previo en plasma de pacientes hipertensos que
progresaron desarrollando albuminuria bajo la misma condicion de i-SRA [243].
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CP también actia uniéndose a mieloperoxidasa (MPO) inhibiendo su actividad oxidante
[171], [244]-[246]. MPO exosomal se encuentra disminuida en la condicién de dnA,
siguiendo la misma tendencia que la observada para la calprotectina en N y el dnA. La
calprotectina es un complejo heterodimérico de dos proteinas intracelulares de unién a calcio,
S100A8 (MRP8) y S100A9 (MRP14), con un patron de localizaciéon en el rifidon
predominantemente glomerular [247], [248]. Ambas proteinas , MPO y calprotectina, se han
relacionado con un efecto sinérgico, como co-reguladores en la formacion de ROS [249]. Los
niveles sanguineos elevados de proteinas S100 en respuesta a la inflamacion han sido
ampliamente documentados, y se correlacionan positivamente con el riesgo cardiovascular, la
diabetes o incluso la proteinuria [250]-[252]. Diferente al patrén que se ve en plasma, la
fraccion exosomal reveld una tendencia a la baja en los pacientes hipertensos con incipiente
albuminuria o sin ella. Esto podria explicarse atendiendo a los mecanismos de reparacion de
tejidos. La calprotectina estd vinculada a un aumento de los macréfagos M2 polarizados,
causando una reparacion deletérea del tejido, aumentando el dafio renal y manteniendo la
inflamacion [253]. Este efecto de reparacion de tejidos requiere el contacto fisico entre los
macrofagos M2 y las células epiteliales dafiadas del tibulo [254], lo que sugiere que podria
estar mediado por exosomas. Nuestros datos estan de acuerdo con una reparacion de tejidos
ineficaz en las primeras etapas del proceso de desarrollo y en el mantenimiento de
microalbuminuria. Ademas, la calprotectina también inhibe MMP, cuyo aumento de actividad
aparece en este escenario clinico [229] como hemos dicho anteriormente.

Panel diagnostico de dnA

Se seleccionaron tres proteinas representativas que muestran niveles alterados en dnA en estos
pacientes hipertensos bajo tratamiento con i-SRA. A través de un andlisis sobre la base de un
ensayo especifico por espectrometria de masas SRM, se obtuvo un panel molecular que
responde a la condicion hipertensiva dnA. Este panel estd compuesto por tres marcadores
exosomales: antitrombina III (AT3), olfactomedin 4 (OLFM4) y mieloperoxidase (MPO); los
dos primeros aparecen aumentados y el ultimo disminuido.

Como hemos dicho anteriormente, la actividad del inhibidor de serin proteasas AT3 es
estimulada por la union al proteoglicano heparan sulfato, el cual se encuentra en la superficie
luminal de las células endoteliales [214]. Se sabe que AT3 estd relacionado con la
homeostasis en el rifidn, y sus niveles de concentracion en la orina se correlacionan con la
excrecion de albumina y de PLG [255], lo que se correlaciona con lo observado. OLFM4
(también conocido como hGC-1, GW112) es también una glicoproteina de matriz extracelular
[256], que participa en la diferenciacion celular e inflamacion [257], [258], y en la regulacion
de la apoptosis y la proliferacion [259]-[261]. En el riién, OLFM4 se observo en el tubulo,
pero no en el glomérulo [174] y se encontrd significativamente aumentada en vesiculas
extracelulares urinarias aisladas en enfermedad renal poliquistica [262]. Con tendencia
opuesta, se encontrd6 MPO disminuida en los exosomas de pacientes con dnA. MPO es una
proteina con grupo hemo catalizadora de la oxidacién de las lipoproteinas, en el rifion aparece
expresada en las membranas basales glomerulares y en infiltrados de células mononucleares
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[245]. Una deficiencia en la expresion de MPO se ha visto que se corrobora con una alta
incidencia de diabetes mellitus y de enfermedades trombdticas, asi como un aumento de la
concentracion sérica de fibrindgeno; lo que indica la importancia de la relacion entre células
circulantes y coagulacion de la sangre [245].

En conclusion, en nuestro estudio, los resultados obtenidos sugieren un papel importante del
sistema inmune durante la hipertension, en particular, en la respuesta inflamatoria. Esto se
refleja claramente en las proteinas exosomales de la orina, como reservorios de proteinas
alteradas durante la patogénesis. Estudiando este subproteoma, vemos un vinculo funcional
entre las proteinas relacionadas con la coagulacién, el sistema de complemento y el estrés
oxidativo y por otro lado creamos un panel de diagndstico de desarrollo de albuminuria
incipiente. Esta es una demostracion méas de que la protedmica cuantitativa de vesiculas
extracelulares urinarias es una poderosa herramienta para monitorizar proteinas que de otro
modo seria dificil al no poder acceder de forma no invasiva en el riiidn. Ademas, nuestros
resultados permiten avanzar en la comprension de la fisiologia del tracto urinario y de la
patologia de la albuminuria en hipertensos no diabéticos.
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PERFIL METABOLOMICO DE ORINA EN PACIENTES HIPERTENSOS
TRATADOS CON i-SRA

Si bien la protedmica permite investigar en que se ha “traducido” la informacidn genética, el
metaboloma refleja el ultimo eslabon de la cadena, lo que estd pasando como ultima
consecuencia.

Como hemos visto, en relacion a lo anterior y de forma complementaria, investigamos las
alteraciones metabodlicas medibles en orina en un escenario clinico poco explorado, la
busqueda de nuevos indicadores metabdlicos de la progresion del dafio renal y cardiovascular
que puedan ser monitoreados en estos pacientes hipertensos cronicamente tratados.

La albuminuria se sabe que estd asociada con la diabetes. Sin embargo, en esta tesis se ha
visto que no hay diferencias significativas entre diabéticos y no diabéticos en cuanto a la
respuesta de las moléculas respondedoras estudiadas. Por lo tanto en este andlisis se
incluyeron ambos tipos de pacientes para reflejar mejor la practica clinica habitual en las
unidades de hipertension. En ningun caso los pacientes poseian ningln tipo de nefropatia
como causa de HTA (eGFR > 60 ml / min / 1,73m’). En el estudio metabélico, se encontr6 un
patron de alteracion a nivel de metabolitos provocado por la hipertension (bajo i-SRA), y por
otra parte, un sub-conjunto de estos metabolitos respondieron especificamente a la
albuminuria o a la prediccion de su futuro desarrollo en pacientes con niveles normales de
albumina en orina. Los nueve metabolitos que se encuentran alterados en este escenario
clinico muestran una posible relacion entre tres principales rutas bioldgicas, como puede verse
en la Figura 42: el metabolismo de la B-alanina, el metabolismo de la arginina y la prolina
(metabolismo Arg & Pro), y el ciclo del 4cido tricarboxilico (CAT).
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Figura 42. Vias metabdlicas alteradas en la orina de pacientes con supresion cronica del SRA en
respuesta a hipertension y a la albuminuria. Los metabolitos alterados identificados en orina en el
estudio aparecen en negrita, y el aumento o la disminucion de la respuesta para cada metabolito se
indica con flechas. Alteraciones de metabolitos apuntan a tres rutas metabdlicas principales: ciclo del
acido tricarboxilico (CAT), el metabolismo de la arginina y la prolina (Arg y Pro), y el metabolismo
de B-alanina.

El 3-Ureidopropionato, el pantotenato, y el glicerato se encontraron disminuidos en HTA. Los
dos primeros se han identificado como marcadores de uremia [263], y se ha encontrado una
reduccion progresiva de la filtracion de glicerato en dafio glomerular [264] de acuerdo con
nuestros datos. 3-Ureidopropionato y pantotenato conectan los metabolismos de la Arg & Pro
y de la B-alanina a través de la espermidina, una de las poliaminas que hemos encontrado
disminuida en orina, en un estudio previo, en respuesta a la aterosclerosis temprana junto con
la putrescina [70]. La putrescina se sintetiza a partir de la arginina via ornitina, la cual es
también un precursor del glutamato. Este aminodcido se encontré disminuido en orina de
pacientes HTA de forma maés pronunciada cuando existe la condiciéon de microalbuminuria
mantenida. En linea con nuestro estudio, se ha visto que la anulacion de los receptores
especificos del glutamato en el rifion a través de antagonistas promueve el desarrollo gradual
de albuminuria [265]. Otro metabolito identificado previamente por nuestro grupo como un
indicador de enfermedad CV es el 3-hidroxibutirato. Este metabolito se encontr6é variado en
plasma y en orina en respuesta a la aterosclerosis temprana y al sindrome coronario agudo

156



Discusion |

[70], [266]. En nuestro estudio, 3-hidroxibutirato respondié especificamente a MAM
aumentando, condicidn clinica en la que se espera un dafo vascular superior.

Guanidoacetato, otro intermediario en el metabolismo de Arg & Pro, es un precursor de la
creatina, un sustrato de la creatina quinasa (CK). La CK se ha asociado con un fracaso en el
tratamiento antihipertensivo [267], pero los mecanismos que provocan esta asociacion son
atn desconocidos. En nuestro estudio se muestra una relacion directa de la disminucion de
guanidoacetato que podria apuntar a una deficiencia en la conversion de arginina a este
metabolito, el cual al final, puede comprometer la funcion de la 6xido nitrico sintasa (NOS),
lo que se traduce en un efecto negativo en la funcién endotelial [268]. Por otro lado, el
guanidoacetato ha sido propuesto como un marcador fuerte de lesion renal, mostrando niveles
reducidos en orina de pacientes trasplantados con funcion renal normal [269] de acuerdo con
lo observado.

En el mismo contexto y apuntando de nuevo a la disfuncion renal y al dafio vascular, la
hipertension se ha definido como una enfermedad mitocondrial y metabdlica [270], y se ha
visto en datos previos, un aumento del estrés oxidativo durante la supresion cronica del SRA
[229], [271]. En estos pacientes con HTA tratados cronicamente, se encontraron alterados el
glutamato, el piruvato, el oxaloacetato y el malato, con una respuesta mas pronunciada en el
caso de MAM o en presencia de diabetes. El glutamato y el piruvato ejercen control sobre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y sobre la inhibicion intrinseca del
Complejo II mitocondrial por via del oxaloacetato que protege contra la generacion de ROS
[272] el cual aparece disminuido en nuestro estudio. Por otra parte, se ha observado que la
actividad de una nueva lanzadera malato/oxaloacetato encontrada, aumenta con el desarrollo
de la hipertension [273], y ambos metabolitos forman parte del ciclo CAT, el cual ha sido
asociado con la diabetes [274], [275] y la microalbuminuria [106].

Estas tendencias reflejan claramente una lesion subyacente multiorganica, que afectan e
interconectan especialmente ambos sistemas, renal y cardiovascular. En este estudio,
mostramos una poderosa combinacidon de metabolitos en funcion de la alteracion observada,
constituyendo tres paneles metabdlicos diferentes capaces de responder a la HTA (met-HTA:
guanidoacetato, pantotenato, 3-ureidopropionato, oxalacetato y piruvato), a albuminuria (met-
Alb: 3-hidroxibotirato y piruvato), o incluso predecir la progresion futura en los pacientes
normoalbuminuricos (met-dnA: guanidoacetato, glutamato y pantotenato).
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ALTERACIONES EN ORINA EN RESPUESTA A UN DANO RENAL
AGUDO: INSUFICIENCIA RENAL AGUDA (IRA)

Finalmente, a modo de anexo a los estudios recogidos en esta Tesis Doctoral, mostramos
alteraciones de la orina en respuesta a un dafio renal que, por ser agudo y no crénico, tiene un
reflejo totalmente diferente (Anexo 5). Mas alla de la busqueda de marcadores en el contexto
de la hipertension y de forma adicional al estudio molecular en el desarrollo de albuminuria
en pacientes en tratamiento cronico, investigamos los cambios moleculares significativos en
la orina en respuesta a un suceso de insuficiencia renal aguda (IRA) y su posterior evolucion
hasta el alta del paciente. Este estudio, complemento el proyecto anterior con una situacion no
mantenida en el tiempo pero que produce un dafio a nivel renal [77]. La IRA es la perdida
rapida de la funcién renal, caracterizada por la oliguria y por el desequilibrio de liquidos y
electrolitos en el cuerpo. A modo de resumen, observamos que las proteinas kininégenol
(KNG1) y proteina de union al retinol 4 (RBP4) en orina responden claramente a IRA (anexo
publicacion 1). Ademads, la RBP4 podria predecir la recuperacion del paciente mediante la
monitorizacion en el tiempo de niveles de la proteina después de la lesion renal aguda, ya que
la RBP4 refleja la normalizacion del paciente antes de lo que lo hacen los valores clinicos de
uso rutinario en la monitorizacioén, como lo es la creatinina sérica (SCr) (Figura 43) [77].

Muestras de Orina

Dignéstico
2

" 48h- Meseta Alta*

Scr<1.3mg/dl > Si *
Clinica IRA Scr >1.3mg/d|

Scr>1.3mg/dl > No
Protedmica ﬁggj#’ RBP4

Marcadores PREDICTOR

Figura 43. Esquema de los resultados obtenidos en el estudio de las alteraciones proteicas en orina a
un suceso de insuficiencia renal aguda (diagnostico) y su posterior evolucion (meseta y alta). Donde
KNGI disminuyendo y RBP4 aumentando son marcadores de diagndstico, ademas este ultimo en el
periodo después de las 48h es capaz de predecir la recuperacion del paciente volviendo a valores
normalizados. *En pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) se considera recuperacion cuando
los pacientes normalizan sus niveles de SCr (los que presentaban antes del episodio agudo).
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Como hemos dicho, la hipertension arterial es una causa fundamental de riesgo cardiovascular
y renal. El sistema renina-angiotensina (SRA), es el sistema regulador de la vasoconstriccion
que cuando se activa de forma crénica en condiciones patolégicas produce dafio organico al
aumentar la presion arterial. La terapia mas cominmente empleada en el tratamiento de los
pacientes hipertensos es la supresion de este sistema mediante inhibicion a través de fArmacos
como los iIECAs y ARAs II. Sin embargo, existe una progresion de la enfermedad CV y renal
en un numero no despreciable de individuos, a pesar de estar bajo supresion cronica de SRA.
El aumento de la albuminuria producida por un aumento de la PA se considera marcador de
progresion de la enfermedad cardiovascular y de empeoramiento de la funcion renal
independientemente de la coexistencia de diabetes.

Durante el curso de esta tesis, hemos identificado perfiles de proteinas y metabolitos creando,
por primera vez, una huella molecular en orina tanto en respuesta a HTA tratada con
progresion de albuminuria, como de prondstico. Ademas se identificé un amplio panel en la
fraccion exosomal de la orina que identifican varias condiciones de desarrollo.

En el andlisis de la orina completa obtuvimos tres proteinas alteradas significativamente:
glicoproteina CD59 (CD359), alfa-1-antitripsina (AAT) y tetranectina (TNA) en pacientes
hipertensos (diabéticos y no diabéticos) y/o con desarrollo de albuminuria de novo, a pesar del
tratamiento de bloqueo del SRA, implicadas en el estrés oxidativo y en la disfuncion
endotelial. Por otra parte, el estudio metabolémico mostré6 nueve metabolitos de la orina
alterados de manera significativa, los cuales se agruparon en paneles respondedores a HTA en
si misma (guanidoacetato, pantotenato, 3-ureidopropionato, oxalacetato y piruvato), a
microalbuminuria mantenida (3-hidroxibutirato y piruvato) y a albuminuria de novo
(guanidoacetato, glutamato y pantotenato) uniendo el metabolismo de la arginina y prolina, el
metabolismo de B-alanina y el ciclo del acido tricarboxilico. Como vemos, los trastornos
cardiovasculares y renales tienen un efecto aditivo con reflejo en la orina a nivel de proteinas
y metabolitos, el cual influye en el estrés oxidativo, la disfuncion endotelial, el riesgo
cardiovascular y el metabolismo energético en el contexto de hipertension arterial tratada de
forma cronica.

Ademas, CD59 y AAT, a nivel de proteinas, y guanidoacetato, glutamato y pantotenato, a
nivel de metabolitos, son capaces de predecir en individuos normoalbuminuricos el desarrollo
de albuminuria en el futuro. Como hemos visto en el estudio de metabolitos el panel predictor
llega a identificar el prondstico mejor que los marcadores clinicos tradicionales (SCr, eGFR,
ACR) en el que las curvas ROC tenian un AUC mas bajo. Estos resultados contribuyen a la
identificacion precoz de pacientes en riesgo de desarrollar albuminuria, incluso cuando este
predictor clasico se encuentra todavia en el intervalo normal, es decir pacientes en los que la
enfermedad cardiovascular y renal progresa de forma silente, a pesar de la supresion de SRA.

En esta tesis, los exosomas se muestran por primera vez como reservorios de proteinas
alteradas en respuesta a la progresion de la albuminuria. La alta cobertura del proteoma
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exosomal ha permitido la identificacion de patrones alterados de proteinas, reflejando
respuestas en un escenario pro-inflamatorio y de estrés oxidativo a partir de la condicion de
normoalbuminuria y que se agrava en dnA y MAM. La disrupcién de la membrana basal
glomerular relacionada con la albuminuria también se refleja por el aumento de enzimas y
proteinas especificas implicadas en la reparacion de tejidos y por la disminucion de la
inhibicion de metaloproteinasas en las etapas tempranas al desarrollo de albuminuria. Este
estudio demuestra que la protedmica cuantitativa de vesiculas extracelulares en orina es una
poderosa herramienta no invasiva para monitorizar proteinas que de otro modo tendrian un
dificil acceso e implica un avance en la comprension de la fisiopatologia renal en el desarrollo
de la albuminuria en pacientes hipertensos no diabéticos.

Estos hallazgos revelan una serie de nuevas dianas que podria allanar el camino para el
desarrollo de futuros fairmacos y estrategias terapéuticas hacia una intervencion rapida y mas
eficiente, en particular para aquellos pacientes tratados de forma crénica y con un peor
pronostico en términos de desarrollo de la albuminuria, con resultado favorable en la
prevencion de complicaciones cardiovasculares. Finalmente hemos visto que el uso de
paneles de biomarcadores en detrimento de las moléculas individuales mejora enormemente la
precision y especificidad para el diagnostico de estas patologias.

@ ORINA
=

Enfermedad
Cardio-renal
[ HTA + i-SRA (dafio cronico) ][ IRA (dafio agudo) ]
Protedmica Metaboldmica Protedmica
Predictores dnA / PANELES \ Predictor
CD59} recuperacion
AAT? . Me_t-dnA predictor: RBP41
. Guanidoacetato |, glutamato| y
TTN
pantotenato |
* Disfuncién endotelial KNG1}
¢ Estrés oxidativo « Met-HTA:
Guanidoacetato |, pantotenato|,
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Figura 44. Resumen final de los resultados obtenidos en esta tesis analizando muestras de orina y

exosomas de la orina por métodos protedmicos y metabolémicos. En los recuadros en azul se muestra
los estudios realizados en pacientes hipertensos bajo supresion cronica del SRA (HTA + i-SRA), dafio
cronico. En verde se muestra un estudio adicional que se hizo en pacientes con insuficiencia renal
aguda (IRA), dafio agudo.
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Por ultimo, podemos decir que hemos ampliado la vision en cuanto a dianas de dafo renal ya
que estudiando el proteoma en orina de pacientes con IRA hemos obtenido diferentes datos a
los observados en pacientes HTA con desarrollo de albuminuria tratados cronicamente con i-
SRA. Una vez mas, no es lo mismo una situacién aguda que crénica o mantenida y estos
estudios seguidos durante esta tesis nos permiten ver dianas moleculares diferentes y
complementarias.
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CONCLUSIONES

1. Las proteinas CD59, alfa-1-antitripsina y tetranectina se encuentran alteradas de manera
significativa en orina de pacientes hipertensos bajo supresion cronica del SRA; alfa-1-
antitripsina 'y CD59 en respuesta al desarrollo de albuminuria de novo y mantenida, y
tetranectina con disminucion progresiva ya en la condicion de normoalbuminuria.

2. El andlisis cuantitativo diferencial LC-MS/MS incluyendo marcaje iTRAQ ha permitido,
por vez primera, una amplia cobertura en la identificacion del proteoma exosomal en orina de
pacientes hipertensos en respuesta a la progresion de la albuminuria, a pesar de la supresion
cronica del SRA. El andlisis de vesiculas exosomales es una poderosa herramienta no invasiva
para aproximarse a cambios a nivel renal que de otro modo tienen dificil acceso en el rifidn.

3. El analisis exosomal ha permitido identificar respuestas moleculares en un escenario pro-
inflamatorio y de estrés oxidativo apuntando, a la disrupcion de la membrana basal
glomerular. Ello viene reflejado por el aumento de proteinas especificas implicadas en la
reparacion de tejidos y por la disminucién de enzimas en las primeras etapas de inhibicion de
metaloproteinasas.

4. A nivel de metabolitos, hemos identificado un total de nueve con alteraciones significativas
en la orina de estos pacientes: glutamato, glicerato, guanidoacetato, pantotenato, oxalacetato,
3-ureidopropionato, 3-hidroxibutirato, malato y piruvato. En funcion de su perfil de repuesta,
identificamos tres paneles metabodlicos asociados a hipertension, albuminuria de novo o
albuminuria mantenida. Estos cambios a nivel metaboldémico reflejan un efecto aditivo entre
las patologias cardiovascular y renal apuntando nuevamente a estrés oxidativo, disfuncion
endotelial y metabolismo energético alterado en el cuadro de hipertension arterial tratada
cronicamente.

5. CD59, alfa-1 antitripsina, guanidoacetato, glutamato y pantotenato, combinados o de modo
individual, tienen poder predictor. Es decir, son capaces de predecir qué individuos
normoalbuminuricos van a desarrollar albuminuria en el futuro, ya que en estos sujetos
muestran respuesta alterada en orina ain cuando el indicador clasico (albimina) estd en el
rango normal. Actualmente, estos individuos con peor prondstico pasan “desapercibidos” por
lo que este hallazgo es de especial importancia en la estratificacion de individuos con mayor
riesgo cardiovascular y de dafio renal, para los que se podrian disefiar nuevas estrategias
terapéuticas y que podrian ser aplicadas de un modo temprano.
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LIMITACIONES

La principal limitacion de esta tesis doctoral radica en el numero “limitado” de muestras de
orina de sujetos reclutados, y potencial variabilidad atribuible a su a distribucion por edad, la
diabetes o los farmacos. El potencial valor predictivo de los indicadores descritos debe ser
confirmada en una cohorte mas amplia de pacientes hipertensos con diferente progresion en
términos de albuminuria antes de su traslacion al ambito clinico. Para cubrir estas posibles
limitaciones, se han seleccionado cohortes independientes para el descubrimiento y la
confirmacion basada en la disponibilidad a lo largo del curso de los diferentes estudios y hay
que tener en cuenta que las aproximaciones Omicas permiten identificar diferencias
significativas en un nimero mayor de muestras que en los estudios clinicos clasicos. Otra
limitacion podria ser un sesgo de aleatorizacion potencial en los criterios de seleccion; que
son compensados mediante la aplicacion de criterios basados en las diferencias significativas
entre los grupos al seleccionar las moléculas de interés. Por otro lado, la albuminuria se sabe
que esta asociada con la diabetes. Sin embargo, en los estudios llevados a cabo en este
escenario clinico, no se encontraron diferencias significativas en la orina atribuibles a una
condicion diabética. En los estudios se incluyeron pacientes diabéticos y no diabéticos para
reflejar mejor la practica clinica rutinaria en muchas unidades de hipertension, aun asi, todos
los pacientes tenian eGFR > 60 ml / min / 1,73m’. Por otro lado, la orina tiene un enorme
potencial como fluido no invasivo capaz de reflejar los cambios en la funciéon o dano
organico, pero la variabilidad en el contenido de proteina puede ser considerable y este hecho
implica normalizacién, por ejemplo por contenido total de proteinas. Como se trata de
estudios observacionales, pueden ser identificadas las asociaciones entre las moléculas
propuestas, aunque la causalidad no, de este modo, las inferencias a mecanismos se basan en
la literatura anteriormente publicada.

A pesar de estas limitaciones estamos frente a unos datos prometedores. Serd necesario un
estudio multi-centro a gran escala para asegurar el gran potencial de este subconjunto de
indicadores en la evaluacion de la eficacia de la supresion del SRA en pacientes hipertensos
antes de su aplicacion clinica eventual, y estimular y facilitar la translacion a partir de
observaciones clinicas para combinar mejor los proyectos de ciencias basicas y clinicas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Teniendo en consideracion los estudios recogidos en esta tesis doctoral y los trabajos
publicados en el area cardiovascular y renal por estrategias dmicas se puede considerar que se
estd avanzando en direccion correcta hacia un mejor entendimiento de los mecanismos
fisiopatologicos subyacentes al desarrollo de albuminuria en pacientes hipertensos tratados
cronicamente con inhibidores del SRA ya que se han encontrado indicadores que estan
poniendo voz a las rutas bioldgicas implicadas. Serd por ello interesante observar estas
moléculas alteradas en hipertension resistente donde la presion arterial no es controlada por el
tratamiento convencional de inhibicién de SRA o en patologias similares. En nuestra opinion,
la orina no ha hecho mas que iniciar su andadura en el campo de la hipertension y dafio
organico aunque aun quedan muchos estudios por realizar para sacar un mayor provecho de
este fluido y, si se consigue superar la barrera a estudios con un niimero mas elevado de
pacientes o, mejor aun, dar el salto a ensayos clinicos, es muy posible que la orina se destaque
como fuente de marcadores cardiovasculares y renales, y pueda tener una aplicacion clinica
directa. Pero sobre todo, consideramos que los estudios en microvesiculas exosomales de la
orina en este area van a tomar una importancia grande en los préximos afios, siendo
contenedores de datos prometedores revelando cambios que se desconocen hasta ahora.
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ANEXO 1

Tabla Anexo 1. Resultado HTA. Datos de las 56 manchas consideradas como proteinas de interés
(POI). La columna Recogido en Set indica el set al que pertenece segun los filtros aplicados. Las
celdas sombreadas son spots con p-valores <0.05 T-Student en la comparacion del par

correspondiente. Pos.: posicion en el gel, Med.Ratio: media del relacion, C: controles, N:
normoalbuminuricos, dnA: de novo albumindricos, MAM: microalbumintria mantenida.

N/C dnA/C MAM /C dnA/N MAM /N MAM / dnA
N° gel Recogido
Pos. master T-test Med. Ratio T-test Med. Ratio T-test Med.Ratio T-test Med. Ratio T-test Med. Ratio T-test Med. Ratio 1-ANOVA en Set
1 22 0,49 1,24 0,026 327 0,19 1,88 0,04 4,04 0,16 2,33 0,29 1,74 0,04 L4
2 27 0,81 1,07 0,0069 6,26 0,0065 3,74 0,0099 5,83 0,0099 3,48 0,45 -1,67 0,0015 L4
3 102 0,64 1,04 0,0078 5,27 0,00097 3,64 0,011 5,07 0,00026 3,5 0,81 -1,45 0,00042 L1,L4
4 104 0,98 -1,33 0,039 3,96 0,053 2,31 0,012 5,28 0,0037 3,09 0,5 -1,71 0,013 L4
5 107 0,81 -1,16 0,024 3,72 0,063 2,07 0,0084 4,34 0,011 2,41 0,29 -1,8 0,0099 L4
6 122 0,28 1,25 0,0037 4,28 0,05 2,05 0,0093 3,41 0,069 1,63 0,1 -2,09 0,0021 L4
7 124 0,88 1,02 0,0026 6,09 0,0051 2,65 0,0052 6 0,0082 2,61 0,12 22,3 0,00044 L4
3 126 0,27 1.26 0,0006 2.04 0,082 .79 0,024 732 0,16 T.42 0,19 1,64 0,0008 4
9 130 0.64 T.04 0,0018 5,95 0,014 7.6 0,0014 5,73 0,0082 25 0,06 2,29 0,00026 4
10 131 0,46 1,21 0,003 5,81 0,036 2.4 0,01 4,79 0,049 1,98 0,061 -2,42 0,0016 L4
11 132 0,58 1,12 0,0012 6,52 0,0057 2,92 0,0021 5,83 0,0069 2,61 0,078 -2,23 0,00016 L4
12 136 0,7 1,04 0,0049 7 0,0064 2,73 0,0073 6,71 0,0059 2,62 0,11 -2,57 0,00069 L4
13 137 0,6 1,15 0,0024 7,15 0,0032 2,86 0,0068 6,19 0,0074 2,48 0,13 -2,5 0,00038 L4
4 157 0,46 .25 0,0013 6,75 0,0034 3.36 0,004 538 0,0002 7.68 0.1 2,01 0,00021 4
15 T61 0.63 T.15 0,013 785 0,021 2,59 0,021 723 0,036 2,26 0.23 1,87 0,0064 4
6 162 0.18 T.45 0,0043 5,79 0,028 2,34 0,016 3,99 0,066 T.61 0,095 247 0,0019 LT, L4
17 171 0,16 1,5 0,0013 6,56 0,023 2,73 0,0049 4,37 0,057 1,82 0,071 -2.4 0,00048 L4
18 173 0,63 1,13 0,0092 5,39 0,016 2,66 0,016 4,76 0,028 2,34 0,18 -2,03 0,0037 L4
19 182 0,56 1,15 0,0044 5,28 0,015 2,5 0,0081 4,6 0,022 2,18 0,12 2,11 0,0015 L4
20 249 0,15 1,48 0,0067 2,87 0,13 1,58 0,091 1,94 0,88 1,07 0,12 -1,82 0,021 L4
21 255 0,34 T34 0,0082 3.06 0,23 T51 0,042 7.8 0,76 .13 0,076 2,03 0,022 7!
22 265 0.63 T21 0,021 721 0,44 T.65 0,038 349 0.68 .37 0.14 2,55 0,041 7]
23 282 0,041 1,52 0,00088 3,04 0,0087 2,03 0,011 2 0,18 1,33 0,13 -1,5 0,00042 L4
24 283 0,83 -1,3 0,036 3,82 0,89 1,18 0,019 4,95 0,72 1,53 0,062 -3,24 0,048 L1,L4
25 285 0,13 1,44 0,022 3,05 0,087 1,71 0,069 2,12 0,39 1,19 0,22 -1,78 0,02 L4
26 289 0,94 -1,29 0,019 4,19 0,34 1,52 0,0079 5,41 0,22 1,96 0,085 -2,76 0,018 L1, L4
27 350 0,0005 237 0,31 1,18 0,63 1,06 0,014 281 0,00024 2.23 0.3 1.26 0,0049 L1, 14
78 352 0,0005 .09 0.3 1,23 0,19 133 0,044 245 0,0016 2,65 0,66 1,08 0,010 L1, 14
29 377 0,47 1,14 0,026 .07 0.15 T.48 0,024 2,25 0,099 1,69 0,38 1,33 0,031 4
30 378 0,54 1,13 0,03 2,66 0,013 1,91 0,065 2,36 0,019 1,69 0,63 -1.4 0,016 L4
31 382 0,052 1,61 0,25 -1,54 0,61 -1,27 0,039 -2,47 0,0028 -2,03 0,36 1,21 0,044 L1, L4
32 639 0,21 -1,26 0,041 2,91 0,00059 2,59 0,025 3,67 0,00044 3,26 0,83 -1,12 0,0017 L1,L4
33 680 0,49 1,38 0,00083 3,87 0,018 2,17 0,018 2,81 0,17 1,58 0,12 -1,78 0,0035 L1, L4
37 682 0,23 128 0,0081 2,03 0,0052 2,19 0,2 1,59 0,14 1.1 0,82 1,08 0,016 TI,L4
35 685 0,09 138 0,00031 2.36 0,023 16 0,081 171 0,66 T.16 0,14 T.47 0,0056 TI,L4
36 745 0,24 121 0,02 1,08 0,024 1,68 0,005 1,63 0.16 1,38 0,49 T.18 0,029 LI,L4
37 786 0,18 1,28 0,026 -1,41 0,012 -1,36 0,018 -1,81 0,013 -1,73 0,66 1,04 0,0045 L1,L4
38 804 0,44 1,12 0,0043 -1,54 0,017 -1,44 0,0075 -1,72 0,02 -1,61 0,71 1,07 0,0024 L1,L4
39 808 0,059 1,43 0,045 -1,45 0,074 -1,34 0,0026 -2,07 0,0022 -1,91 0,48 1,08 0,00088 L1,L4
40 811 0,11 1,38 0,034 -1,35 0,065 -1,3 0,011 -1,86 0,018 -1,79 0,82 1,04 0,0052 L1,L4
a1 316 0,12 T.32 0,010 TAT 0,032 134 0,0077 187 0,01 1,76 0,66 1,06 0,0022 LILA
%) 329 0.27 T.16 0,028 1,43 032 1,19 0,0024 1,67 0,089 1,39 0,44 T2 0,03 3
43 832 0,095 1,34 0,044 -1,42 0,16 -1,26 0,0085 -1,91 0,023 -1,7 0,51 1,13 0,0074 L4
44 845 0,4 1,38 0,047 -2,97 0,5 -1,5 0,015 -4,11 0,13 -2,08 0,095 1,98 0,037 L4
45 846 0,61 1,12 0,023 -2,8 0,13 -1,96 0,0053 -3,12 0,033 -2,19 0,23 1,42 0,011 L1,L4
46 848 0,83 1,07 0,0089 -3,66 0,37 -1,53 0,012 -3,91 0,32 -1,63 0,044 2,4 0,023 L4
a7 367 0,87 1,03 0,016 3.65 0,22 1,58 0,014 3.75 0,22 T.02 0,1 231 0,018 7!
18 924 0,036 .6 0,52 118 0,14 142 0,035 188 0,00079 2.26 0,64 12 0,012 L1, 14
79 934 0,004 T.55 0.2 1,45 0,085 1,48 0,064 2,24 0,013 2,08 0.8 1,02 0,031 LI, 14
50 1052 0,52 1,07 0,00046 -1,54 0,075 -1,32 0,0035 -1,65 0,087 -1,42 0,6 1,16 0,0082 L4
51 1055 0,74 1,06 0,011 -1,52 0,0058 -1,56 0,02 -1,62 0,012 -1,65 0,93 -1,02 0,0032 L1,L4
52 1058 0,57 1,15 0,0028 5,11 0,013 2,49 0,0061 4,46 0,024 2,17 0,084 -2,05 0,00092 L4
53 1059 0,58 1,12 0,0036 4,97 0,017 2,48 0,0074 4,43 0,032 2,21 0,12 -2,01 0,0015 L4
54 | 1060 0,53 Til 0,004 701 0,010 2.75 0,0061 142 0,032 748 0,18 1,79 0,0018 4
55 | 1072 0,013 2,03 0,0076 24 0,033 ) 0,44 T,18 0,78 T01 0.75 T2 0,019 TI,L4
56 | 1075 0,39 T.25 0,083 1,75 0.14 1,54 0,032 2,19 0,036 1,93 0,56 T.13 0,04 TIL4
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ANEXO 2

Figura Anexo. Resultado de las transiciones medidas por SRM de CD59. En pacientes de
forma global, en pacientes no diabéticos (no DM), y pacientes diabéticos (DM).
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Figura Anexo. Resultado de las transiciones medidas por SRM de AAT. En pacientes de

forma global, en pacientes no diabéticos (no DM), y pacientes diabéticos (DM).
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Anexos |

Figura Anexo. Resultado de las transiciones medidas por SRM de TNA. En pacientes de
forma global, en pacientes no diabéticos (no DM), y pacientes diabéticos (DM).
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ANEXO 3

Tabla Anexo 2. Resultado del andlisis de iTRAQ de proteinas exosomales obteniendo un listado de las 487 proteinas identificadas con > de 3 péptidos de

1839 proteinas identificadas. C: control. N: normoalbuminuricos. dnA: de novo albuminuria. MAM: microalbuminuria mantenida

FASTA
P15924
060437
P98164
P19013

P01024
P15144
P13647
P02751

060494
P07911

P04264
P35908
Q92817
P02768
P35527
P08473
POCOL4
P15311

Q02383
P04279

Q8WUM4

PROTEINA
DESP_HUMAN
PEPL_HUMAN
LRP2_ HUMAN
K2C4 HUMAN
CO3_HUMAN
AMPN_HUMAN
K2C5 HUMAN
FINC_HUMAN
CUBN_HUMAN
UROM_HUMAN
K2C1_HUMAN
K22E_ HUMAN
EVPL HUMAN
ALBU_HUMAN
K1C9 HUMAN
NEP_HUMAN
CO4A_HUMAN
EZRI HUMAN
SEMG2 _HUMAN
SEMG1_HUMAN

PDC6I_HUMAN

DESCRIPCION

DESP_HUMAN Desmoplakin OS=Homo sapiens GN=DSP PE=1
SV=3

PEPL_HUMAN Periplakin OS=Homo sapiens GN=PPL PE=1
SvV=4

LRP2_HUMAN Low-density lipoprotein receptor-related protein
2 OS=Homo sapiens GN=LRP2 PE=1 SV=3

K2C4_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 4 OS=Homo sapiens
GN=KRT4 PE=1 SV=4

CO3_HUMAN Complement C3 OS=Homo sapiens GN=C3 PE=1
Sv=2

AMPN_HUMAN Aminopeptidase N OS=Homo sapiens
GN=ANPEP PE=1 SV=4

K2C5_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens
GN=KRT5 PE=1 SV=3

FINC_HUMAN Fibronectin OS=Homo sapiens GN=FN1 PE=1
SvV=4

CUBN_HUMAN Cubilin OS=Homo sapiens GN=CUBN PE=1
SV=5

UROM_HUMAN Uromodulin OS=Homo sapiens GN=UMOD
PE=1 SV=1

K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens
GN=KRTI1 PE=1 SV=6

K22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal
OS=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2

EVPL _HUMAN Envoplakin OS=Homo sapiens GN=EVPL PE=1
SV=3

ALBU_HUMAN Serum albumin OS=Homo sapiens GN=ALB
PE=1 SV=2

K1C9_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens
GN=KRT9 PE=1 SV=3

NEP_HUMAN Neprilysin OS=Homo sapiens GN=MME PE=1
Sv=2

CO4A_HUMAN Complement C4-A OS=Homo sapiens GN=C4A
PE=1 SV=1

EZRI_HUMAN Ezrin OS=Homo sapiens GN=EZR PE=1 SV=4
SEMG2_HUMAN Semenogelin-2 OS=Homo sapiens
GN=SEMG?2 PE=1 SV=1

SEMG1_HUMAN Semenogelin-1 OS=Homo sapiens
GN=SEMG1 PE=1 SV=2

PDC6I_HUMAN Programmed cell death 6-interacting protein
OS=Homo sapiens GN=PDCDG6IP PE=1 SV=1

Pept
105
68
59
59
57
55
52
51
46
44
44
43
43
41
41
41
41
40
40
39

38

Zq_
N1

Zq_
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2,7
2,1
-1,0

2,9

Zq d
nAl

-1,3

Zq d
nA2

1.8

Zq_
MA
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0,5
04
-1,6
1,0

1,1

0,0

Zq_
MA
M2

1,6

0,4

Zq d
nA

0,09
2,05
0,39
0,29
1,48
0,63
0,38
0,49

0,22

Zq_
MA

0,42
2,20
0,01
043
1,94
0,54
1,88
1,80
0,70

FlLd

12
13
12
13

2,0

16
34
13
54
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14
13
5,5
1,5
12
16
12
1,7

1,5

FILM
AM1

13
12
2,1
1,6

1,7

1,5

43
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1,3
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2,5

12

1,9
12
8,0
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P13645
P02538
P07355
P00450
P13646
P01009
P02787
P10253
P06733
P04083
043451
P14618
P27487
P04745
P14923
PO1133
P04406
P54802
P02533
Q07075
P29508
P09525
P50995
043895
000159
Q09666
P08133

043707

K1C10 HUMAN
K2C6A_HUMAN
ANXA2 HUMA
N
CERU_HUMAN
K1C13_HUMAN
AIAT HUMAN
TRFE_HUMAN
LYAG_HUMAN
ENOA_HUMAN
ANXA1 _HUMA
N

MGA HUMAN
KPYM_HUMAN
DPP4 HUMAN
AMY1 HUMAN
PLAK_HUMAN
EGF_HUMAN
G3P_HUMAN
ANAG_HUMAN
K1C14 HUMAN
AMPE_HUMAN
SPB3_HUMAN
ANXA4 HUMA
N
ANX11_HUMAN
XPP2_HUMAN
MYOIC HUMA
N
AHNK_HUMAN
ANXA6_HUMA
N

ACTN4_HUMAN

K1C10_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 10 OS=Homo
sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6

K2C6A_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 6A OS=Homo
sapiens GN=KRT6A PE=1 SV=3

ANXA2 HUMAN Annexin A2 OS=Homo sapiens GN=ANXA2
PE=1 SV=2

CERU_HUMAN Ceruloplasmin OS=Homo sapiens GN=CP
PE=1 SV=1

K1C13_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 13 OS=Homo
sapiens GN=KRT13 PE=1 SV=4

A1AT_HUMAN Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens
GN=SERPINAI PE=1 SV=3

TRFE_HUMAN Serotransferrin OS=Homo sapiens GN=TF PE=1
SV=3

LYAG_HUMAN Lysosomal alpha-glucosidase OS=Homo
sapiens GN=GAA PE=1 SV=4

ENOA_HUMAN Alpha-enolase OS=Homo sapiens GN=ENO1
PE=1 SV=2

ANXA1 HUMAN Annexin A1 OS=Homo sapiens GN=ANXA1
PE=1 SV=2

MGA_HUMAN Maltase-glucoamylase, intestinal OS=Homo
sapiens GN=MGAM PE=1 SV=5

KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2 OS=Homo
sapiens GN=PKM PE=1 SV=4

DPP4_HUMAN Dipeptidyl peptidase 4 OS=Homo sapiens
GN=DPP4 PE=1 SV=2

AMY1_HUMAN Alpha-amylase 1 OS=Homo sapiens
GN=AMY 1A PE=1 SV=2

PLAK_HUMAN Junction plakoglobin OS=Homo sapiens
GN=JUP PE=1 SV=3

EGF_HUMAN Pro-epidermal growth factor OS=Homo sapiens
GN=EGF PE=1 SV=2

G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
OS=Homo sapiens GN=GAPDH PE=1 SV=3

ANAG_HUMAN Alpha-N-acetylglucosaminidase OS=Homo
sapiens GN=NAGLU PE=1 SV=2

K1C14_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 14 OS=Homo
sapiens GN=KRT14 PE=1 SV=4

AMPE_HUMAN Glutamyl aminopeptidase OS=Homo sapiens
GN=ENPEP PE=1 SV=3

SPB3_HUMAN Serpin B3 OS=Homo sapiens GN=SERPINB3
PE=1 SV=2

ANXA4 HUMAN Annexin A4 OS=Homo sapiens GN=ANXA4
PE=1 SV=4

ANX11_HUMAN Annexin A11 OS=Homo sapiens
GN=ANXAI11 PE=1 SV=1

XPP2_HUMAN Xaa-Pro aminopeptidase 2 OS=Homo sapiens
GN=XPNPEP2 PE=1 SV=3

MYO1C_HUMAN Unconventional myosin-Ic OS=Homo sapiens
GN=MYOIC PE=1 SV=4

AHNK_HUMAN Neuroblast differentiation-associated protein
AHNAK OS=Homo sapiens GN=AHNAK PE=1 SV=2

ANXA6 HUMAN Annexin A6 OS=Homo sapiens GN=ANXA6
PE=1 SV=3

ACTN4 _HUMAN Alpha-actinin-4 OS=Homo sapiens
GN=ACTN4 PE=1 SV=2
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27
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24

24
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22
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2,0
1,7
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14
22
12
34
1,5

1,3
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16
13
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14
14
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13
12
12
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13
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P33908
Q6UX06
P05154
P01833
Q5T2W1
P35579
Q8NIN4
P02788
P00558
Q00610
Q08380
P62736
QIY6W3
P12821
P08758
P16444
P10909
P01023
P26038
P08727
P12109
P06727
P05109
P07195
Q96K P4
P00966
P0O8183

Q03154

MA1A1_HUMA
N

OLFM4 HUMAN
IPSP_ HUMAN
PIGR_HUMAN
NHRF3_HUMAN
MYH9 HUMAN
K2C78 HUMAN
TRFL_HUMAN
PGK1 HUMAN
CLH1_HUMAN
LG3BP_HUMAN
ACTA_HUMAN
CAN7 HUMAN
ACE_HUMAN
ANXA5 _HUMA
N
DPEPI_HUMAN
CLUS_HUMAN
A2MG_HUMAN
MOES_HUMAN
K1C19 HUMAN
CO6A1 HUMAN
APOA4 HUMAN
S10A8 HUMAN
LDHB_HUMAN
CNDP2_HUMAN
ASSY HUMAN
MDR1_HUMAN

ACY1 _HUMAN

MA1A1_HUMAN Mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-
mannosidase IA OS=Homo sapiens GN=MAN1A1 PE=1 SV=3
OLFM4_HUMAN Olfactomedin-4 OS=Homo sapiens
GN=OLFM4 PE=1 SV=1

IPSP_HUMAN Plasma serine protease inhibitor OS=Homo
sapiens GN=SERPINAS PE=1 SV=3

PIGR_HUMAN Polymeric immunoglobulin receptor OS=Homo
sapiens GN=PIGR PE=1 SV=4

NHRF3 HUMAN Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor
NHE-RF3 OS=Homo sapiens GN=PDZK1 PE=1 SV=2

MYH9 HUMAN Myosin-9 OS=Homo sapiens GN=MYH9 PE=1
Sv=4

K2C78_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 78 OS=Homo
sapiens GN=KRT78 PE=2 SV=2

TRFL_HUMAN Lactotransferrin OS=Homo sapiens GN=LTF
PE=1 SV=6

PGK1_HUMAN Phosphoglycerate kinase 1 OS=Homo sapiens
GN=PGK1 PE=1 SV=3

CLH1_HUMAN Clathrin heavy chain 1 OS=Homo sapiens
GN=CLTC PE=1 SV=5

LG3BP_HUMAN Galectin-3-binding protein OS=Homo sapiens
GN=LGALS3BP PE=1 SV=1

ACTA_HUMAN Actin, aortic smooth muscle OS=Homo sapiens
GN=ACTA2 PE=1 SV=1

CAN7_HUMAN Calpain-7 OS=Homo sapiens GN=CAPN7 PE=1
Sv=1

ACE_HUMAN Angiotensin-converting enzyme OS=Homo
sapiens GN=ACE PE=1 SV=1

ANXAS5 HUMAN Annexin A5 OS=Homo sapiens GN=ANXAS5
PE=1 SV=2

DPEP1 _HUMAN Dipeptidase | OS=Homo sapiens GN=DPEP1
PE=1 SV=3

CLUS_HUMAN Clusterin OS=Homo sapiens GN=CLU PE=1
Sv=1

A2MG_HUMAN Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens
GN=A2M PE=1 SV=3

MOES _HUMAN Moesin OS=Homo sapiens GN=MSN PE=1
SV=3

K1C19_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 19 OS=Homo
sapiens GN=KRT19 PE=1 SV=4

CO6A1_HUMAN Collagen alpha-1(VI) chain OS=Homo sapiens
GN=COLG6A1 PE=1 SV=3

APOA4 HUMAN Apolipoprotein A-IV OS=Homo sapiens
GN=APOA4 PE=1 SV=3

S10A8 HUMAN Protein S100-A8 OS=Homo sapiens
GN=S100A8 PE=1 SV=1

LDHB_HUMAN L-lactate dehydrogenase B chain OS=Homo
sapiens GN=LDHB PE=1 SV=2

CNDP2_HUMAN Cytosolic non-specific dipeptidase OS=Homo
sapiens GN=CNDP2 PE=1 SV=2

ASSY_HUMAN Argininosuccinate synthase OS=Homo sapiens
GN=ASS1 PE=1 SV=2

MDR1_HUMAN Multidrug resistance protein 1 OS=Homo
sapiens GN=ABCB1 PE=1 SV=3

ACY1_HUMAN Aminoacylase-1 OS=Homo sapiens GN=ACY'1
PE=1 SV=1
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P49221
000560
P08571
P15309
P19440
Q13621
P53990

A8K2UO
P11142
P08195
P05023
PO1876
P01042
000468
P02647
P46940
043490
P04792
P06702
Q99816
P27105
P31946

Q71U36
P38606
P20073
Q14624
P16278

P11117

TGM4 HUMAN
SDCBI_HUMAN
CD14 HUMAN
PPAP_HUMAN
GGT1_HUMAN
S12A1 HUMAN
ISTI_HUMAN
A2ML1_HUMAN
HSP7C_HUMAN
4F2 HUMAN
ATI1Al HUMAN
IGHA1 HUMAN
KNG1_HUMAN
AGRIN_HUMAN
APOA1_HUMAN
IQGA1_HUMAN
PROMI_HUMA
N
HSPB1_HUMAN
S10A9 HUMAN
TS101_HUMAN
STOM_HUMAN
1433B_ HUMAN
TBAIA HUMAN
VATA _HUMAN
ANXA7 HUMA
N

ITIH4 HUMAN
BGAL _HUMAN

PPAL_HUMAN

TGM4_HUMAN Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4
OS=Homo sapiens GN=TGM4 PE=1 SV=2

SDCB1_HUMAN Syntenin-1 OS=Homo sapiens GN=SDCBP
PE=1 SV=1

CD14 HUMAN Monocyte differentiation antigen CD14
OS=Homo sapiens GN=CD14 PE=1 SV=2

PPAP_HUMAN Prostatic acid phosphatase OS=Homo sapiens
GN=ACPP PE=1 SV=3

GGT1_HUMAN Gamma-glutamyltranspeptidase 1 OS=Homo
sapiens GN=GGT1 PE=1 SV=2

S12A1 HUMAN Solute carrier family 12 member | OS=Homo
sapiens GN=SLC12A1 PE=1 SV=2

IST1I_HUMAN IST1 homolog OS=Homo sapiens GN=IST1
PE=1 SV=1

A2ML1 _HUMAN Alpha-2-macroglobulin-like protein 1
OS=Homo sapiens GN=A2MLI1 PE=1 SV=3

HSP7C_HUMAN Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo
sapiens GN=HSPAS PE=1 SV=1

4F2_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chain OS=Homo
sapiens GN=SLC3A2 PE=1 SV=3

AT1A1 _HUMAN Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
alpha-1 OS=Homo sapiens GN=ATP1A1 PE=1 SV=1
IGHA1_HUMAN Ig alpha-1 chain C region OS=Homo sapiens
GN=IGHA1 PE=1 SV=2

KNG1_HUMAN Kininogen-1 OS=Homo sapiens GN=KNG1
PE=1 SV=2

AGRIN_HUMAN Agrin OS=Homo sapiens GN=AGRN PE=1
Sv=4

APOA1_HUMAN Apolipoprotein A-I OS=Homo sapiens
GN=APOAI PE=1 SV=1

IQGA1_HUMAN Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1
OS=Homo sapiens GN=IQGAP1 PE=1 SV=1
PROM1_HUMAN Prominin-1 OS=Homo sapiens GN=PROM1
PE=1 SV=1

HSPB1_HUMAN Heat shock protein beta-1 OS=Homo sapiens
GN=HSPBI PE=1 SV=2

S10A9 HUMAN Protein S100-A9 OS=Homo sapiens
GN=S100A9 PE=1 SV=1

TS101_HUMAN Tumor susceptibility gene 101 protein
OS=Homo sapiens GN=TSG101 PE=1 SV=2

STOM_HUMAN Erythrocyte band 7 integral membrane protein
OS=Homo sapiens GN=STOM PE=1 SV=3

1433B_HUMAN 14-3-3 protein beta/alpha OS=Homo sapiens
GN=YWHAB PE=1 SV=3

TBA1A_HUMAN Tubulin alpha-1A chain OS=Homo sapiens
GN=TUBAIA PE=1 SV=1

VATA _HUMAN V-type proton ATPase catalytic subunit A
OS=Homo sapiens GN=ATP6V1A PE=1 SV=2

ANXA7 HUMAN Annexin A7 OS=Homo sapiens GN=ANXA7
PE=1 SV=3

ITIH4 HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
OS=Homo sapiens GN=ITIH4 PE=1 SV=4

BGAL_HUMAN Beta-galactosidase OS=Homo sapiens
GN=GLBI PE=1 SV=2

PPAL_HUMAN Lysosomal acid phosphatase OS=Homo sapiens
GN=ACP2 PE=1 SV=3
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P0O1011
P08236
P01857
P14550

P22735

P98160
P30740
P68104
P55072
P05062

Q9H4M9
P07339
Q13510
P16152

Q96FN5
P52209

QONQ84
Q14697
014745
P68871
P13639
P06396
P49327
P55017
P12277
P0O5155

Q93088

AACT HUMAN
BGLR_HUMAN
IGHG1_HUMAN
AKIA1 HUMAN

TGM1_HUMAN

PGBM_HUMAN
ILEU_HUMAN
EFIA1_HUMAN
TERA_HUMAN
ALDOB_HUMA
N
EHDI_HUMAN
CATD _HUMAN
ASAH1_HUMAN
CBR1_HUMAN
KIF12 HUMAN
6PGD_HUMAN
GPC5C_HUMAN
GANAB_HUMA
N
NHRF1_HUMAN
HBB_HUMAN
EF2_HUMAN
GELS _HUMAN
FAS_HUMAN
S12A3 HUMAN
KCRB_HUMAN
IC1_HUMAN

BHMTI_HUMA
N

AACT_HUMAN Alpha-1-antichymotrypsin OS=Homo sapiens
GN=SERPINA3 PE=1 SV=2

BGLR_HUMAN Beta-glucuronidase OS=Homo sapiens
GN=GUSB PE=1 SV=2

IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region OS=Homo sapiens
GN=IGHG! PE=1 SV=1

AKI1A1_HUMAN Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] OS=Homo
sapiens GN=AKR1A1 PE=1 SV=3

TGM1_HUMAN Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase
K OS=Homo sapiens GN=TGM1 PE=1 SV=4

PGBM_HUMAN Basement membrane-specific heparan sulfate
proteoglycan core protein OS=Homo sapiens GN=HSPG2 PE=1
Sv=4

ILEU_HUMAN Leukocyte elastase inhibitor OS=Homo sapiens
GN=SERPINBI1 PE=1 SV=1

EF1A1_HUMAN Elongation factor 1-alpha 1 OS=Homo sapiens
GN=EEF1Al PE=1 SV=1

TERA HUMAN Transitional endoplasmic reticulum ATPase
OS=Homo sapiens GN=VCP PE=1 SV=4

ALDOB_HUMAN Fructose-bisphosphate aldolase B OS=Homo
sapiens GN=ALDOB PE=1 SV=2

EHD1_HUMAN EH domain-containing protein 1 OS=Homo
sapiens GN=EHD1 PE=1 SV=2

CATD_HUMAN Cathepsin D OS=Homo sapiens GN=CTSD
PE=1 SV=1

ASAH1 _HUMAN Acid ceramidase OS=Homo sapiens
GN=ASAHI PE=1 SV=5

CBR1_HUMAN Carbonyl reductase [NADPH] 1 OS=Homo
sapiens GN=CBR1 PE=1 SV=3

KIF12_HUMAN Kinesin-like protein KIF12 OS=Homo sapiens
GN=KIF12 PE=2 SV=3

6PGD_HUMAN 6-phosphogluconate dehydrogenase,
decarboxylating OS=Homo sapiens GN=PGD PE=1 SV=3
GPC5C_HUMAN G-protein coupled receptor family C group 5
member C OS=Homo sapiens GN=GPRC5C PE=1 SV=2
GANAB_HUMAN Neutral alpha-glucosidase AB OS=Homo
sapiens GN=GANAB PE=1 SV=3

NHRF1_HUMAN Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor
NHE-RF1 OS=Homo sapiens GN=SLC9A3R1 PE=1 SV=4
HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens
GN=HBB PE=1 SV=2

EF2_HUMAN Elongation factor 2 OS=Homo sapiens GN=EEF2
PE=1 SV=4

GELS_HUMAN Gelsolin OS=Homo sapiens GN=GSN PE=1
Sv=1

FAS_HUMAN Fatty acid synthase OS=Homo sapiens GN=FASN
PE=1 SV=3

S12A3 HUMAN Solute carrier family 12 member 3 OS=Homo
sapiens GN=SLC12A3 PE=1 SV=3

KCRB_HUMAN Creatine kinase B-type OS=Homo sapiens
GN=CKB PE=1 SV=1

IC1_HUMAN Plasma protease C1 inhibitor OS=Homo sapiens
GN=SERPINGI PE=1 SV=2

BHMT!_HUMAN Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1
OS=Homo sapiens GN=BHMT PE=1 SV=2
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000391
QGEMKA4
075874
QYBRK3
P05783
095171
Q5VW32
QYUBG3
P05543
P02750
P04217
P0O5164
P00338
P60174
P15289
P09543
P08263
Q12907
Q15149
P01859
P06744
QOUN37
P08779
P07384
Q13835
P25311
P07900

P63104

QSOX1_HUMAN
VASN_HUMAN
IDHC_HUMAN
MXRAS HUMA
N

K1C18 HUMAN
SCEL_HUMAN
BROX_HUMAN
CRNN_HUMAN
THBG_HUMAN
A2GL_HUMAN
A1BG_HUMAN
PERM_HUMAN
LDHA HUMAN
TPIS_ HUMAN
ARSA_HUMAN
CN37_HUMAN
GSTA1 HUMAN
LMAN2 HUMA
N
PLEC_HUMAN
IGHG2 HUMAN
G6PL_ HUMAN
VPS4A_HUMAN
K1C16_HUMAN
CAN1_HUMAN
PKPI_HUMAN
ZA2G_HUMAN
HS90A_HUMAN

1433Z_HUMAN

QSOX1_HUMAN Sulthydryl oxidase 1 OS=Homo sapiens
GN=QSOX1 PE=1 SV=3

VASN_HUMAN Vasorin OS=Homo sapiens GN=VASN PE=1
Sv=1

IDHC_HUMAN Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic
OS=Homo sapiens GN=IDH1 PE=1 SV=2

MXRAS8_HUMAN Matrix-remodeling-associated protein 8
OS=Homo sapiens GN=MXRAS8 PE=1 SV=1

K1C18_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 18 OS=Homo
sapiens GN=KRT18 PE=1 SV=2

SCEL_HUMAN Sciellin OS=Homo sapiens GN=SCEL PE=1
Sv=2

BROX HUMAN BRO1 domain-containing protein BROX
OS=Homo sapiens GN=BROX PE=1 SV=1

CRNN_HUMAN Cornulin OS=Homo sapiens GN=CRNN PE=1
Sv=1

THBG_HUMAN Thyroxine-binding globulin OS=Homo sapiens
GN=SERPINA7 PE=1 SV=2

A2GL_HUMAN Leucine-rich alpha-2-glycoprotein OS=Homo
sapiens GN=LRG1 PE=1 SV=2

A1BG_HUMAN Alpha-1B-glycoprotein OS=Homo sapiens
GN=A1BG PE=1 SV=4

PERM_HUMAN Myeloperoxidase OS=Homo sapiens GN=MPO
PE=1 SV=1

LDHA HUMAN L-lactate dehydrogenase A chain OS=Homo
sapiens GN=LDHA PE=1 SV=2

TPIS_HUMAN Triosephosphate isomerase OS=Homo sapiens
GN=TPII PE=1 SV=3

ARSA HUMAN Arylsulfatase A OS=Homo sapiens GN=ARSA
PE=1 SV=3

CN37_HUMAN 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase
OS=Homo sapiens GN=CNP PE=1 SV=2

GSTA1_HUMAN Glutathione S-transferase A1 OS=Homo
sapiens GN=GSTA1 PE=1 SV=3

LMAN2_HUMAN Vesicular integral-membrane protein VIP36
OS=Homo sapiens GN=LMAN2 PE=1 SV=1

PLEC_HUMAN Plectin OS=Homo sapiens GN=PLEC PE=1
SV=3

IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens
GN=IGHG2 PE=1 SV=2

G6PI_HUMAN Glucose-6-phosphate isomerase OS=Homo
sapiens GN=GPI PE=1 SV=4

VPS4A_HUMAN Vacuolar protein sorting-associated protein 4A
OS=Homo sapiens GN=VPS4A PE=1 SV=1

K1C16_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 16 OS=Homo
sapiens GN=KRT16 PE=1 SV=4

CAN1_HUMAN Calpain-1 catalytic subunit OS=Homo sapiens
GN=CAPN1 PE=1 SV=1

PKP1_HUMAN Plakophilin-1 OS=Homo sapiens GN=PKP1
PE=1 SV=2

ZA2G_HUMAN Zinc-alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens
GN=AZGP1 PE=1 SV=2

HS90A_HUMAN Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo
sapiens GN=HSP90AA1 PE=1 SV=5

1433Z_HUMAN 14-3-3 protein zeta/delta OS=Homo sapiens
GN=YWHAZ PE=1 SV=1
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P22314
P02649
P22792

QYH3GS
P19835

QYBYFI
P21399
075351
Q8IX04
095336
075891
P30041
Q13885
Q14314
P34931
P12814

Q8IWAS
P23284

QYUBCY

QYH223

Q5IWF2
Q06830
P62937
P15313
P12429
P21796

Q00796

UBAI HUMAN
APOE_HUMAN
CPN2_HUMAN
CPVL_HUMAN
CEL _HUMAN
ACE2_HUMAN
ACOC_HUMAN
VPS4B_HUMAN
UEVLD HUMA
N
6PGL_HUMAN
ALIL1 HUMAN
PRDX6 _HUMAN
TBB2A_HUMAN
FGL2_HUMAN
HS71L_HUMAN
ACTN1_HUMAN
CTL2_HUMAN
PPIB_HUMAN
SPRR3 HUMAN

EHD4_HUMAN

GNASI_HUMAN
PRDX1 _HUMAN
PPIA_HUMAN
VATBI_HUMAN
ANXA3 _HUMA
N
VDACI_HUMA
N

DHSO HUMAN

UBA1_HUMAN Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
OS=Homo sapiens GN=UBA1 PE=1 SV=3

APOE_HUMAN Apolipoprotein E OS=Homo sapiens GN=APOE
PE=1 SV=1

CPN2_HUMAN Carboxypeptidase N subunit 2 OS=Homo
sapiens GN=CPN2 PE=1 SV=3

CPVL_HUMAN Probable serine carboxypeptidase CPVL
OS=Homo sapiens GN=CPVL PE=1 SV=2

CEL_HUMAN Bile salt-activated lipase OS=Homo sapiens
GN=CEL PE=1 SV=3

ACE2_HUMAN Angiotensin-converting enzyme 2 OS=Homo
sapiens GN=ACE2 PE=1 SV=2

ACOC_HUMAN Cytoplasmic aconitate hydratase OS=Homo
sapiens GN=ACO1 PE=1 SV=3

VPS4B_HUMAN Vacuolar protein sorting-associated protein 4B
OS=Homo sapiens GN=VPS4B PE=1 SV=2

UEVLD_HUMAN Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 3
OS=Homo sapiens GN=UEVLD PE=1 SV=2

6PGL_HUMAN 6-phosphogluconolactonase OS=Homo sapiens
GN=PGLS PE=1 SV=2

AL1L1 _HUMAN Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate
dehydrogenase OS=Homo sapiens GN=ALDHI1L1 PE=1 SV=2
PRDX6_HUMAN Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens
GN=PRDX6 PE=1 SV=3

TBB2A_HUMAN Tubulin beta-2A chain OS=Homo sapiens
GN=TUBB2A PE=1 SV=1

FGL2_HUMAN Fibroleukin OS=Homo sapiens GN=FGL2 PE=1
Sv=1

HS71L_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1-like OS=Homo
sapiens GN=HSPAIL PE=1 SV=2

ACTN1_HUMAN Alpha-actinin-1 OS=Homo sapiens
GN=ACTNI PE=1 SV=2

CTL2_HUMAN Choline transporter-like protein 2 OS=Homo
sapiens GN=SLC44A2 PE=1 SV=3

PPIB_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B OS=Homo
sapiens GN=PPIB PE=1 SV=2

SPRR3_HUMAN Small proline-rich protein 3 OS=Homo sapiens
GN=SPRR3 PE=1 SV=2

EHD4_HUMAN EH domain-containing protein 4 OS=Homo
sapiens GN=EHD4 PE=1 SV=1

GNAS1 _HUMAN Guanine nucleotide-binding protein G(s)
subunit alpha isoforms XLas OS=Homo sapiens GN=GNAS PE=1
Sv=2

PRDX1_HUMAN Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens
GN=PRDX1 PE=1 SV=1

PPIA_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A OS=Homo
sapiens GN=PPIA PE=1 SV=2

VATB1_HUMAN V-type proton ATPase subunit B, kidney
isoform OS=Homo sapiens GN=ATP6V1B1 PE=1 SV=3
ANXA3 HUMAN Annexin A3 OS=Homo sapiens GN=ANXA3
PE=1 SV=3

VDAC1_HUMAN Voltage-dependent anion-selective channel
protein 1 OS=Homo sapiens GN=VDAC1 PE=1 SV=2
DHSO_HUMAN Sorbitol dehydrogenase OS=Homo sapiens
GN=SORD PE=1 SV=4
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P54652

QYUKU9

P22732
P00918
P06576
P26641
P00915

Q7LBRI
075131
Q99456
000187
P31947
P01008

P62258

P62873
P50395
P08107
P07737
P32119
P02743
Q92820
Q12794
PO1871
P29622
P02730
015484

Q14764

HSP72_HUMAN

ANGL2_HUMAN

GTR5 _HUMAN
CAH2 HUMAN
ATPB_HUMAN
EFIG_HUMAN
CAH1_HUMAN
CHMIB_HUMA
N
CPNE3_HUMAN
K1C12 HUMAN
MASP2 HUMAN
1433S_HUMAN

ANT3_HUMAN

1433E_HUMAN

GBB1_HUMAN
GDIB_HUMAN
HSP71_HUMAN
PROF1_HUMAN
PRDX2 HUMAN
SAMP_HUMAN
GGH_HUMAN
HYAL1 HUMAN
IGHM_HUMAN
KAIN_HUMAN
B3AT HUMAN
CAN5_HUMAN

MVP_HUMAN

HSP72_HUMAN Heat shock-related 70 kDa protein 2 OS=Homo
sapiens GN=HSPA2 PE=1 SV=1

ANGL2 _HUMAN Angiopoietin-related protein 2 OS=Homo
sapiens GN=ANGPTL2 PE=2 SV=1

GTRS_HUMAN Solute carrier family 2, facilitated glucose
transporter member 5 OS=Homo sapiens GN=SLC2AS5 PE=1
Sv=1

CAH2_HUMAN Carbonic anhydrase 2 OS=Homo sapiens
GN=CA2 PE=1 SV=2

ATPB_HUMAN ATP synthase subunit beta, mitochondrial
OS=Homo sapiens GN=ATP5B PE=1 SV=3

EF1G_HUMAN Elongation factor 1-gamma OS=Homo sapiens
GN=EEF1G PE=1 SV=3

CAH1_HUMAN Carbonic anhydrase 1 OS=Homo sapiens
GN=CAl PE=1 SV=2

CHM1B_HUMAN Charged multivesicular body protein 1b
OS=Homo sapiens GN=CHMP1B PE=1 SV=1
CPNE3_HUMAN Copine-3 OS=Homo sapiens GN=CPNE3
PE=1 SV=1

K1C12_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 12 OS=Homo
sapiens GN=KRT12 PE=1 SV=1

MASP2_HUMAN Mannan-binding lectin serine protease 2
OS=Homo sapiens GN=MASP2 PE=1 SV=4

1433S_HUMAN 14-3-3 protein sigma OS=Homo sapiens
GN=SFN PE=1 SV=1

ANT3_HUMAN Antithrombin-III OS=Homo sapiens
GN=SERPINC1 PE=1 SV=1

1433E_HUMAN 14-3-3 protein epsilon OS=Homo sapiens
GN=YWHAE PE=1 SV=1

GBB1_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein
G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 OS=Homo sapiens GN=GNB1
PE=1 SV=3

GDIB_HUMAN Rab GDP dissociation inhibitor beta OS=Homo
sapiens GN=GDI2 PE=1 SV=2

HSP71_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1A/1B OS=Homo
sapiens GN=HSPA1A PE=1 SV=5

PROF1_HUMAN Profilin-1 OS=Homo sapiens GN=PFN1 PE=1
Sv=2

PRDX2 HUMAN Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens
GN=PRDX2 PE=1 SV=5

SAMP_HUMAN Serum amyloid P-component OS=Homo sapiens
GN=APCS PE=1 SV=2

GGH_HUMAN Gamma-glutamyl hydrolase OS=Homo sapiens
GN=GGH PE=1 SV=2

HYAL1 HUMAN Hyaluronidase-1 OS=Homo sapiens
GN=HYALI1 PE=1 SV=2

IGHM_HUMAN Ig mu chain C region OS=Homo sapiens
GN=IGHM PE=1 SV=3

KAIN_HUMAN Kallistatin OS=Homo sapiens GN=SERPINA4
PE=1 SV=3

B3AT _HUMAN Band 3 anion transport protein OS=Homo
sapiens GN=SLC4A1 PE=1 SV=3

CANS_HUMAN Calpain-5 OS=Homo sapiens GN=CAPNS PE=1
Sv=2

MVP_HUMAN Major vault protein OS=Homo sapiens GN=MVP
PE=1 SV=4
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P19801
P34896

Q96TA1

Q3LXA3
P20711
P02760
Q07837
P69905
P21810
P43490
P06858
P17174
043633
P60842
Q14204
Q04695
P49189
P55786
QYNZHO
P62979
P07237
P11597
P00747
P02790
P02671
P02545

P02675

ABP1_HUMAN
GLYC_HUMAN

NIBL1_HUMAN

DHAK_HUMAN
DDC_HUMAN
AMBP_HUMAN
SLC31_HUMAN
HBA_HUMAN
PGSI_HUMAN
NAMPT HUMA
N
LIPL_HUMAN
AATC_HUMAN
CHM2A_HUMA
N

IF4A1 HUMAN
DYHCI_HUMA
N

K1C17 HUMAN
AL9A1 HUMAN
PSA_HUMAN
GPC5B_HUMAN
RS27A_HUMAN
PDIAI HUMAN
CETP_HUMAN
PLMN_HUMAN
HEMO_HUMAN
FIBA_HUMAN

LMNA_HUMAN

FIBB_HUMAN

ABP1_HUMAN Amiloride-sensitive amine oxidase [copper-
containing] OS=Homo sapiens GN=ABP1 PE=1 SV=4
GLYC_HUMAN Serine hydroxymethyltransferase, cytosolic
OS=Homo sapiens GN=SHMT1 PE=1 SV=1

NIBL1_HUMAN Niban-like protein 1 OS=Homo sapiens
GN=FAM129B PE=1 SV=3

DHAK_HUMAN Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone
kinase/FAD-AMP lyase (cyclizing) OS=Homo sapiens GN=DAK
PE=1 SV=2

DDC_HUMAN Aromatic-L-amino-acid decarboxylase OS=Homo
sapiens GN=DDC PE=1 SV=2

AMBP_HUMAN Protein AMBP OS=Homo sapiens GN=AMBP
PE=1 SV=1

SLC31_HUMAN Neutral and basic amino acid transport protein
rBAT OS=Homo sapiens GN=SLC3A1 PE=1 SV=2
HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens
GN=HBAI PE=1 SV=2

PGS1_HUMAN Biglycan OS=Homo sapiens GN=BGN PE=1
Sv=2

NAMPT _HUMAN Nicotinamide phosphoribosyltransferase
OS=Homo sapiens GN=NAMPT PE=1 SV=1

LIPL_HUMAN Lipoprotein lipase OS=Homo sapiens GN=LPL
PE=1 SV=1

AATC_HUMAN Aspartate aminotransferase, cytoplasmic
OS=Homo sapiens GN=GOT1 PE=1 SV=3

CHM2A_HUMAN Charged multivesicular body protein 2a
OS=Homo sapiens GN=CHMP2A PE=1 SV=1

IF4AA1_HUMAN Eukaryotic initiation factor 4A-I OS=Homo
sapiens GN=EIF4A1 PE=1 SV=1

DYHC1_HUMAN Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1
OS=Homo sapiens GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5
K1C17_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 17 OS=Homo
sapiens GN=KRT17 PE=1 SV=2

AL9A1_HUMAN 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase
OS=Homo sapiens GN=ALDH9A1 PE=1 SV=3

PSA_HUMAN Puromycin-sensitive aminopeptidase OS=Homo
sapiens GN=NPEPPS PE=1 SV=2

GPC5B_HUMAN G-protein coupled receptor family C group 5
member B OS=Homo sapiens GN=GPRC5B PE=2 SV=2
RS27A_HUMAN Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
OS=Homo sapiens GN=RPS27A PE=1 SV=2

PDIA1_HUMAN Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens
GN=P4HB PE=1 SV=3

CETP_HUMAN Cholesteryl ester transfer protein OS=Homo
sapiens GN=CETP PE=1 SV=2

PLMN_HUMAN Plasminogen OS=Homo sapiens GN=PLG
PE=1 SV=2

HEMO HUMAN Hemopexin OS=Homo sapiens GN=HPX PE=1
Sv=2

FIBA_HUMAN Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens
GN=FGA PE=1 SV=2

LMNA_ HUMAN Prelamin-A/C OS=Homo sapiens GN=LMNA
PE=1 SV=1

FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain OS=Homo sapiens
GN=FGB PE=1 SV=2
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P02511
P23528
P60709
P07996
P51149
P23526
P84077
P63000

P11021

QOH6S3
P05787
QIY6R7
P00749
P14384
P45880
P05026
P61970
P02748
Q14393
Q495M3
P25705
P42685

QY6IU4

P51178
P00352
P06865

P34913

CRYAB_HUMA
N

COF1_HUMAN
ACTB_HUMAN
TSP1_HUMAN
RAB7A_HUMAN
SAHH _HUMAN
ARF1_HUMAN
RACI_HUMAN

GRP78_HUMAN

ESSL2 HUMAN
K2C8 HUMAN
FCGBP_HUMAN
UROK_HUMAN
CBPM_HUMAN
VDAC2 HUMA
N
ATI1B1_HUMAN
NTF2_HUMAN
C09 HUMAN
GAS6_HUMAN
S36A2 HUMAN
ATPA_HUMAN
FRK_HUMAN
ABHEB_HUMA
N
PLCDI_HUMAN
AL1A1 HUMAN
HEXA_HUMAN

HYES_HUMAN

CRYAB_HUMAN Alpha-crystallin B chain OS=Homo sapiens
GN=CRYAB PE=1 SV=2

COF1_HUMAN Cofilin-1 OS=Homo sapiens GN=CFL1 PE=1
SV=3

ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens
GN=ACTB PE=1 SV=1

TSP1_HUMAN Thrombospondin-1 OS=Homo sapiens
GN=THBS1 PE=1 SV=2

RAB7A_HUMAN Ras-related protein Rab-7a OS=Homo sapiens
GN=RAB7A PE=1 SV=1

SAHH_HUMAN Adenosylhomocysteinase OS=Homo sapiens
GN=AHCY PE=1 SV=4

ARF1_HUMAN ADP-ribosylation factor 1 OS=Homo sapiens
GN=ARF1 PE=1 SV=2

RAC1_HUMAN Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
OS=Homo sapiens GN=RAC1 PE=1 SV=1

GRP78 HUMAN 78 kDa glucose-regulated protein OS=Homo
sapiens GN=HSPAS PE=1 SV=2

ES8L2 HUMAN Epidermal growth factor receptor kinase
substrate 8-like protein 2 OS=Homo sapiens GN=EPS8L2 PE=1
Sv=2

K2C8 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 8 OS=Homo sapiens
GN=KRT8 PE=1 SV=7

FCGBP_HUMAN IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens
GN=FCGBP PE=1 SV=3

UROK_HUMAN Urokinase-type plasminogen activator
OS=Homo sapiens GN=PLAU PE=1 SV=2

CBPM_HUMAN Carboxypeptidase M OS=Homo sapiens
GN=CPM PE=1 SV=2

VDAC2_HUMAN Voltage-dependent anion-selective channel
protein 2 OS=Homo sapiens GN=VDAC2 PE=1 SV=2
ATIB1_HUMAN Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
beta-1 OS=Homo sapiens GN=ATP1B1 PE=1 SV=1
NTF2_HUMAN Nuclear transport factor 2 OS=Homo sapiens
GN=NUTF2 PE=1 SV=1

C0O9 _HUMAN Complement component C9 OS=Homo sapiens
GN=C9 PE=1 SV=2

GAS6_HUMAN Growth arrest-specific protein 6 OS=Homo
sapiens GN=GAS6 PE=1 SV=2

S36A2 HUMAN Proton-coupled amino acid transporter 2
OS=Homo sapiens GN=SLC36A2 PE=1 SV=1
ATPA_HUMAN ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
OS=Homo sapiens GN=ATP5A1 PE=1 SV=1

FRK_HUMAN Tyrosine-protein kinase FRK OS=Homo sapiens
GN=FRK PE=1 SV=1

ABHEB_HUMAN Alpha/beta hydrolase domain-containing
protein 14B OS=Homo sapiens GN=ABHD14B PE=1 SV=1
PLCD1_HUMAN 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphodiesterase delta-1 OS=Homo sapiens GN=PLCD1 PE=1
Sv=2

AL1A1_HUMAN Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo sapiens
GN=ALDHI1A1 PE=1 SV=2

HEXA HUMAN Beta-hexosaminidase subunit alpha OS=Homo
sapiens GN=HEXA PE=1 SV=2

HYES_HUMAN Bifunctional epoxide hydrolase 2 OS=Homo
sapiens GN=EPHX2 PE=1 SV=2
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PO1834
QYY376
QOUQBS
QOUKA41
P14625
QONP79
P21266
P12035
P00751
P41222
P13796
QOUHI7
QONZZ3
P04004
P15941
P12273
Q99536
P09211
Q6W4X9
QYY446
QI96HE7
P05090
P02679
QI6P63
QYUBVS
P47929
P15586

P21926

IGKC_HUMAN
CAB39 HUMAN
BAIP2_ HUMAN
VPS28 HUMAN
ENPL_HUMAN
VTAl HUMAN
GSTM3_HUMAN
K2C3 HUMAN
CFAB_HUMAN
PTGDS_HUMAN
PLSL_HUMAN
S23A1 HUMAN
CHMP5_HUMA
N
VTNC_HUMAN
MUC1_HUMAN
PIP_ HUMAN
VATI_HUMAN
GSTP1_HUMAN
MUC6_HUMAN
PKP3_HUMAN
EROIA HUMAN
APOD_HUMAN
FIBG_HUMAN
SPB12 HUMAN
PEF1_HUMAN
LEG7 HUMAN
GNS_HUMAN

CD9 HUMAN

IGKC_HUMAN Ig kappa chain C region OS=Homo sapiens
GN=IGKC PE=1 SV=1

CAB39_HUMAN Calcium-binding protein 39 OS=Homo sapiens
GN=CAB39 PE=1 SV=1

BAIP2_HUMAN Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-
associated protein 2 OS=Homo sapiens GN=BAIAP2 PE=1 SV=1
VPS28 HUMAN Vacuolar protein sorting-associated protein 28
homolog OS=Homo sapiens GN=VPS28 PE=1 SV=1
ENPL_HUMAN Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HSP90B1
PE=1 SV=1

VTA1_HUMAN Vacuolar protein sorting-associated protein
VTA1 homolog OS=Homo sapiens GN=VTA1 PE=1 SV=1
GSTM3_HUMAN Glutathione S-transferase Mu 3 OS=Homo
sapiens GN=GSTM3 PE=1 SV=3

K2C3 _HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 3 OS=Homo sapiens
GN=KRT3 PE=1 SV=3

CFAB_HUMAN Complement factor B OS=Homo sapiens
GN=CFB PE=1 SV=2

PTGDS_HUMAN Prostaglandin-H2 D-isomerase OS=Homo
sapiens GN=PTGDS PE=1 SV=1

PLSL_HUMAN Plastin-2 OS=Homo sapiens GN=LCP1 PE=1
SV=6

S23A1 HUMAN Solute carrier family 23 member | OS=Homo
sapiens GN=SLC23A1 PE=1 SV=3

CHMP5_HUMAN Charged multivesicular body protein 5
OS=Homo sapiens GN=CHMPS5 PE=1 SV=1

VTNC_HUMAN Vitronectin OS=Homo sapiens GN=VTN PE=1
Sv=1

MUC1_HUMAN Mucin-1 OS=Homo sapiens GN=MUC1 PE=1
SV=3

PIP_HUMAN Prolactin-inducible protein OS=Homo sapiens
GN=PIP PE=1 SV=1

VAT1_HUMAN Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog OS=Homo sapiens GN=VAT1 PE=1 SV=2
GSTP1_HUMAN Glutathione S-transferase P OS=Homo sapiens
GN=GSTP1 PE=1 SV=2

MUC6_HUMAN Mucin-6 OS=Homo sapiens GN=MUC6 PE=1
SV=3

PKP3_HUMAN Plakophilin-3 OS=Homo sapiens GN=PKP3
PE=1 SV=1

ERO1IA_HUMAN ERO1-like protein alpha OS=Homo sapiens
GN=EROIL PE=1 SV=2

APOD_HUMAN Apolipoprotein D OS=Homo sapiens
GN=APOD PE=1 SV=1

FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma chain OS=Homo sapiens
GN=FGG PE=1 SV=3

SPB12_HUMAN Serpin B12 OS=Homo sapiens
GN=SERPINB12 PE=1 SV=1

PEF1_HUMAN Peflin OS=Homo sapiens GN=PEF1 PE=1 SV=1
LEG7_HUMAN Galectin-7 OS=Homo sapiens GN=LGALS7
PE=1 SV=2

GNS_HUMAN N-acetylglucosamine-6-sulfatase OS=Homo
sapiens GN=GNS PE=1 SV=3

CD9 HUMAN CD9 antigen OS=Homo sapiens GN=CD9 PE=1
Sv=4
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075955
000299
P62805
P17927

Q9Y2S2

QSTE68
Q8N271
000592
P61026
P24855
P04746
P39059

QYUHLA

043505
P22891

P42785

Q7LSL3
075936
P40925
P22352
P62491
P29992
P30039
P35580

QIUGT4

Q72406

FLOT1_HUMAN
CLIC1_HUMAN
H4 HUMAN
CRI_HUMAN
CRYL1 _HUMAN
ESSL1_HUMAN
PROM2_HUMA
EODXLfHUMA
N

RAB10_ HUMAN
DNASI_HUMAN
AMYP_HUMAN
COFA1_HUMAN

DPP2_HUMAN

B3GN1_HUMAN
PROZ_HUMAN

PCP_HUMAN

GDPD3_HUMAN
BODG_HUMAN
MDHC_HUMAN
GPX3_HUMAN
RB11A_HUMAN
GNA1l_HUMAN
PBLD_HUMAN
MYH10_HUMA
N
SUSD2_HUMAN

MYH14_HUMA
N

FLOT1_HUMAN Flotillin-1 OS=Homo sapiens GN=FLOT1
PE=1 SV=3

CLIC1_HUMAN Chloride intracellular channel protein 1
OS=Homo sapiens GN=CLIC1 PE=1 SV=4

H4 HUMAN Histone H4 OS=Homo sapiens GN=HIST1H4A
PE=1 SV=2

CR1_HUMAN Complement receptor type 1 OS=Homo sapiens
GN=CR1 PE=1 SV=3

CRYL1_HUMAN Lambda-crystallin homolog OS=Homo sapiens
GN=CRYLI1 PE=1 SV=3

ES8L1 _HUMAN Epidermal growth factor receptor kinase
substrate 8-like protein 1 OS=Homo sapiens GN=EPS8L1 PE=1
SV=3

PROM2_HUMAN Prominin-2 OS=Homo sapiens GN=PROM2
PE=1 SV=1

PODXL_HUMAN Podocalyxin OS=Homo sapiens GN=PODXL
PE=1 SV=2

RAB10_HUMAN Ras-related protein Rab-10 OS=Homo sapiens
GN=RABI10 PE=1 SV=1

DNAS1 _HUMAN Deoxyribonuclease-1 OS=Homo sapiens
GN=DNASEI PE=1 SV=1

AMYP_HUMAN Pancreatic alpha-amylase OS=Homo sapiens
GN=AMY2A PE=1 SV=2

COFA1_HUMAN Collagen alpha-1(XV) chain OS=Homo
sapiens GN=COL15A1 PE=1 SV=2

DPP2_HUMAN Dipeptidyl peptidase 2 OS=Homo sapiens
GN=DPP7 PE=1 SV=3

B3GN1_HUMAN N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-
acetylglucosaminyltransferase OS=Homo sapiens GN=B3GNT1
PE=1 SV=1

PROZ_HUMAN Vitamin K-dependent protein Z OS=Homo
sapiens GN=PROZ PE=1 SV=2

PCP_HUMAN Lysosomal Pro-X carboxypeptidase OS=Homo
sapiens GN=PRCP PE=1 SV=1

GDPD3 _HUMAN Glycerophosphodiester phosphodiesterase
domain-containing protein 3 OS=Homo sapiens GN=GDPD3
PE=2 SV=3

BODG_HUMAN Gamma-butyrobetaine dioxygenase OS=Homo
sapiens GN=BBOX1 PE=1 SV=1

MDHC_HUMAN Malate dehydrogenase, cytoplasmic OS=Homo
sapiens GN=MDH1 PE=1 SV=4

GPX3 HUMAN Glutathione peroxidase 3 OS=Homo sapiens
GN=GPX3 PE=1 SV=2

RBI11A_HUMAN Ras-related protein Rab-11A OS=Homo
sapiens GN=RABI1A PE=1 SV=3

GNA11_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein subunit
alpha-11 OS=Homo sapiens GN=GNA11 PE=1 SV=2
PBLD_HUMAN Phenazine biosynthesis-like domain-containing
protein OS=Homo sapiens GN=PBLD PE=1 SV=2
MYH10_HUMAN Myosin-10 OS=Homo sapiens GN=MYH10
PE=1 SV=3

SUSD2_HUMAN Sushi domain-containing protein 2 OS=Homo
sapiens GN=SUSD2 PE=1 SV=1

MYH14_HUMAN Myosin-14 OS=Homo sapiens GN=MYH14
PE=1 SV=2
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Q14254
075787
P30086
P61160
P30044
P25325
Q58FF7
075083
QOUIVS
AGNEC2
Q16851
P07476
P63096
P13797
P18669
095833

PODJDS

P35858
P27797
Q01546
P04080
Q16695
075340

Q96DA0
P33778
P04066

P34059

FLOT2 HUMAN
RENR_HUMAN
PEBP1_HUMAN
ARP2 HUMAN
PRDX5_HUMAN
THTM_HUMAN
H90B3_HUMAN
WDRI_HUMAN
SPB13_HUMAN
PSAL HUMAN
UGPA_HUMAN
INVO_HUMAN
GNAIl_HUMAN
PLST HUMAN
PGAM1_HUMA
N
CLIC3_HUMAN

PEPA3_HUMAN

ALS HUMAN
CALR_HUMAN
K220 HUMAN
CYTB_HUMAN
H31T HUMAN
PDCD6_HUMAN
ZG16B_HUMAN
H2B1B_HUMAN
FUCO_HUMAN

GALNS_HUMA
N

FLOT2_HUMAN Flotillin-2 OS=Homo sapiens GN=FLOT2
PE=1 SV=2

RENR_HUMAN Renin receptor OS=Homo sapiens
GN=ATP6AP2 PE=1 SV=2

PEBP1_HUMAN Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
OS=Homo sapiens GN=PEBP1 PE=1 SV=3

ARP2_HUMAN Actin-related protein 2 OS=Homo sapiens
GN=ACTR2 PE=1 SV=1

PRDXS5_HUMAN Peroxiredoxin-5, mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=PRDXS5 PE=1 SV=4

THTM_HUMAN 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
OS=Homo sapiens GN=MPST PE=1 SV=3

H90B3_HUMAN Putative heat shock protein HSP 90-beta-3
OS=Homo sapiens GN=HSP90AB3P PE=5 SV=1
WDR1_HUMAN WD repeat-containing protein 1 OS=Homo
sapiens GN=WDRI1 PE=1 SV=4

SPB13_HUMAN Serpin B13 OS=Homo sapiens
GN=SERPINB13 PE=2 SV=2

PSAL_HUMAN Puromycin-sensitive aminopeptidase-like protein
OS=Homo sapiens GN=NPEPPSL1 PE=2 SV=3
UGPA_HUMAN UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
OS=Homo sapiens GN=UGP2 PE=1 SV=5

INVO_HUMAN Involucrin OS=Homo sapiens GN=IVL PE=1
Sv=2

GNAIl_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein G(i)
subunit alpha-1 OS=Homo sapiens GN=GNAII PE=1 SV=2
PLST_HUMAN Plastin-3 OS=Homo sapiens GN=PLS3 PE=1
Sv=4

PGAM1_HUMAN Phosphoglycerate mutase 1 OS=Homo sapiens
GN=PGAM1 PE=1 SV=2

CLIC3_HUMAN Chloride intracellular channel protein 3
OS=Homo sapiens GN=CLIC3 PE=1 SV=2

PEPA3 _HUMAN Pepsin A-3 OS=Homo sapiens GN=PGA3
PE=1 SV=1

ALS_HUMAN Insulin-like growth factor-binding protein
complex acid labile subunit OS=Homo sapiens GN=IGFALS
PE=1 SV=1

CALR_HUMAN Calreticulin OS=Homo sapiens GN=CALR
PE=1 SV=1

K220 _HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 oral OS=Homo
sapiens GN=KRT76 PE=1 SV=2

CYTB_HUMAN Cystatin-B OS=Homo sapiens GN=CSTB PE=1
Sv=2

H31T_HUMAN Histone H3.1t OS=Homo sapiens GN=HIST3H3
PE=1 SV=3

PDCD6_HUMAN Programmed cell death protein 6 OS=Homo
sapiens GN=PDCD6 PE=1 SV=1

ZG16B_HUMAN Zymogen granule protein 16 homolog B
OS=Homo sapiens GN=2G16B PE=1 SV=3

H2B1B_HUMAN Histone H2B type 1-B OS=Homo sapiens
GN=HISTI1H2BB PE=1 SV=2

FUCO_HUMAN Tissue alpha-L-fucosidase OS=Homo sapiens
GN=FUCAL1 PE=1 SV=4

GALNS_HUMAN N-acetylgalactosamine-6-sulfatase OS=Homo
sapiens GN=GALNS PE=1 SV=1
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P08962
P29401
Q93050
P09327
P51688
Q12805

A2BHY4
Q14108
P02792
P36955
P51654
P50053
Q13228
B9A0G4
Q16706
P12955

Q8WWS52
P02753
P54760
Q58FF8
P09960
P62070

Q9HB40
P01019
Q7L576
QOH4B7
Q96DG6

P14543

CD63 HUMAN
TKT HUMAN
VPPI_HUMAN
VILI HUMAN
SPHM_HUMAN
FBLN3_HUMAN
A2BHY4 HUMA
N
SCRB2_HUMAN
FRIL_HUMAN
PEDF_HUMAN
GPC3_HUMAN
KHK_HUMAN
SBP1_HUMAN
IGLL5_HUMAN
MA2A1 HUMA
N

PEPD HUMAN
FI51A_HUMAN
RET4 HUMAN
EPHB4 HUMAN
H90B2_HUMAN
LKHA4 HUMAN
RRAS2 HUMAN
RISC HUMAN
ANGT _HUMAN
CYFP1_HUMAN
TBB1 _HUMAN
CMBL_HUMAN

NIDI_HUMAN

CD63 _HUMAN CD63 antigen OS=Homo sapiens GN=CD63
PE=1 SV=2

TKT _HUMAN Transketolase OS=Homo sapiens GN=TKT PE=1
SV=3

VPP1_HUMAN V-type proton ATPase 116 kDa subunit a
isoform 1 OS=Homo sapiens GN=ATP6V0OA1 PE=1 SV=3
VILI_HUMAN Villin-1 OS=Homo sapiens GN=VIL1 PE=1
Sv=4

SPHM_HUMAN N-sulphoglucosamine sulphohydrolase
OS=Homo sapiens GN=SGSH PE=1 SV=1

FBLN3 HUMAN EGF-containing fibulin-like extracellular
matrix protein 1 OS=Homo sapiens GN=EFEMP1 PE=1 SV=2
A2BHY4 HUMAN Complement component C4B (Childo blood
group) OS=Homo sapiens GN=C4B-1 PE=4 SV=1
SCRB2_HUMAN Lysosome membrane protein 2 OS=Homo
sapiens GN=SCARB2 PE=1 SV=2

FRIL_HUMAN Ferritin light chain OS=Homo sapiens GN=FTL
PE=1 SV=2

PEDF_HUMAN Pigment epithelium-derived factor OS=Homo
sapiens GN=SERPINF1 PE=1 SV=4

GPC3_HUMAN Glypican-3 OS=Homo sapiens GN=GPC3 PE=1
Sv=1

KHK_HUMAN Ketohexokinase OS=Homo sapiens GN=KHK
PE=1 SV=1

SBP1_HUMAN Selenium-binding protein 1 OS=Homo sapiens
GN=SELENBP1 PE=1 SV=2

IGLL5_HUMAN Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
OS=Homo sapiens GN=IGLL5 PE=2 SV=2

MA2A1_HUMAN Alpha-mannosidase 2 OS=Homo sapiens
GN=MAN2A1 PE=1 SV=2

PEPD_HUMAN Xaa-Pro dipeptidase OS=Homo sapiens
GN=PEPD PE=1 SV=3

F151A_HUMAN Protein FAM151A OS=Homo sapiens
GN=FAMI151A PE=2 SV=2

RET4 HUMAN Retinol-binding protein 4 OS=Homo sapiens
GN=RBP4 PE=1 SV=3

EPHB4 HUMAN Ephrin type-B receptor 4 OS=Homo sapiens
GN=EPHB4 PE=1 SV=2

H90B2_HUMAN Putative heat shock protein HSP 90-beta 2
OS=Homo sapiens GN=HSP90AB2P PE=1 SV=2

LKHA4 HUMAN Leukotriene A-4 hydrolase OS=Homo sapiens
GN=LTA4H PE=1 SV=2

RRAS2 HUMAN Ras-related protein R-Ras2 OS=Homo sapiens
GN=RRAS2 PE=1 SV=1

RISC_HUMAN Retinoid-inducible serine carboxypeptidase
OS=Homo sapiens GN=SCPEP1 PE=1 SV=1

ANGT_HUMAN Angiotensinogen OS=Homo sapiens GN=AGT
PE=1 SV=1

CYFP1_HUMAN Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1
OS=Homo sapiens GN=CYFIP1 PE=1 SV=1

TBB1_HUMAN Tubulin beta-1 chain OS=Homo sapiens
GN=TUBBI PE=1 SV=1

CMBL_HUMAN Carboxymethylenebutenolidase homolog
OS=Homo sapiens GN=CMBL PE=1 SV=1

NID1_HUMAN Nidogen-1 OS=Homo sapiens GN=NID1 PE=1
SV=3
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QIY5K6
P17655
P55291
043175
P59998
P30101
Q8NFI5
QoYs512
015144
P17858
P61158
Q99497
P54793
000204
P19012
060218
P31949
P20142
P29373
P17931
P02042
P36952
060235
QOBTY2
P62820
P13473
P61586

QONPS85

CD2AP_HUMAN
CAN2_HUMAN
CADI15 HUMAN
SERA_HUMAN
ARPC4 HUMAN
PDIA3_HUMAN
RAI3_HUMAN
SAM50 HUMAN
ARPC2_HUMAN
K6PL_HUMAN
ARP3 HUMAN
PARK7 HUMAN
ARSF_HUMAN
ST2B1_HUMAN
K1C15 HUMAN
AKIBA_HUMA
N
S10AB_HUMAN
PEPC_HUMAN
RABP2 HUMAN
LEG3_HUMAN
HBD HUMAN
SPB5_HUMAN
TM11D_HUMAN
FUCO2_HUMAN
RABIA HUMAN
LAMP2_HUMAN
RHOA HUMAN

PODO_HUMAN

CD2AP_HUMAN CD2-associated protein OS=Homo sapiens
GN=CD2AP PE=1 SV=1

CAN2_HUMAN Calpain-2 catalytic subunit OS=Homo sapiens
GN=CAPN2 PE=1 SV=6

CADI15 HUMAN Cadherin-15 OS=Homo sapiens GN=CDH15
PE=1 SV=1

SERA_HUMAN D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
OS=Homo sapiens GN=PHGDH PE=1 SV=4

ARPC4 HUMAN Actin-related protein 2/3 complex subunit 4
OS=Homo sapiens GN=ARPC4 PE=1 SV=3

PDIA3_HUMAN Protein disulfide-isomerase A3 OS=Homo
sapiens GN=PDIA3 PE=1 SV=4

RAI3_HUMAN Retinoic acid-induced protein 3 OS=Homo
sapiens GN=GPRC5A PE=1 SV=2

SAMS50_HUMAN Sorting and assembly machinery component 50
homolog OS=Homo sapiens GN=SAMMS50 PE=1 SV=3
ARPC2_HUMAN Actin-related protein 2/3 complex subunit 2
OS=Homo sapiens GN=ARPC2 PE=1 SV=1

K6PL _HUMAN 6-phosphofructokinase, liver type OS=Homo
sapiens GN=PFKL PE=1 SV=6

ARP3_HUMAN Actin-related protein 3 OS=Homo sapiens
GN=ACTR3 PE=1 SV=3

PARK7_HUMAN Protein DJ-1 OS=Homo sapiens GN=PARK7
PE=1 SV=2

ARSF_HUMAN Arylsulfatase F OS=Homo sapiens GN=ARSF
PE=1 SV=4

ST2B1_HUMAN Sulfotransferase family cytosolic 2B member 1
OS=Homo sapiens GN=SULT2B1 PE=1 SV=2
K1C15_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 15 OS=Homo
sapiens GN=KRT15 PE=1 SV=3

AKIBA_HUMAN Aldo-keto reductase family 1 member B10
OS=Homo sapiens GN=AKR1B10 PE=1 SV=2
S10AB_HUMAN Protein S100-A11 OS=Homo sapiens
GN=S100A11 PE=1 SV=2

PEPC_HUMAN Gastricsin OS=Homo sapiens GN=PGC PE=1
Sv=1

RABP2_HUMAN Cellular retinoic acid-binding protein 2
OS=Homo sapiens GN=CRABP2 PE=1 SV=2

LEG3_HUMAN Galectin-3 OS=Homo sapiens GN=LGALS3
PE=1 SV=5

HBD_HUMAN Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens
GN=HBD PE=1 SV=2

SPB5_HUMAN Serpin B5S OS=Homo sapiens GN=SERPINBS5
PE=1 SV=2

TM11D_HUMAN Transmembrane protease serine 11D
OS=Homo sapiens GN=TMPRSS11D PE=1 SV=1
FUCO2_HUMAN Plasma alpha-L-fucosidase OS=Homo sapiens
GN=FUCA2 PE=1 SV=2

RAB1A_HUMAN Ras-related protein Rab-1A OS=Homo sapiens
GN=RABIA PE=1 SV=3

LAMP2_HUMAN Lysosome-associated membrane glycoprotein
2 OS=Homo sapiens GN=LAMP2 PE=1 SV=2
RHOA_HUMAN Transforming protein RhoA OS=Homo sapiens
GN=RHOA PE=1 SV=1

PODO_HUMAN Podocin OS=Homo sapiens GN=NPHS2 PE=1
Sv=1




000526
QoUII2
Q9HBG4
095954
Q6UVKI1
Q6UX73
P01620
QYUHG3
P01034
Q8WZ75
P00738
P09467
P62834
P11279
QuY287
P15428
Q16769
PI2111
P39060
Q5SZK$
P57735
Q92692
Q13404
096009
P48735
QI6EYS5
QIY646

Q6UWR7

UPK2_HUMAN
VATH HUMAN
VPP4_HUMAN
FTCD_HUMAN
CSPG4_HUMAN
CP089 HUMAN
KV302 HUMAN
PCYOX_HUMA
N

CYTC HUMAN
ROBO4 HUMAN
HPT HUMAN
F16P1_HUMAN
RAPIA HUMAN
LAMPI_HUMAN
ITM2B_HUMAN
PGDH_HUMAN
QPCT HUMAN
CO6A3 HUMAN
COIA1_HUMAN
FREM2_HUMAN
RAB25 HUMAN
PVRL2 HUMAN
UB2V1_HUMAN
NAPSA HUMAN
IDHP_HUMAN
F125A HUMAN
CBPQ HUMAN

ENPP6_ HUMAN

UPK2_HUMAN Uroplakin-2 OS=Homo sapiens GN=UPK2
PE=2 SV=2

VATH_HUMAN V-type proton ATPase subunit H OS=Homo
sapiens GN=ATP6V1H PE=1 SV=1

VPP4 HUMAN V-type proton ATPase 116 kDa subunit a
isoform 4 OS=Homo sapiens GN=ATP6V0A4 PE=1 SV=2
FTCD_HUMAN Formimidoyltransferase-cyclodeaminase
OS=Homo sapiens GN=FTCD PE=1 SV=2

CSPG4_HUMAN Chondroitin sulfate proteoglycan 4 OS=Homo
sapiens GN=CSPG4 PE=1 SV=2

CP089_HUMAN UPF0764 protein C160rf89 OS=Homo sapiens
GN=Cl160rf89 PE=1 SV=2

KV302_HUMAN Ig kappa chain V-III region SIE OS=Homo
sapiens PE=1 SV=1

PCYOX_HUMAN Prenylcysteine oxidase 1 OS=Homo sapiens
GN=PCYOX1 PE=1 SV=3

CYTC_HUMAN Cystatin-C OS=Homo sapiens GN=CST3 PE=1
Sv=1

ROBO4 HUMAN Roundabout homolog 4 OS=Homo sapiens
GN=ROBO4 PE=1 SV=1

HPT_HUMAN Haptoglobin OS=Homo sapiens GN=HP PE=1
Sv=1

F16P1_HUMAN Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=Homo
sapiens GN=FBP1 PE=1 SV=5

RAP1A_HUMAN Ras-related protein Rap-1A OS=Homo sapiens
GN=RAP1A PE=1 SV=1

LAMP1_HUMAN Lysosome-associated membrane glycoprotein
1 OS=Homo sapiens GN=LAMP1 PE=1 SV=3
ITM2B_HUMAN Integral membrane protein 2B OS=Homo
sapiens GN=ITM2B PE=1 SV=1

PGDH_HUMAN 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase
[NAD(+)] OS=Homo sapiens GN=HPGD PE=1 SV=1
QPCT_HUMAN Glutaminyl-peptide cyclotransferase OS=Homo
sapiens GN=QPCT PE=1 SV=1

CO6A3 HUMAN Collagen alpha-3(VI) chain OS=Homo sapiens
GN=COLG6A3 PE=1 SV=5

COIA1_HUMAN Collagen alpha-1(XVIII) chain OS=Homo
sapiens GN=COL18A1 PE=1 SV=5

FREM2 HUMAN FRAS-related extracellular matrix protein 2
OS=Homo sapiens GN=FREM2 PE=1 SV=2

RAB25 HUMAN Ras-related protein Rab-25 OS=Homo sapiens
GN=RAB25 PE=1 SV=2

PVRL2_HUMAN Poliovirus receptor-related protein 2 OS=Homo
sapiens GN=PVRL2 PE=1 SV=1

UB2V1_HUMAN Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
OS=Homo sapiens GN=UBE2V1 PE=1 SV=2

NAPSA HUMAN Napsin-A OS=Homo sapiens GN=NAPSA
PE=1 SV=1

IDHP_HUMAN Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial
OS=Homo sapiens GN=IDH2 PE=1 SV=2

F125A_ HUMAN Multivesicular body subunit 12A OS=Homo
sapiens GN=FAM125A PE=1 SV=1

CBPQ_HUMAN Carboxypeptidase Q OS=Homo sapiens
GN=CPQ PE=1 SV=1

ENPP6_HUMAN Ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 6 OS=Homo
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P11766
P18085
P10619
094832
P31150
P58107
P50895
P52565
P00734
P04350
Q53GD3
P35052
QIY6RI
Q7Z4W1
QOHSL6
Q96RW7
P09488
Q15833
P50990
Q6XQN6

Q15274

P30153
Q96QK1
Qo1518
P61019

P11586

ADHX_HUMAN
ARF4 HUMAN
PPGB_HUMAN
MYOID HUMA
N
GDIA_HUMAN
EPIPL_HUMAN
BCAM_HUMAN
GDIRI_HUMAN
THRB_HUMAN
TBB4A_HUMAN
CTL4 HUMAN
GPC1_HUMAN
S4A4 HUMAN
DCXR_HUMAN
MMRN2_HUMA
N
HMCN1_HUMA
N
GSTM1_HUMAN
STXB2 HUMAN
TCPQ HUMAN
PNCB_HUMAN

NADC_HUMAN

2AAA_HUMAN
VPS35_HUMAN
CAP1_HUMAN
RAB2A_HUMAN

CITC_HUMAN

sapiens GN=ENPP6 PE=1 SV=2

ADHX_HUMAN Alcohol dehydrogenase class-3 OS=Homo
sapiens GN=ADHS5 PE=1 SV=4

ARF4_HUMAN ADP-ribosylation factor 4 OS=Homo sapiens
GN=ARF4 PE=1 SV=3

PPGB_HUMAN Lysosomal protective protein OS=Homo sapiens
GN=CTSA PE=1 SV=2

MYO1D _HUMAN Unconventional myosin-Id OS=Homo sapiens
GN=MYOI1D PE=1 SV=2

GDIA_HUMAN Rab GDP dissociation inhibitor alpha OS=Homo
sapiens GN=GDI1 PE=1 SV=2

EPIPL_HUMAN Epiplakin OS=Homo sapiens GN=EPPK1 PE=1
Sv=2

BCAM_HUMAN Basal cell adhesion molecule OS=Homo
sapiens GN=BCAM PE=1 SV=2

GDIR1_HUMAN Rho GDP-dissociation inhibitor 1 OS=Homo
sapiens GN=ARHGDIA PE=1 SV=3

THRB_HUMAN Prothrombin OS=Homo sapiens GN=F2 PE=1
Sv=2

TBB4A_HUMAN Tubulin beta-4A chain OS=Homo sapiens
GN=TUBB4A PE=1 SV=2

CTL4 HUMAN Choline transporter-like protein 4 OS=Homo
sapiens GN=SLC44A4 PE=2 SV=2

GPC1_HUMAN Glypican-1 OS=Homo sapiens GN=GPC1 PE=1
Sv=2

S4A4_HUMAN Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 1
OS=Homo sapiens GN=SLC4A4 PE=1 SV=1

DCXR_HUMAN L-xylulose reductase OS=Homo sapiens
GN=DCXR PE=1 SV=2

MMRN2 HUMAN Multimerin-2 OS=Homo sapiens
GN=MMRN?2 PE=1 SV=2

HMCN1_HUMAN Hemicentin-1 OS=Homo sapiens
GN=HMCNI1 PE=1 SV=2

GSTM1_HUMAN Glutathione S-transferase Mu 1 OS=Homo
sapiens GN=GSTM1 PE=1 SV=3

STXB2_HUMAN Syntaxin-binding protein 2 OS=Homo sapiens
GN=STXBP2 PE=1 SV=2

TCPQ_HUMAN T-complex protein 1 subunit theta OS=Homo
sapiens GN=CCT8 PE=1 SV=4

PNCB_HUMAN Nicotinate phosphoribosyltransferase OS=Homo
sapiens GN=NAPRT1 PE=1 SV=2

NADC_HUMAN Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase
[carboxylating] OS=Homo sapiens GN=QPRT PE=1 SV=3
2AAA _HUMAN Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
regulatory subunit A alpha isoform OS=Homo sapiens
GN=PPP2RI1A PE=1 SV=4

VPS35 HUMAN Vacuolar protein sorting-associated protein 35
OS=Homo sapiens GN=VPS35 PE=1 SV=2

CAP1_HUMAN Adenylyl cyclase-associated protein 1 OS=Homo
sapiens GN=CAP1 PE=1 SV=5

RAB2A_ HUMAN Ras-related protein Rab-2A OS=Homo sapiens
GN=RAB2A PE=1 SV=1

CITC_HUMAN C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic
OS=Homo sapiens GN=MTHFD1 PE=1 SV=3
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Q92747
Q14914
PO8185

QYUEF7

A8MZ36
PI5121
P11413

QIEHB4
P28838
P40121
000754
014773
P15104

QIY696

095865
P13866
Q99832
P06703
P04259
P35222
P49411
P28676
P18054
P30613
P30626

QI6FQ6

QOHCYS

ARCIA_HUMAN
PTGRI_HUMAN
CBG_HUMAN
KLOT HUMAN
EVPLL HUMAN
ALDR_HUMAN
G6PD_HUMAN
SC5AC_HUMAN
AMPL_HUMAN
CAPG_HUMAN
MA2B1_HUMAN
TPP1_HUMAN
GLNA_HUMAN
CLIC4 HUMAN

DDAH2_HUMA
N

SC5A1_ HUMAN
TCPH_HUMAN
S10A6_HUMAN
K2C6B_HUMAN
CTNB1_HUMAN
EFTU_HUMAN
GRAN_HUMAN
LOX12 HUMAN
KPYR_HUMAN
SORCN_HUMA
N
S10AG_HUMAN

S10AE_HUMAN

ARCIA_HUMAN Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A
OS=Homo sapiens GN=ARPCI1A PE=1 SV=2
PTGR1_HUMAN Prostaglandin reductase | OS=Homo sapiens
GN=PTGR1 PE=1 SV=2

CBG_HUMAN Corticosteroid-binding globulin OS=Homo
sapiens GN=SERPINA6 PE=1 SV=1

KLOT_HUMAN Klotho OS=Homo sapiens GN=KL PE=1 SV=2
EVPLL _HUMAN Envoplakin-like protein OS=Homo sapiens
GN=EVPLL PE=2 SV=1

ALDR_HUMAN Aldose reductase OS=Homo sapiens
GN=AKRIB1 PE=1 SV=3

G6PD_HUMAN Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
OS=Homo sapiens GN=G6PD PE=1 SV=4

SC5AC_HUMAN Sodium-coupled monocarboxylate transporter 2
OS=Homo sapiens GN=SLC5A12 PE=2 SV=2

AMPL_HUMAN Cytosol aminopeptidase OS=Homo sapiens
GN=LAP3 PE=1 SV=3

CAPG_HUMAN Macrophage-capping protein OS=Homo sapiens
GN=CAPG PE=1 SV=2

MA2B1_HUMAN Lysosomal alpha-mannosidase OS=Homo
sapiens GN=MAN2B1 PE=1 SV=3

TPP1_HUMAN Tripeptidyl-peptidase 1 OS=Homo sapiens
GN=TPP1 PE=1 SV=2

GLNA HUMAN Glutamine synthetase OS=Homo sapiens
GN=GLUL PE=1 SV=4

CLIC4 HUMAN Chloride intracellular channel protein 4
OS=Homo sapiens GN=CLIC4 PE=1 SV=4

DDAH2 HUMAN N(G),N(G)-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 2 OS=Homo sapiens GN=DDAH2 PE=1
Sv=1

SC5A1_HUMAN Sodium/glucose cotransporter 1 OS=Homo
sapiens GN=SLC5A1 PE=1 SV=1

TCPH_HUMAN T-complex protein 1 subunit eta OS=Homo
sapiens GN=CCT7 PE=1 SV=2

S10A6_HUMAN Protein S100-A6 OS=Homo sapiens
GN=S100A6 PE=1 SV=1

K2C6B_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 6B OS=Homo
sapiens GN=KRT6B PE=1 SV=5

CTNB1_HUMAN Catenin beta-1 OS=Homo sapiens
GN=CTNNBI1 PE=1 SV=1

EFTU_HUMAN Elongation factor Tu, mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=TUFM PE=1 SV=2

GRAN_HUMAN Grancalcin OS=Homo sapiens GN=GCA PE=1
Sv=2

LOX12 _HUMAN Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S-type
OS=Homo sapiens GN=ALOX12 PE=1 SV=4

KPYR _HUMAN Pyruvate kinase isozymes R/L OS=Homo
sapiens GN=PKLR PE=1 SV=2

SORCN_HUMAN Sorcin OS=Homo sapiens GN=SRI PE=1
Sv=1

S10AG_HUMAN Protein S100-A16 OS=Homo sapiens
GN=S100A16 PE=1 SV=1

S10AE_HUMAN Protein S100-A14 OS=Homo sapiens
GN=S100A14 PE=1 SV=1
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ANEXO 4

Anexos

Tabla. Resultado de las 100 nuevas proteinas encontradas en exosomas de orina. Sefialadas en rojo

aparecen las proteinas que ademads estan dentro de las 48 significativamente alteradas.

Fasta

A6NEC2
A8MZ36
B9A064
000204
000468
000754
043505
043633
060218
P00747
P00749
P00751
P00915
P01008
P01019
P01023
P01620
P01834
P01857
P01871
P02538
P02545
P02675
P02788
P02790
P04745
P05783
P05787
P06858
P06865
P07476
P08185
P08779
P09488
PODJDS
P12035
P13647
P14625
P15289

Gen

NPPSL1
EVPLL

SULT2B1
AGRN
MAN2B1
B3GNT1
CHMP2A
AKRIB10

PLAU
CFB

AMY1A
KRT18
KRT8
LPL
HEXA
IVL
SERPINA6
KRT16
GSTM1
PGA3
KRT3
KRTS5
HSP90B1

Descripcion

Puromycin-sensitive aminopeptidase-like protein
Envoplakin-like protein

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Sulfotransferase family cytosolic 2B member 1
Agrin

Lysosomal alpha-mannosidase
N-acetyllactosaminide beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase
Charged multivesicular body protein 2a
Aldo-keto reductase family 1 member B10
Plasminogen

Urokinase-type plasminogen activator
Complement factor B

Carbonic anhydrase 1

Antithrombin-III

Angiotensinogen

Alpha-2-macroglobulin

Ig kappa chain V-III region SIE PE

Ig kappa chain C region

Ig gamma-1 chain C region

Ig mu chain C region

Keratin, type II cytoskeletal 6A
Prelamin-A/C

Fibrinogen beta chain

Lactotransferrin

Hemopexin

Alpha-amylase 1

Keratin, type I cytoskeletal 18

Keratin, type II cytoskeletal 8

Lipoprotein lipase

Beta-hexosaminidase subunit alpha
Involucrin

Corticosteroid-binding globulin

Keratin, type I cytoskeletal 16

Glutathione S-transferase Mu 1

Pepsin A-3

Keratin, type II cytoskeletal 3

Keratin, type II cytoskeletal 5

Endoplasmin

Arylsulfatase A

Péptidos
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P15586 _ N-acetylglucosamine-6-sulfatase

P19013
P19801
P19835
P20142
P22352
P22735
P24855
P26641
P30101
P30153
P33778
P34059
P35052
P35222
P35580
P36952
P41222
P43490
P45880
P47929
P48735
P49189
P49411
P51654
P51688
P54760
P55291
P55786
P60842
Q01546
Q04695
Q12794
Q13404
Q13835
Q14204
Q14393
Q15149
Q15274
Q16769

Q3LXA3
Q58FF7
QS58FF8

Q5SZKS

Q6UVKI

Q6XQN6

204

KRT4
ABP1
CEL
PGC
GPX3
TGM1
DNASEI
EEF1G
PDIA3
PPP2RIA
HISTIH2BB
| GALNS
GPC1
CTNNBI
MYH!10
SERPINBS
PTGDS
NAMPT
VDAC2
LGALS7
IDH2
ALDHO9A
TUFM
GPC3
| SGSH
EPHB4
CDHI5
NPPS
EIF4A1
KRT76
KRT17
HYALI
UBE2V1
PKPI1
DYNCI1HI
GAS6
PLEC
QPRT
QPCT
DAK
HSP90AB3P
HSP90AB2P
FREM2

NAPRT1

Keratin, type II cytoskeletal 4

Anmiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing]
Bile salt-activated lipase

Gastricsin

Glutathione peroxidase 3

Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K
Deoxyribonuclease-1

Elongation factor 1-gamma

Protein disulfide-isomerase A3
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform
Histone H2B type 1-B
N-acetylgalactosamine-6-sulfatase

Glypican-1

Catenin beta-1

Myosin-10

Serpin BS

Prostaglandin-H2 D-isomerase

Nicotinamide phosphoribosyltransferase
Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
Galectin-7

Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial
4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase
Elongation factor Tu, mitochondrial

Glypican-3

N-sulphoglucosamine sulphohydrolase

Ephrin type-B receptor 4

Cadherin-15

Puromycin-sensitive aminopeptidase

Eukaryotic initiation factor 4A-I

Keratin, type II cytoskeletal 2 oral

Keratin, type I cytoskeletal 17

Hyaluronidase-1

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
Plakophilin-1

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1

Growth arrest-specific protein 6

Plectin

Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating]
Glutaminyl-peptide cyclotransferase

Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone kinase/FAD-AMP lyase (cyclizing)
Putative heat shock protein HSP 90-beta-3

Putative heat shock protein HSP 90-beta 2
FRAS]1-related extracellular matrix protein 2
Chondroitin sulfate proteoglycan 4

Nicotinate phosphoribosyltransferase
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Q7L576
Q8NIN4
Q8WZ75
Q92692
QY6EY5
Q96HE7
Q96P63
Q96RW7
Q99832
QYBTY2
QYNP79
QYNZHO
QYUHL4
Q9Y446
Q9Y646

CYFIPI
KRT78
ROBO4
PVRL2
FAMI125A
EROIL
| SERPINBI2
HMCNI1
CCT7
| FucA
VTALl
GPRC5B
DPP7
PKP3
CPQ

Cytoplasmic FMR I -interacting protein 1

Keratin, type II cytoskeletal 78

Roundabout homolog 4

Poliovirus receptor-related protein 2

Multivesicular body subunit 12A

ERO1-like protein alpha

Serpin B12

Hemicentin-1

T-complex protein 1 subunit eta

Plasma alpha-L-fucosidase

Vacuolar protein sorting-associated protein VTA1 homolog
G-protein coupled receptor family C group 5 member B
Dipeptidyl peptidase 2

Plakophilin-3

Carboxypeptidase Q
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ANEXO 5

Anexo publicacion: Articulo publicado durante la tesis referente a dafio renal agudo.

SCIENTIFIC REPQRTS

Urinary Kininogen-1 and Retinol
binding protein-4 respond to Acute
Kidney Injury: predictors of patient
e Prognosis?

Published: 21 January 2016 . . .
oet vary Laura Gonzalez-Calero?, Marta Martin-Lorenzo?, Angeles Ramos-Barron?, Jorge Ruiz-Criado?,

Aroa S. Maroto?, Alberto Ortiz3, Carlos Gomez-Alamillo?, Manuel Arias?, Fernando Vivanco*
& Gloria Alvarez-Llamas?

Implementation of therapy for acute kidney injury (AKI) depends on successful prediction of individual
patient prognosis. Clinical markers as serum creatinine (sCr) have limitations in sensitivity and early
response. The aim of the study was to identify novel molecules in urine which show altered levels in
response to AKI and investigate their value as predictors of recovery. Changes in the urinary proteome
were here investigated in a cohort of 88 subjects (55 AKI patients and 33 healthy donors) grouped

in discovery and validation independent cohorts. Patients’ urine was collected at three time points:
within the first 48 h after diagnosis(T1), at 7 days of follow-up(T2) and at discharge of Nephrology(T3).
Differential gel electrophoresis was performed and data were confirmed by Western blot (WB), liquid
chromatography/mass spectrometry (LC-MS/MS) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Retinol binding protein 4 (RBP4) and kininogen-1 (KNG1) were found significantly altered following AKI.
RBP4 increased at T1, and progressively decreased towards normalization. Maintained decrease was
observed for KNG1 from T1. Individual patient response along time revealed RBP4 responds to recovery
earlier than sCr. In conclusion, KNG1 and RBP4 respond to AKI. By monitoring RBP4, patient’s recovery
can be anticipated pointing to a role of RBP4 in prognosis evaluation.

Acute kidney injury (AKI) is a multifactorial syndrome, a frequent clinical complication in hospitalized patients
and responsible of a substantial morbidity and mortality’?. Serum creatinine (sCr) is the reference standard
for AKI diagnosis, but lacks sensitivity, may be delayed in response to injury (retrospective indicator), and is
influenced by independent factors. As result, current diagnosis is often delayed in time, limiting the possibility
of earlier intervention and promoting adverse outcomes. AKI may progress to chronic kidney disease (CKD),
CKD itself is a risk factor for AKI in CKD patients, and AKI may accelerate CKD progression. In fact a substantial
proportion of AKI patients in daily clinical practice have underlying CKD. In this context, design of novel thera-
peutic strategies aimed at limiting kidney injury and preventing AKI progression requires novel biomarkers that
allow early monitoring of kidney damage and helping in prognosis prediction®*.

Urine represents a combination of both plasma ultrafiltrate and urinary tract proteins, including glomeru-
lar filtrated plasma proteins, soluble proteins secreted by tubular epithelial cells and microvesicles as exosomes.
Thus, urine composition not only reflects normal kidney function but also contains specific kidney produced
proteins which may be altered in response to underlying physiopathology”. Urine has been investigated to study
renal physiology and kidney diseases®. Our group have investigated urine in the search for novel molecular tar-
gets of potential use in the clinical setting from a diagnosis or prognosis point of view in the context of diabetic
nephropathy’, chronic kidney disease®, and cardiovascular disease’. Here, we pursued the identification of major

Department of Immunology, IIS-Fundacion Jimenez Diaz-UAM, REDInREN, Madrid, Spain. 2Nephrology
Department, Valdecilla Hospital, University of Cantabria, Instituto de Formacion e Investigaciéon Marqués de
Valdecilla, IDIVAL, Santander, Cantabria, Spain. 3Department of Nephrology/IRSIN, [IS-Fundacién Jiménez Diaz,
School of Medicine, UAM, Madrid, Spain. “Department of Biochemistry and Molecular Biology |, Universidad
Complutense, Madrid, Spain. Correspondence and requests for materials should be addressed to G.A.-L. (email:
galvarez@fjd.es)
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Age, years 644 16" (15-84)
Men 37(67.3)
Comorbidities

Hypertension 41 (74.5)

Diabetes mellitus 21(38.2)

Cardiovascular disease 28 (50.9)

Chronic kidney disease 16 (29.1)
Charlson comorbidity score 5.643.4"
ISI comorbidity score 0.2840.197
Nephrotoxic drugs (>1) 47 (85.5)
Type of admission

Medical 39 (70.9)

Surgical 16 (29.1)
ICU stage 12 (21.8)
Etiology of acute kidney disease

Pre-renal 28 (50.9)

Acute tubular necrosis 27(49.1)
AKI-KDIGO at diagnosis

1 5(9.1)

2 9(16.4)

3 41 (74.5)
Peak sCr 8.1+4.7"
Length of stay, days 9(8)*
Dialysis required 15(27.3)
Oliguria (<400 mL/24h) 10 (20)
Full recovery of renal function at discharge 17 (34.7)
Hospital mortality 3(5.5)
Mortality at one year 7(12.7)

Table 1. Demographics characteristics of patients included in the study. ‘Expressed as median and
interquartile range. "Expressed as mean =+ SD.

molecular alterations in urine in response to AKI in the search for novel indicators. Their capability to monitor
recovery from AKI and thus predict patient’s prognosis will be also evaluated.

Results

Urinary RBP4 and KNG1 proteins are identified as main responders to AKI. Table 1 depicts
demographic and clinical characteristics of participants. Individual data are included in Supplementary Tables.
Principal component analysis (Fig. 1A) revealed a clear differentiation between controls and cases with a slight
trend towards recovery gradually over time for a sub-group of individuals. Differential statistical analysis revealed
Retinol binding protein 4 (RBP4) and Kininogen 1 (KNG1) as main molecular responders to AKI condition
(Fig. 1B and Table 2). RBP4 is increased significantly in the first sample (T1) compared to control values, and
remains significantly higher at T2. Inter-individual variability was particularly observed at nephrological dis-
charge (T3). The opposite trend was observed for KNG1, decreasing its urinary concentration in response to
AKI from the first time point evaluated (T1). At discharge, KNG urinary levels remain considerably lower than
control values.

In the confirmation cohort, target analysis of urinary RBP4 and KNG1 was performed by liquid chromatog-
raphy mass spectrometry in selected reaction monitoring mode (SRM-LC-MS/MS) for validation. In this case,
individual urine samples were analyzed to assess individual behavior (molecular response). Again, significant
differences were observed between control group and AKI patients for RBP4 and KNG1 (Fig. 2) in the first 48 h
and follow-up, confirming previously observed trends by differential gel electrophoresis (DIGE) and the response
of these two proteins (RBP4 increase and KNG1 decrease) to AKI. This response was further evaluated by ROC
curves, resulting in areas under the curve (AUC) higher than 0.9 in both cases (see Fig. 2). While average KNG1
levels do not return to control values at discharge, there is a clear trend towards normalization in the case of RBP4
(Fig. 2).

RBP4 in urine responds to patient’s recovery earlier than sCr clinical marker.  To further inves-
tigate a potential prognostic value for RBP4, we analyzed individual samples collected from a new randomized
cohort of a total of 23 patients and 13 healthy subjects by WB. Thirteen of those 23 patients could be monitored
at the three time points. On average, including all patients monitored (and not only those for whom sampling
was possible at the three time points), RBP4 increased significantly at T1 and progressively decreased thereafter

SCIENTIFICREPORTS |6:19667 | DOI: 10.1038/srep19667 2
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Figure 1. Proteins significantly altered in urine in response to AKI. (A) Principal component analysis
(PCA) graph resulting from the DIGE analysis show clear grouping of control subjects and AKI patients. Each
dot represents a pool sample made of urine aliquots from 4 individuals. Urine was collected from a total of 20
healthy subjects (C) and 20 patients at three different time points (T1, T2 and T3). Arrows point to individuals
showing trend of partial recovery. (B) Standardized Log Abundance found corresponding to protein spots of
RBP4 and KNGL. A clear increase in response to AKI was observed for RBP4 and the opposite trend was found

for KNG1.
KNG1 0.001 —9.13 0.009 —5.57 0.07 —5.76 0.0004
RBP4 0.0008 19.06 0.009 15.69 0.1 9.93 0.0008

Table 2. T-Test and average data values for RBP4 and KNG1 protein spots as main significantly varied
proteins over time in response to AKI.

towards normalization, as expected in view of DIGE and SRM data (Fig. 3A). Persistent decrease in KNG1 was
observed from T1 (Fig. 3B).

In a further step, patients’ response was analyzed individually in view of their recovery. In daily clinical prac-
tice a substantial proportion of AKI patients have underlying CKD (30% in our series) as does a significant pro-
portion of the general population (around 10%)°. Thus, inclusion of CKD patients, as in this study, represents
the AKI patients clinicians are dealing with''. Lack of clinical recovery means that CKD may have developed (if
there was no prior CKD) or that CKD has progressed (in patients with prior CKD). Both outcomes are associated
with impaired vital outcomes, and early prediction of de novo or worsening CKD may be equally useful to iden-
tify a high risk population that may be enrolled in future clinical trials. In this study, recovery means sCr values
<1.3mg/dL by T3 for non-CKD patients of returning to basal levels for CKD individuals, according to clinical
criteria. Figure 4A represents those patients who clinically recover later than T3 according to sCr values, show-
ing normalized RPB4 values (no significant differences between C and T3) already at T3. Individual response
of urinary RBP4 also shows a decreasing trend towards control values after AKI for those patients who recover
(Fig. 4B). Patients with sCr(T3) < 1.3 mg/dL already showed RBP4 values close to controls at this time point
(Fig. 4B, dashed lines), while in patients who do not recover urinary RBP4 is persistently high (Fig. 4B, insert).
These results were further confirmed by ELISA as can be seen in Supplementary Figure 3. RBP4 is, thus, able to
show patient’s recovery earlier than sCr.

Discussion
The human urinary proteome was here first investigated in the search for significantly altered molecules in
response to AKI'. Prior studies point to the need of defining marker panels preferably than individual diagnostic

SCIENTIFICREPORTS |6:19667 | DOI: 10.1038/srep19667 3
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Figure 2. Urinary RBP4 (A) and KNG1 (B) analysis by (SRM)LC-MS/MS. Transitions shown
(precursor— fragment) are: 813.48->970.60 (RBP4) and 713.70->956.0 (KNG1). A different cohort of
individuals to that used in DIGE analysis was recruited. Increased urinary levels for RBP4 in response to
AKI were confirmed. Error bars show standard error of media. ROC curves showing response to AKI were
calculated for RBP4 (C) and KNG1 (D). *p value < 0.05; **p value < 0.01; ***p value < 0.001;

*0p value < 0.0001.
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Figure 3. Western blot data for RBP4 performed with individual urine samples. A different cohort of
individuals to that used in DIGE analyses was recruited. On average, increased urinary levels for RBP4 (A)
and decreased urinary levels for KNGI1 (B) in response to AKI was confirmed: graphs show average data for all
patients monitored (recovered at any time point or not). *p value < 0.05; **p value < 0.01; ***p value < 0.001;
*0p value < 0.0001.

molecules to better assess the complex AKI/CKD syndromes'?. Proteomics approaches provide non-biased infor-
mation on the protein changes in a biological fluid as a whole, without pre-selection of potential targets of interest.
DIGE technology was chosen here for the discovery phase, based on its proved value as a differential proteomics
strategy for proteins quantification in biological samples in the search for markers of disease (cardiovascular dis-
ease, kidney disease, cancer and neurodegenerative diseases, among others), by our group and others>**. KNG1
and RBP4 were found here as responders to AKI from the first sample obtained within 48 h of nephrological
diagnosis. These data were confirmed in an additional cohort of individuals and prompted the development of a
specific mass spectrometry-based quantitative method specifically developed for high-throughput assessment of
KNGI and RBP4 proteins in urine, in a manner which may offer a future reliable quantitative assay which may be
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Figure 4. WB data for RBP4 and KNG1 for patients who clinically recovered later than T3 according to
sCr. Normalization of RPB4 levels was observed already at T3 on average (A,B) Individual RBP4 responses for
those patients monitored at the three time points (solid lines represent patients with sCr(T3) > 1.3 mg/dL and
dashed lines represent patients with sCr(T3) < 1.3 mg/dL). Inset shows representative behavior of RBP4 for
patients who do not recover. **p value < 0.01.

competitive in the clinical setting. Not only earlier diagnosis but also outcome prediction after an AKI episode is
of enormous interest. Insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP-7) was recently identified in urine as a
prognostic marker? and, here, the capacity to anticipate patient’s recovery earlier than traditional markers as sCr
was further evaluated and confirmed for RBP4.

KNGland RBP4 genes were two of the top kidney up-regulated ones in an end stage renal disease (ESRD)
mouse model?’. We show here a significant decrease in urinary KNG1 in response to AKI. Kininogen is a pre-
cursor of kinins from the kallikrein-kinin system. When this cascade is activated, the serine protease kallikrein
(tissue or plasma) processes kininogen (low or high molecular weight) to produce vasoactive peptides (e.g. brady-
kinin (BK)) which are involved in blood pressure regulation, renal and cardiac function and inflammation among
other physiological and pathological processes**2. In a salt-induced hypertension rat model, tissue kallikrein/
kinin infusion reversed kidney injury, inflammation and fibrosis* pointing to a protective role for this metabolic
cascade?*?. In hypertensive subjects, urinary kininogen and kinins were decreased, while excretion of kallikrein
was normal. However, in end-stage renal disease, kinins and kallikrein were decreased and a normal excretion
of kininogen was found®. In IgA nephropathy patients, urinary kininogen excretion was found significantly
different for responders and non-responders to an angiotensin-converting-enzyme inhibitor (ACE-inhibitor)
therapy?’, which may be in alignment with the reported variants of kininogen gene influencing individual
response to aldosterone?. To our best knowledge, urinary KNG1 has not been directly related to AKI in humans.
T-Kininogen was found differentially expressed in rats after cisplatin or ischemia/reperfusion treatment®. In
response to streptozotocin-induced diabetes in rats, kininogen, kallikrein, BK levels and BK B1- and B2-receptor
expression were decreased in glomeruli and in cultured podocytes, implying a role for kallikrein-kinin system in
podocyte apoptosis in diabetic conditions®’. Plasma high molecular weight kininogen increased in accordance
to progressive renal function worsening in microalbuminuric diabetic patients®’, the opposite trend to what pre-
viously reported in urine. However, plasma kininogen was decreased in biopsy confirmed acute rejection after
renal transplantation®, following the same trend that urine kininogen in response to kidney chronic allograft
dysfunction®. These two studies are in consonance with our findings. Despite these studies, the participation
and specific role of the molecules constituting the kallikrein-kinin system in a wide variety of clinical contexts
are underexplored. Nevertheless, there are enough evidences to propose a link between kininogen expression and
kidney injury (e.g. AKI, rejection following transplantation), loss of renal function, hypertension or albuminuria
progression.

We also found increased urinary levels of RBP4 in response to AKI. The rise was observed from the first 48 h
of nephrological diagnosis and maintained at discharge on average, although individual differences were further
explored and confirmed related to recovery. This low molecular weight protein is easily filtered by the glomer-
ulus and reabsorbed for the most part in proximal tubules. It has been proposed as the best indicator of tubular
dysfunction, as a minor reduction in tubular function may lead to increased RBP4 excretion. In consequence,
urinary RBP4 level has been proposed as the most sensitive biomarker for loss of proximal renal tubule function
in humans®. In response to acute kidney allograft injury, RBP levels increased in urine®. In a follow-up study of
kidney transplantation prognosis in the following year, RBP predicted graft loss independently of histology and
urinary albumin®. Increased levels of RBP4 in diabetic patients with further increased observed in presence of
microalbuminuria pointed to an incipient nephropathy in this clinical group*. In this context, RBP4 has been
proposed as a marker of risk of developing CKD of macroalbuminuric diabetic nephropathy patients®*®.Other
studies observed altered RBP4 levels in diabetic patients with tubular injury, although it is unclear whether it
predicts microalbuminuria development®-*!. Related to AK], there is increasing interest in further investigating
the role of RBP4 in early diagnosis. Data shown here give further evidence of the RBP4 (reversible) response to
the AKI clinical condition, showing increased urinary RBP4 levels in AKI patients. Furthermore, RBP4 response
in urine tends to normalize with time for those patients who progressively recover in terms of sCr, however RBP4
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remains persistently high in those patients who do not recover. More importantly, RBP4 responds earlier than sCr
does on average and allows monitoring individual response and further predict future recovery.

The coexistence of common mechanisms in different renal disorders with subjacent complex cellular
responses taking place simultaneously make the specific identification of biomarkers of AKI, allograft dysfunc-
tion, diabetic renal complications or CKD development a real challenge. Some of the proposed biomarkers in the
literature are in fact coincident in various diseases*?.

The use of panels of biomarkers to the detriment of individual molecules should be explored to improve accu-
racy and specificity. A specific assay for these RBP4 and KNG1 proteins quantitation, based on SRM methodology,
was here developed which enormously facilitates feasibility in the clinic in terms of sensitivity and throughput.

One limitation of the study may be the number of recruited subjects, wide distribution for age, diabetes,
hypertension or drugs. On the other hand, serum creatinine (sCr) and urinary output are the key clinical tools
to define AKI. However, assessment of urinary output is more prone to error, especially in patients without an
indwelling bladder catheter®’. Thus and in order to reflect daily clinical situation in many non-intensive care
units (ICU), we relied on serum creatinine criteria for diagnosis of AKI. DIGE also has known weaknesses to
be acknowledged, such as poor coverage of low abundance proteins or very hydrophobic proteins. On the other
hand, urine has enormous potential as non-invasive fluid able to reflect changes in renal function or injury, but
the variability in protein content may be considerable and this fact implies normalization to e.g. urinary creati-
nine or total protein content. Finally, real clinical translation of a novel identified marker is so far hampered by
significant difficulties. In general, the biomarker pipeline from identification to final implementation should go
through several essential process phases: candidate discovery, qualification, verification, research assay optimi-
zation, biomarker validation, commercialization and widespread implementation in routine clinical practice***.
Currently, no novel biomarker has progressed to all those stages in AKI. In particular, AKI occurs in a wide vari-
ety of clinical scenarios, thus assessing the real-life performance of a proposed marker implies prior testing of its
sensitivity/specificity and capacity of prediction in these various clinical conditions*®.

Conclusions

Urinary KNG1 and RBP4 clearly respond to AKI. Additionally, RBP4 could predict recovery by monitoring this
protein levels over time after AKI, as RBP4 reflects patient’s normalization earlier than sCr values do. Further
evaluation of KNG1 and RBP4 diagnostic and prognostic value should follow (e.g. in a prospective study where
their role in earlier diagnosis could be investigated), alone or in combination with other proposed markers.

Methods

Subjects recruitment and urine samples collection.  Urine samples from 55 AKI patients without pro-
teinuria, diagnosed by Nephrology Department staff, were collected at Hospital Valdecilla (Santander, Spain) at
three time points: diagnosis within the first 48 h (T1), at 7 days of follow-up (T2) and at Nephrology discharge
(T3). AKI was defined and classified according KDIGO criteria?’. Peak sCr was considered as the highest value
of sCr after diagnosis. Recovery was considered, as suggested by ADQI guidelines, when sCr was <1.3 mg/dL
in patients without previous CKD or return to baseline values in case of CKD. Patients were ramdomized and
samples from 20 patients were used in a first discovery phase, and samples from 35 patients were recruited for
confirmation studies. Urine samples were also collected from 33 healthy donors (mean age 47.9 + 12 (26-65),
without comorbidities and normal renal function) (20 for the discovery phase and 13 for confirmation). Existence
of cardiovascular disease (CVD), CKD, hypertension (HTN) or diabetes mellitus was assessed. Spot urine sam-
ples were obtained from a morning random-catch sample, collected in a sterile container, centrifuged to remove
cell debris (3000 rpm, 10 min) (Centrifuge Sorvall T6000D), and the supernatant frozen at —80 °C until analysis.

Ethics, consent and permissions. Sample collection procedures were in accordance with the Helsinki
declaration and signed informed consent was obtained. Approved consent was obtained from Ethical Committee
for Clinical Research from Cantabria (CEIC, Comité de Etica e Investigacion Clinica), endorsed by IDIVAL.

Unbiased proteomics analysis by Differential Gel Electrophoresis (DIGE). Differential protein
analysis was performed by DIGE (GE Healthcare®). A total of 20 AKI patients and 20 control subjects were used
in this first discovery phase, to identify strongest protein alterations in urine in response to AKI. Four individual
urine samples from each group were pooled, making a total of 5 pools to be analysed per group (C, T1, T2 and
T3). 5nmol CyDye DIGE Fluor labelling kit (GE Healthcare) was used to label proteins following manufacturer’s
instructions. Labelled samples were loaded onto IPG strips (24 cm, pH 4-7) and isoelectric focusing (IEF) was
carried out in a PROTEAN IEF CELL (BioRad)'. Second dimension was carried out on 14% running gels using
EttanDaltSix System (GE Healthcare). Gels were scanned using a Typhoon 9400 Variable Mode Imager (GE
Healthcare) and spot maps were processed, analyzed and compared using the DeCyder Differential Analysis
Software version 6.5 (GE Healthcare). Spot detection and normalized volume ratio calculations were performed
in the Differential In-gel Analysis (DIA) module, while gel-to-gel matching and statistical analysis were per-
formed in the Biological Variation Analysis (BVA) module. A first ANOVA test was performed (including FDR)
followed by Student’s t test for pairs comparisons of the expression data of each spot.

MALDI-TOF Mass Spectrometry identification of candidate markers of AKIl.  Spots selected for
analysis were in-gel reduced, alkylated and digested with trypsin according to Sechi and Chait*®. Supernatants
were spotted onto a matrix assisted laser desorption ionization (MALDI) target plate. 0.5l of a 3 mg/ml of
o-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid matrix in 0.1% trifluoroacetic acid-50% acetonitrile was added to the dried
peptide digest spots. Samples were analyzed using MALDI-time of flight (TOF/TOF) mass spectrometer 4800
plus Proteomics Analyzer (Applied Biosystems. MDS Sciex, Toronto, Canada) and 4000 Series Explorer™v 3.5
Software (ABSciex). GPS explorer v 3.5 (ABSciex) software was used for spectra analyses and generating peaking
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lists. Searches for peptide mass fingerprints, tandem MS spectra and both combined were performed in the
NCBInr database using Mascot v.2.2 from Matrix Science (http://www.matrixscience.com). In all identified pro-
teins, the probability score was greater than the one fixed by Mascot as being significant, that is, a p value under
0.05.

Urinary RBP4 and KNG1 targeted analysis by Selected Reaction Monitoring (SRM) LC-MS/MS.
As previously published by our group and others”?#, we used SRM-LC-MS/MS to validate differential proteins
identified in the discovery phase. Urine samples from different individuals’ cohorts were used. In particular,
16 patients and 7 healthy subjects were recruited. Urine samples were concentrated and desalted. Total protein
content was quantified by Bradford assay and protein samples were reduced, alkylated and digested with sequenc-
ing grade trypsin (Roche). Tryptic peptides solutions were cleaned with C18 spin columns (Protea Biosciences)
according to manufacturer’s instructions and mixed 1:1 with mobile phase A (0.1% formic acid in MilliQ
water). A 6460 Triple Quadrupole mass spectrometer was used on-line connected to nano-chromatography in
a Chip-format configuration (ChipCube interface, ProtID Zorbax 300B-C18-5pm chip, 43 x 0.075-mm analyt-
ical column and 40 nL enrichment column, Agilent Technologies). The system was controlled by Mass Hunter
Software (v4.0 Agilent Technologies). Theoretical SRM transitions were designed using Skyline (v.1.1.0.2905) and
peptide specificity was confirmed by protein blast. Only those proteotypic (specific) peptides were selected®. In
this case, one specific proteotypic peptide was measured per protein, by monitoring two transitions for RBP4 and
three transitions for KNGl (see Supplementary material).

Urinary RBP4 and KNG1 assessment by Western blot and ELISA. A different cohort to that used in
the discovery phase was recruited for confirmation of candidate markers by WB. 10 mL urine samples were col-
lected from 23 AKI patients and 13 healthy individuals. The same amount of total protein (10 jug) total protein was
dissolved in Laemmli buffer and loaded per lane in a 12% acrylamide gel (4% stacking). Membranes were blocked
with PBS containing 7.5% non-fat dry milk powder and 0.1% Tween-20 for 1h at room temperature. Membranes
were then incubated for 1h with specific primary antibody rabbit monoclonal anti-KNG1 (1:5000) (Abcam) or
with rabbit monoclonal anti-RBP4 (1:50000) (Abcam) in phosphate buffered saline in Tween-20 (PBS-T) (0.05%)
containing 5% non-fat dry milk. Finally, they were incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
rabbit TrueBlot® (1:1000) (Rockland) for KNG1 or HRP-conjugated goat anti-rabbit (1:10000) (Nordic) for RBP4
as secondary antibody, in PBS-T (0.05%) containing 5% non-fat dry milk. Detection was performed by enhanced
chemiluminescence (ECL kit; GE Healthcare) following the instructions of the manufacturer. Protein bands were
quantified by Image]J software.

Concentration of RBP4 was additionally measured by ELISA in urine from a cohort of 8 control subjects and
8 AKI patients following manufacturer’s instructions (Abcam, ab108897).

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using SPSS, v15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA),
and GraphPad Prism 6 (version 6.01) software. The Kolmogorov-Smirnov test (KS) was used to assess the normal
distribution of clinical variables. Quantitative variables were expressed as mean + standard deviation (SD) or
median and interquartile range (IR) for variables with non-normal distribution. Kruskal-Wallis with Dunn’s mul-
tiple comparisons test was calculated and differences were considered significant when p value < 0.05. For receiver
operating characteristic (ROC) curve, assessment confidence level was selected as 95% and p value < 0.0001.
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