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RESUMEN

La Tesis Doctoral presentada aborda un problema de salud de elevada prevalencia en
nuestro pais y a nivel internacional como es la enfermedad renal cronica (ERC). En la
préctica clinica actual existen una serie de limitaciones de cara a realizar un diagnostico
preciso de la misma vy, particularmente, de modo temprano. Los marcadores clinicos
tanto de presencia como de evolucion de la enfermedad no cuentan con la especificidad
y sensibilidad adecuada en estadios tempranos. En este contexto, el principal objetivo
de la tesis es la busqueda de nuevos marcadores de enfermedad renal cronica en fluidos
bioldgicos accesibles como son la orina y el plasma, que sirvan de apoyo a un
diagndstico fiable, temprano y personalizado asi como a un seguimiento de la misma.
De modo particular, se han descubierto metabolitos marcadores de enfermedad
cardiovascular asociada; patologia de alta prevalencia en este grupo clinico ERC.

Se empled la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), en la fase de descubrimiento, y la
cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de masas triple cuadrupolo por la
metodologia MRM, en la fase de validacion. Un grupo de 7 metabolitos fue encontrado
respondiendo particularmente a ERC en los estadios mas avanzados (I\V-V) por si
misma, en muestras de orina (Guanidoacetato, TMANO, Glutamato, AFAG, 5-
Oxoprolina, Citrato y Taurina). 6 de los 7 metabolitos (Guanidoacetato, TMANO,
Glutamato, AFAG, 5-Oxoprolina y Citrato), responden ya en los estadios iniciales de la
ERC (I-11). Un panel especifico de 4 metabolitos fue asociado a individuos con ERC
con EAC (Leucina, Treonina, Citrato y Homocisteina). Se evaluo la respuesta de estos
metabolitos en una fase de validacion en muestras de plasma, encontrandose nuevos
datos de metabolitos asociados a ERC en estadios avanzados (IV-V) (5-Oxoprolina,
Leucina, Treonina, Glutamato, Citrato y Homocisteina). 2 de los 7 metabolitos
responden a estadios iniciales de ERC en muestras de plasma (5-Oxoprolina y
Glutamato). Sin embargo, tres metabolitos que en orina respondian a EAC en ERC
(Leucina, Treonina y Homocisteina), en muestras de plasma responden a ERC por si
misma. Sélo se encontraron dos metabolitos en muestras de plasma que respondian
cuando la EAC esté asociada a ERC (Treonina y Citrato).

Tras estos hallazgos donde dos de los metabolitos alterados estan implicados en el
catabolismo del Glutatién via 5-Oxoprolina (5-Oxoprolina y Glutamato), se realizd un
estudio de las tres enzimas implicadas en la catalizacion de las reacciones que dan paso
a estos dos metabolitos, encontrandose éstas alteradas tanto en orina como en plasma de
individuos con ERC: 5-Oxoprolinasa (OPLA), gamma-Glutamilciclotransferasa
(GGCT) y Glutamato-cisteinaligasa (GSH).

De modo complementario, se abordd un anélisis diferencial de las proteinas de la orina
de estos individuos con ERC con y sin EAC asociada por marcaje con iTRAQ LC
MS/MS, en la fase de descubrimiento y cromatografia liquida acoplada a espectrometro
de masas triple cuadrupolo por la metodologia MRM, en la fase de validacion. Como
proteinas alteradas en ERC avanzada se encontraron: KING1, CD59, PIGR, WAP,
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AMBP y B-2-MG. En los estadios iniciales de ERC encontramos RBP4. Cuatro
proteinas fueron encontradas alteradas en respuesta a EAC: NID1, ZA2GP, KING1 y
AMBP.

En un intento de abordar la compresion de los mecanismos operantes en el desarrollo de
la ERC, a nivel de tejido renal, se investigo el perfil metabolémico del tejido renal de
rata con nefropatia diabética en un modelo temprano por la metodologia ‘HRMAS. Esta
técnica no destructiva permite un andlisis metabolémico directo del tejido. Su posterior
analisis por la metodologia MRM, dando como resultado 5 metabolitos alterados en
tejido (Aldosterona, TMANO, Myoinositol, Glutamato y PDC).



SUMMARY

1. INTRODUCTION

The prevalence of chronic kidney disease (CKD) is rising, becoming a major public
health problem worldwide with great impact on national healthcare budgets because of
the cost of renal replacement therapy and a shortened life expectancy. CKD is an
independent cardiovascular risk factor, and cardiovascular disease (CVD) accounts for
50% of the mortality of CKD patients (Y. The natural history of CKD was thought to be
relentless progression to stage 5 or end-stage renal disease (ESRD) requiring renal
replacement therapy. However, it has now become clear that it is not currently possible
to predict progression in individual patients, as many patients stabilize or even improve
after treatment. In fact, the majority does not reach CKD stage 5 as they either become
stable or die prematurely from CVD. With this perspective, there is an urgent need to
discover novel indicators of disease progression, biomarkers of kidney damage and
cardiovascular risk which facilitate an early diagnosis, prognosis and follow-up of drug
therapy effects in clinical intervention ®. In the present work, we propose the
application of several-omics strategies to approach the non-biased, non-targeted, study
of CKD and associates cardiovascular risk. The main advantage relies on the fact that
there is no pre-selection of candidate molecules (metabolites or proteins) to be
investigated for a potential influence on the disorder under study. The role of
proteomics ® and metabolomics ©*? in the study of renal and cardiovascular diseases
has been recently reviewed. However, few studies have investigated the whole sub-set
of low molecular weight compounds present in a biological fluid or tissue and their

relation to the development or progression of CKD and associated CVD.

2. METHODS

2.1. Metabolomic analysis in the context of CKD in human biological fluids.

Urine and plasma samples from CKD patients (stages I-V) were collected at the
Nephrology Department in 11S-Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Spain) and in 12 de
Octubre Universitary Hospital Madrid (Spain).

Urine samples from CKD (IV-V) were diluted with sodium trimethylsilyl propionate
(TSP) solution (as internal reference for spectra calibration) in D,O, buffered with
Na,HPO4/NaH,PO, to pH 7.0. All NMR ™ experiments were performed at 277K (to
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minimize metabolic changes) on a Bruker AVANCE Il 700 instrument. For pattern
recognition analysis, 'H NMR spectra were data reduced using the software program
AMIX (Analysis of MIXtures version 3.6.8, Bruker Rheinstetten, Germany). Non-
supervised principal components analysis (PCA) and partial least squares (PLS) were
applied to the bucket tables of spectra (no scaling). Loading plots were also calculated
to show how principal component analysis is related to the original buckets and thus to
identify differential metabolites. Correlation spectroscopy (COSY), total correlation
spectroscopy (TOCSY) and heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy
(HSQC) spectra were acquired for precise metabolite identification.

For validation of metabolites found significantly alterated in the discovery phase, a new
cohort of urine CKD patients was recruited for LC-MS/MS analysis in MRM mode @2
in a Triple Quad G6460 mass spectrometry (Agilent Technologies). Alterations of those
significant metabolites found in urine at advances stages of CKD. Were also
investigated by MRM alterations at earlier stages of CKD in urine and additionally, at
early and advance CDK stages in plasma. Statistical analysis was performed by

Graphpad software.

2.2. Alterations of renal tissue metabolome an animal model of early Diabetic

Nephropathy.

Ten 5-week-old male Wistar Kyoto rats (Criffa, Barcelona, Spain) weighting 230£23g
were used. Diabetes was induced in 5 rats by a single intraperitoneal injection of STZ
(Sigma, St. Louis, MO), 50 mg/kg in 0.01M citrate buffer (pH 4.5) ®. Five control rats
received the STZ vehicle. Rats were sacrificed 8 weeks after induction of diabetes.

Kidney central slices were cut from each of the radial regions were collected. The radial
regions comprise the cortex, and medulla. Analysis of the tissue was directly performed
by HRMAS without any sample pretreatment required. Spectra were recorded on a
Bruker NMR System 500 MHz spectrometer. Spectra were data reduced using the
software program AMIX (Analysis of MIXtures version 3.6.8, Bruker Rheinstetten,
Germany). Non-supervised principal components analysis (PCA) and partial least
squares (PLS) were applied to the bucket tables of spectra (no scaling). Loading plots
were also calculated to show how principal component analysis is related to the original

buckets and thus to identify differential metabolites. Correlation spectroscopy (COSY)
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and total correlation spectroscopy (TOCSY) spectra were acquired for precise
metabolite identification. Significatly alterated metabolites were analyzed by MRM LC
MS/MS as complementary technique for confirmation.

2.3. Proteomic analysis in the context of CKD in human bilogical fluids.

a. Study of the Glutation pathway’s enzymes: 5 - oxoprolinase ( OPLA ),
gamma - glutamilciclotransferasa ( GGCT ) and glutamate - cisteinaligasa
(GSH).

CKD patients (stages 1-V) were recruited and individual urinary and plasma were
collected. Protein fraction was isolated and purified accordingly prior to reduction,
alkylation and digestion with sequencing grade modified bovine trypsin (Roche).
Peptides digests were analyzed in MRM mode using a 6460 Triple Quadrupole LC-
MS/MS on-line connected to nano-chromatography in a Chip-format configuration

(ChipCube interface, Agilent Technologies).
b. Differential proteins associated to CKD.

Urine samples from CKD (stages I-V) patients were collected at the Nephrology
Department in 1IS-Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Spain) and in 12 de Octubre

Universitary Hospital Madrid (Spain).

CKD (stages IV-V) samples were analyzed by ITRAQ methodology following
manufacturer’s recomendations. Before, urine samples were processed: urine were
concentrated with Ultrafiltration Amicon centrifugal devices (10-kDa molecular mass
cutoff, Millipore), urine samples were desalted in Protein Desalting Spin Columns
(Thermo) and depleted with Albumin and IgG, using Sigma ProteoPrep immunoaffinity
columns (Sigma-Aldrich) following manufacturer’s instructions. After that, proteins
were precipitated. Prior the iTRAQ labeling reaction, proteins were reduced, alkylated
and digested with recombined bovine trypsin (Promega). Once labeled peptide mixture
was fractionated by isoelectric focusing in OFFGEL (Agilent technologies) and all
fractions were analyzed on the mass spectrometry in a LTQ Orbitrap Velos (Thermo).
For validation of significantly different proteins in the discovery phase, a new cohort of
individuals, control and CKD (stage I-V) urine samples, was recruited for LC-MS/MS

analysis in MRM mode @2,
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3. RESULTS

3.1. Alterations of metabolome level in the search for markers of CKD in urine and
plasma samples.

Urine metabolites found altered in CKD (affected or not by CAD) by NMR
experiments, and for validation an additional cohort of samples were analyzed by MRM
methodology. In a first discovery stage, we analyzed by NMR the urine metabolome of
CKD patients with and without previously reported CAD compared to healthy subjects,
finding a classification pattern of individuals not only responding to CKD but also to
CVD. A panel of seven metabolites was found to particularly respond to CKD (I1V-V) in
urine samples, itself (Guanidoacetate, TMANO, Glutamate, AFAG, 5-Oxoproline,
Citrate and Taurine). Out 6 of these7 metabolites respond to urine early stages of CKD
(Guanidoacetate, TMANO, Glutamate, AFAG, 5-Oxoproline and Citrate). A specific
panel of four potential biomarkers (Leucine, Threonine, Citrate and Homocysteine) was
associated to CADin urine samples. A new study was carried out in plasma samples, 5-
oxoproline, Leucine, Threonine, Glutamate, Citrate and Homocysteine were found to be
alterated in CKD (IV-V) context. Out 2 of these7 metabolites respond even to early
stages of CKD (I-Il) (5-oxoproline and Glutamate). Interestingly, 3 of these 7
metabolites, which respond to CAD associated to CKD in urine samples (Leucine,
Threonine and Homocysteine), were found to respond to CKD in plasma samples itself.
Properly responding to CAD only two metabolites were found in plasma samples
(Threonine and Citrate).

3.2. Altered metabolites in renal tissue in reponse to early Diabetic Nephropathy in

a rat model.

In a complementary study, we investigated the metabolic profiles at renal tissue by
'HRMAS. Renal tissues were obtained from diabetic and control rats to look for early
metabolic markers. Observations corroborate that a series of molecular events have
happened. A total of 18 metabolites were found with alterated levels in renal tissue. For
confirmation thosel8 metabolites significantly different, samples were analyzed by
MRM in a LC-(QQQ) MS instrument. Data were confirmed for 5 metabolites:
Aldosterone, TMANO, Myoinositol, glutamate and Phosphatidylcholine (PDC).
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3.3. Study of alterations at the proteome level in response to CKD.

3.3.1. Study of the Glutation pathway’s enzymes: 5-Oxoprolinase (OPLA), gamma-
Glutamilciclotransferasa (GGCT) and Glutamate-cisteinaligasa (GSH).

Data show a clear decrease in 5-oxoproline and an increase of glutamate in urine and an
increase in 5-oxoproline and a decrease of glutamate in plasma of CKD patients. Both
metabolites are related in the catabolic pathway from glutathione to glutamate via 5-
oxoproline. MRM analysis reveals three enzymes; which are component of Glutation
pathway, with altered levels in urine and plasma: 5-Oxoprolinase (OPLA) (with 5
transitions), gamma-Glutamilciclotransferasa (GGCT) (with 5 transitions) and
glutamate-cisteinaligasa (GSH) (with 3 transitions). In the all case, trends found
significantly alterated for the three enzymes investigated were in accordance with

variations observed for Glutamate and 5-Oxoproline.
3.3.2. Differential proteins in urine as candidate markers CKD.

A urine sample preparation workflow for the iITRAQ (isobaric tag for relative and
absolute quantitation) technique was established. The reproducibility of this platform
was evaluated and applied to discover proteins with differential levels between urine
samples from CKD patients and control samples. A total of 40498 urine proteins were
identified. Among them, 139 proteins consistently showed >2-fold differences between
sample sets. Multiple Reaction Monitoring (MRM) analyses were made for
confirmation in an independent cohort of patients and healthy subjects. Trends observed
in the discovery phase (iTRAQ quantitative analysis) were confirmed for CKD (IV-V)
itself by MRM for KING1 (with 6 transitions), CD59 (with 3 transitions), PIGR (with 6
transitions), WAP (with 3 transitions), AMBP (with 5 transitions) and B-2-MG (with 2
transitions). In early stages of CKD (I-11) significant variations were obtained for RBP4
(with 5 transitions). Four proteins were found alterated in response to CAD in CKD:
NID1 (with 4 transitions), ZA2GP (with 2 transitions), KING1 (with 6 transitions) and
AMBP (with 5 transitions).

4. CONCLUSIONS

We have identified a urine metabolic fingerprint associated with chronic kidney disease
(CKD) in early and advanced stage in urine for TMANO, AFAG, Taurine ,
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Guanidoacetate and Citrate and two cycle components of Glutathione catabolism :5-

oxoproline and glutamate . The variation of these metabolites to CKD evolution.

Additionally, we have identified a potential metabolic fingerprint in urine for
identifying coronary artery disease (CAD) associated to CKD advance stages (IV-V)

composed by Homocysteine , Threonine, Leucine and Citrate.

Leucine, Threonine and Homocysteine responsed to CKD itself in plasma samples, and
only Threonine and Citrate responded to CAD in CKD.

'HRMAS tissue study revealed 18 metabolites in rat kidney tissue with altered levels in
early diabetic nephropathy compared to controls. Confirmation by LC-MS/MS (MRM)
provided five significantly altered metabolites: Aldosterone, Myoinositol,
Phosphatidylcholine (PDC), Trimethylamine-N-oxide (TMANO) and Glutamate.

Two components variation shown catabolism cycle Glutathione Glutamate 5 -
oxoproline and led us to confirm the variation of the enzymes which catalyze
transformation step, confirmed by LC-MS/MS (MRM). The variation of these enzymes,
5 - Oxoprolinase (OPLA) , gamma - Glutamilciclotransferasa (GGCT) and Glutamate-
cisteinaligasa (GSH ) , is reflected at the level of urine and plasma I-V stage of CKD.

By proteomic differential analysis KNG1, CD59, PIRG , WAP, AMBP, RBP4 and 3-2-
MG were found in urine as potential markers of CKD.

Four proteins were found to CAD associated to CKD: NID1, ZA2G, KNG1 and AMBP,
but only 2 of these proteins (NID1 and ZA2G) responded to this situation and not to
CKD itself.
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INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD RENAL CRONICA. DEFINICION. ETIOLOGIA Y
PATOGENIA.

La funcidn del rifién es mantener la homeostasis del organismo. Esta funcion la realiza
tanto en composicion, eliminando productos metabolicos de desecho en forma de orina,
como en volumen, filtrando la sangre (aproximadamente 200 litros de plasma, producen
aproximadamente un litro de orina al dia). Este proceso se realiza principalmente a
través de las unidades de filtracion denominadas nefronas. La nefrona es la unidad
estructural y funcional de los rifiones y participa en procesos de filtracion, reabsorcion y
secrecion. Ademas el rifion también tiene una funcion hormonal: realiza la segunda
hidroxilacion de la vitamina D la cual activa para su funcién; produce eritropoyetina en
la médula renal y prostaglandinas, en €l ocurre el catabolismo de la insulina y ademas
participa en el sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (1) .

La insuficiencia renal crdnica es una situacion en la cual los rifiones son insuficientes
para mantener la homeostasis del medio interno de una manera adecuada a causa de
una lesién estructural irreversible presente a lo largo de un periodo de tiempo. Asi se
denomina enfermedad renal cronica (ERC) a cualquier dafio renal o presencia de un
filtrado glomerular menor de 60 ml ml/min/1,73 m? durante 3 meses (1).

Respecto a la etiologia varia segun la zona geografica. En Europa las causas mas
frecuentes son las Glomerulonefritis y la Diabetes mellitus, le siguen la Nefropatia
Vascular Hipertensiva o Nefroangioesclerosis, siendo esta la causa mas comun en la
poblacién mayor de 65 afios. Se cree que mas del 11% de la poblacion mundial pueda
estar afectada (2;3) (4).

La ERC encierra procesos fisiopatoldgicos con multiples causas y cuya consecuencia es
la pérdida inexorable del nimero y funcionamiento de nefronas. Las que quedan sufren
un mecanismo compensatorio terminando en una hipertrofia, que se conoce como
hiperfiltracion (1). Este mecanismo produce a largo plazo esclerosis en las nefronas que
quedan adn funcionales. Ademaés, la ERC se caracteriza por glomeruloesclerosis,
infiltracion intersticial de leucocitos atrofia tubular y fibrosis tubulointersticial (6) (3)
(5). Existen factores de progresion de la disfuncion renal que son factores
independientes de la causa, como la hipertension arterial (HTA) y la proteinuria que son
causa y consecuencia de la insuficiencia renal, la hiperlipidemia, hiperfosforemia y el
tabaco (4;6).

La sintomatologia asociada a la insuficiencia renal es llamada uremia o sindrome
urémico. Actualmente se distinguen 5 estadios en la enfermedad de acuerdo con la
National Kidney Foundation Outcomes Quality Iniciative (KDOQI) (6) (7):
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Estadio I: No hay una manisfestacion clinica clara. Existe hiperfiltracion glomerular y
los niveles de creatinina sérica y orina son normales. El filtrado glomerular es igual o
mayor de 90 ml/min/1,73 m?.

Estadio 1l: Dafio renal con descenso leve de la filtracion glomerular. El filtrado
glomerular estéa entre 60-89 ml/min/1,73 m?.

Estadio Ill: Comienza a elevarse la creatinina serica Yy la urea. Empieza a tener
complicaciones moderadas. El filtrado glomerular esta entre 30-59 ml/min/1,73 m%

Estadio 1V: Empieza la sintomatologia urémica. Hay un grave descenso de la filtracion
glomerular que esta entre 15-29 ml/min/1,73 m?.

Estadio V: Fallo renal. El filtrado glomerular es menor de 15 ml/min/1.73 m?.

En estos pacientes, de estadio V, aparece ademas un mal control del agua y las sales,
acidosis metabdlica, hiperpotasemia, alteraciones endocrino-metabodlicas, alteraciones
hematoldgicas, osteodistrofia, disminucion en la eliminacién del fosforo,
complicaciones digestivas, neuroldgicas, cutaneas y cardiovasculares (1).

La mortalidad de estos individuos es causa en un 50% complicaciones cardiacas, en un
25% de infecciones y 6% de complicaciones cerebrovasculares. Esto lleva a los
investigadores a realizar multitud de estudios para encontrar las causas de esta
patologia, especificamente asociadas a la ERC que supone un riesgo particularmente
elevado respecto a la poblacion general. Asi podemos ofrecer a los nefrélogos la
posibilidad de realizar un diagnostico temprano y preciso, una buena prognosis por si se
pudiera combatir y unas dianas para los posibles farmacos.

En las complicaciones cardiovasculares hay tendencia a la ateroesclerosis acelerada
siendo el infarto agudo de miocardio la primera causa de muerte en estos pacientes. Esto
se produce por el aumento de LDL, VLDL Yy triglicéridos que se depositan en las
arterias y ademas en el tejido renal. Aparece también HTA sobre todo en la fase
terminal de la ERC. El aumento de la presion arterial a su vez es causa de la progresion
de la ateroesclerosis a arterioesclerosis, y esto a su vez ocasiona la progresiéon de la
insuficiencia renal (1). A esto tenemos que afadir factores como la hipopotasemia,
frecuente en el fracaso renal ya que el 90% de la eliminacion del potasio (K+) se realiza
en los rifiones, lo que puede producir alteraciones cardiacas.

En definitiva todos los pacientes con ERC tienen altisimo riesgo segin las guias
KDOQI de padecer enfermedades cardiovasculares. Constituyen del 40 al 50% de las
muertes en ERC (8). Esto incluye enfermedad coronaria, cerebrovascular, enfermedad
vascular periférica e insuficiencia cardiaca.

El desorden fisiopatoldgico que afecta al Corazén y Rifidn, en el cual se potencian sus
efectos de forma que el dafio renal y el miocardico progresan de forma acelerada y
retroalimentandose en forma aguda o cronica, se llama Sindrome Cardio-renal (SCR)
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(9). Este sindrome estd en fase de definicion y el estudio de su patogénesis y
fisiopatologia, reune a distintas especialidades médicas por su complejidad, ya sea
internistas, cardiologos o nefrélogos. Son dos sistemas concomitantes lo que resulta
dificil sobre todo a la hora de su manejo y prondéstico (10;11). El deterioro de la funcion
renal es frecuente en los pacientes con cardiopatias, especialmente en aquellos con
insuficiencia coronaria, pero no es menos frecuente el compromiso cardiovascular y
miocardico expresado como insuficiencia cardiaca en los pacientes con ERC.

Las respuestas que desde el punto de vista clinico (12;13) respecto a estas patologias
son:

La identificacion de la ERC en su estadio mas temprano.

Predecir como va a progresar la ERC o0 como se mantiene estable.

Poder identificar a los pacientes que prematuramente sufren enfermedad
cardiovascular o presenta un mayor riesgo.

Poder diagnosticar dentro de la ERC con especificidad, la patologia concreta y la
poder predecir respuesta a una terapia aplicada.
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Figura 1. Sindrome Cardio-renal (SRC) (11;14).
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2. MARCADORES DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN
INVESTIGACION CLINICA.

No se conocen a fondo los mecanismos moleculares responsables de la ERC, lo que trae
como consecuencia en muchos casos de una intervencion temprana adecuada (15). Los
objetivos terapéuticos actuales pasan por disminuir la presion sanguinea y reducir la
proteinuria/albuminuria. La inhibicion del sistema renina-angiotensina tiene la doble
ventaja de retardar la progresion de la enfermedad renal y disminuir el riesgo
cardiovascular (16) (1).Sin embargo, el diagndstico es complicado al tratarse de un
proceso operante silencioso y asintomatico hasta en un 50% de los casos. En este
sentido y como se comentd con anterioridad, es fundamental y prioritario contar con
nuevas herramientas que posibiliten un diagnostico seguro, complementario, no
invasivo, y que permita la clasificacion de los pacientes con ERC segun su riesgo
cardiovascular.

La combinacion de la medida del filtrado glomerular, Creatinina serica y altos niveles
de proteinas en orina (proteinuria) y os altos niveles de Albdmina en orina
(albuminuria) es la practica méas extendida para medir la progresion de la disfuncion
renal (1), sin embargo, estas medidas tienen sus limitaciones. La ERC tiene diferentes
causas Y esté asociado por tanto a diferentes procesos patofisioldgicos. La existencia de
mecanismos que desencadenan la aparicion de de la proteinuria pueden ser diferentes vy,
que exista un gran filtrado de proteinas plasmaticas no estd completamente ligado con el
dafo renal, ya que hay veces que estos niveles se mantienen constantes y sin embargo el
rifidn continta su deterioro (17). En las glomerulopatias como glomerulonefritis y
nefropatia diabética predomina la proteinuria a expensas de la Albumina. Esto quiere
decir, que aunque existan proteinas en orina, no necesariamente es alblimina, por
ejemplo cuando hay dafio tubular. En otras patologias renales donde predomina la lesion
tubular sobre la glomerular existe proteinuria manteniéndose constantes o ligeramente
elevados los niveles de albumina (1). Existen dos tipos de proteinuria patoldgica donde
las proteinas del plasma son filtradas a la orina: la proteinuria glomerular, donde la
albumina y la Serotransferrina son las principales proteinas implicadas, y la proteinuria
tubular, donde predominan proteinas de bajo peso molecular como la proteina de
Tamm-Horsfall, también conocida como Uromodulina, B-2-microglobulina, lisozima y
cadenas ligeras de inmunoglobulinas (2;18) . La diferencia entre estas dos causas de
proteinuria no estd en la cantidad excretada, estd en las diferencias de pesos
moleculares. La Creatinina, también muy utilizada en la practica clinica, sobre todo su
medida en suero, no es tampoco un buen parametro. Cuando empieza a elevarse ya
existe una reduccion considerable en el filtrado glomerular que puede llegar al 50%. Su
medida en orina puede estar sobrestimada por la secrecion tubular de la misma y esto es
mas notable cuando el filtrado glomerular es bajo (19). Ademaés la Creatinina puede
tener un valor alterado ya que es dependiente de la edad, sexo, peso, hidratacion, estado
nutricional y masa muscular. También utilizado en la practica clinica para ver el
funcionamiento del rifidén el nitrogeno ureico (BUN). Con €l se mide la Urea de la

sangre, producto de degradacion proteica (20). Los rifiones son los encargados de de
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filtrar la Urea, en el caso de fracaso renal tenderd a acumularse en sangre. Otras posibles
causas de BUN elevado incluyen la deshidratacion y la insuficiencia cardiaca. Como
pruebas invasivas y para el diagndstico de la nefropatia concreta se recurre a la biopsia
del tejido renal mediante los estudios histolégicos e inmunohistoquimicos. Por otro
lado, las pruebas de imagen in vivo se puede estudiar, con sus limitaciones la lesion
renal. Sin embargo, no son pruebas diagnosticas rutinarias y solo se indican en los casos
especificos con complicaciones adicionales. Con una combinacion de estas medidas y
pruebas se llega a emitir el diagnostico clinico (3) (21).

Algunos de los marcadores actuales, aun en investigacion y sujetos a controversia son
por ejemplo, la proteina C reactiva (PCR) (22). Es una molécula pequefia (13KDa),
metabolizada en el propio rifion después de la absorcidn tubular y es independiente de
la masa muscular. Aumenta durante los procesos inflamatorios. Con ello, aunque
estudios demuestren que puede ser marcador de progresion de la ERC, pero es
orientativa porque puede ser elevada por otras causas. La Cistatina C, también es usada
para el diagndstico en enfermedades cardiovasculares. Numerosos estudios han
demostrado que altos niveles en plasma reflejan, en pacientes sin enfermedad renal,
enfermedad arterial coronaria severa. En consonancia, otros estudios en pacientes con
ERC han encontrado sus altos niveles plasmaticos relacionados con accidentes
cardiovasculares e insuficiencia cardiaca (23-27). Neutrofila gelatinasa asociada a
lipocalina (NGAL) es una lipocalina transportadora de hierro, estd altamente expresada
en el epitelio tubular de la nefrona distal y aparece como marcador temprano del dafio
renal. Puede aparecer con diferentes formas moleculares como dimero o mondémero
pero es una evidencia que el incremento de sus niveles tanto en orina como en suero
reflejan el fracaso renal en un amplio espectro de las patologias asociadas a la ERC (28-
31). La molécula del dafio renal 1 (KIM1), es una proteina de la transmembrana tubular
con una funcion inespecifica. No es detectable en el rifiébn sano pero sus niveles se
disparan en el caso de dafio renal. No s6lo ha sido observada en el tejido, sino que
también es detectable en orina incrementando sus niveles en el fracaso renal. También
ha sido relacionada con el dafio producido por toxinas o farmacos (28-30). La
dimetilarginina asimétrica (ADMA) reduce la produccion de oxido nitrico y por tanto la
vasodilatacion, disfuncion endotelial y el dafio renal. Es facil, por ello, entender porque
este aminoacido alquilado es marcador de ateroesclerosis y esta asociado al incremento
de la tension sanguinea. Ha sido asociado recientemente a la progresion en la ERC,
pero no hay estudios suficientes para confirmarlo(28;32;33).

Otras moléculas relacionadas con ERC son los Ilamados péptidos natriuréticos, atrial
(PNA) y cerebral (PNC), con 28 y 32 aminoacidos respectivamente. EI PNA tiene
efecto dilatador y es liberado como respuesta al aumento de tension arterial. Tiene
efectos fisioldgicos a nivel renal, vascular y cardiaco. EI PNC posee actividad diurética,
puede ayudar a bajar la resistencia vascular y su accion fisioldgica es similar a PNA.
PNA tiene un efecto neto, baja volumen sanguineo y el gasto cardiaco. Ambos son
usados para la deteccion y diagnostico de la insuficiencia cardiaca (25;27;29).La

glicoproteina Apolipoproteina A IV ha sido encontrada tanto en estadios tempranos
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como en los ultimos estadios de la ERC. Ligada al transporte de colesterol es un reflejo
de la funcion renal (14).

Cambios en aminoacidos especificos, en acidos grasos de cadena corta, aminas y sus
derivados, productos derivados del metabolismo de los fosfolipidos, intermedios del
ciclo de la urea y del ciclo del &cido citrico, osmolitos organicos (relacionados con la
progresion del dafio del rifion), derivados de los azlcares y también moléculas como el
Lactato, Cresil-sulfato y Hipurato, todos ellos han sido relacionados en diferentes
estudios con la ERC. Alguno de estos compuestos esta relacionado con el transporte
activo a través del rifidn, quiere decir que si existe dafio renal este transporte es alterado
y puede ser reflejado en la orina. Este es el caso de los aminoacidos libres (34-36).

En la insuficiencia renal el resultado de algunos trabajos muestra cambios en
aminoacidos especificos y una relacion de | ERC con el metabolismo de los
fosfolipidos. Otras veces, se muestra alterado el perfil metabdlico de pacientes en
predidlisis, aumentando el nivel de los metabolitos polares y bajando las
concentraciones de lipidos en plasma (34;37). Otras observaciones sugieren trastorno en
el catabolismo de los triglicéridos y B-oxidacion en pacientes con uremia (36;38). Un
marcador que se encontr¢ efectivo fue la 1-metillinosina, para estimar la dosis adecuada
en hemodidlisis (34;39).

Estos cambios metabdlicos pueden ser légicos, aunque en algunos estudios estén
correlacionados con el descenso del filtrado glomerular, puede ser, como es el caso del
Cresil-sulfato y Hipurato que estén asociados a otras patologias con lo que necesitan ser
validados, antes de confirmar su valor como potenciales marcadores (40-42).

Por otro lado, no hay marcadores fuertemente asociados a patologias renales concretas,

si existen mas estudios centrados en la nefropatia diabética, probablemente por alta
prevalencia de la diabetes dentro de la ERC. La mayor parte de estos estudios comparan
individuos con nefropatia diabética con individuos sanos, sin corroborar resultados con
otras nefropatias. Los cambios producidos en estos pacientes corresponden sobre todo
con cambios en &cidos grasos libres, fosfolipidos y lipoproteinas HDL y LDL, debido al
sindrome metabolico que suele acompariar a la enfermedad diabética. También han sido
relacionados con esta patologia los intermedios del ciclo del &cido citrico, pero sin ser
especificos de ella. La alteracién de los lipidos es comin en ERC, pero algunos estudios
han enfocado esta alteracion a la glomerulonefritis primaria. Analisis llevados a cabo
por resonancia magnética nuclear (RMN) asocian a la nefropatia mesangial IgA
(enfermedad de Berger), metabolitos que otros estudios han visto en varias nefropatias y
que corresponden al fracaso renal (34;43).

Existen muchos otros potenciales marcadores que estan siendo evaluados para su uso en

clinica. En cualquier caso es preciso realizar una validacién a largo plazo en estudios

clinicos prospectivos y probados en diferentes tipos de poblacién para eliminar la

variabilidad producida por sexo, edad, raza, tipo de situacion nutricional, etcétera. La

utopia seria definir con seguridad que estos trastornos metabdlicos proceden de la
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propia enfermedad. Algunos de estos compuestos estan en el plasma unidos a la
albimina, si ésta aparece con el dafio en el filtrado glomerular es légico que aparezcan
también las moléculas unidas a ella, sin tener ninguna relacion con un posible trastorno
metabdlico causado por la patologia. Ciertos estudios proponen posibles marcadores
cuya alteracion parece estar mas asociados a la técnica utilizada que a la propia
enfermedad. Hace falta en este tipo de analisis comprobarlo por diferentes técnicas
analiticas, ya que los metabolitos poseen naturaleza quimica muy diferente y no se
puede abarcar su estudio con una sola tecnologia.

3. NUEVOS ABORDAJES EN EL ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD
RENAL CRONICA. APROXIMACIONES "OMICAS".

El andlisis “omico” es de tipo global, sin sesgo ni preseleccion de antemano de
moléculas diana particulares, lo que proporciona un gran potencial en la identificacion
de potenciales nuevas moléculas implicadas en diferentes patologias.

Si bien es cierto que las técnicas “-6micas” tienden a generar un cumulo de datos que, al
margen de su calidad, no siempre son faciles de interpretar, manejar, extrapolar y
traducir al campo clinico-asistencial (44;45). Aun asi proporcionan la mejor estrategia
conocida hasta la fecha para abordar en bastante amplitud el estudio de estas moléculas
(46).

3.1. La seleccion de la muestra en el analisis proteémico y metabolémico.

El conocimiento previo del sistema bioldgico es necesario en este tipo de analisis. Esto
nos permitira disefiar protocolos de preparacion de muestra adecuados en funcion de las
caracteristicas de la muestra. La mayoria de los analisis clinicos se llevan a cabo con
fluidos bioldgicos como suero/plasma u orina debido a su facilidad de obtencién y por
ser un reflejo directo del metabolismo de un individuo u organismo. Ambos tipos de
muestras proporcionan informacion complementaria sobre el estado de un organismo.

El plasma/suero muestra el estado de un individuo en el momento de la toma de la
muestra y su composicion refleja los procesos catabolicos y anabolicos que ocurren en
él. Por otro lado, la orina proporciona un registro promedio de los metabolitos polares
descartados por un organismo como resultado de los procesos catabolicos.

La orina, es una gran fuente de estudio en metabolémica. El suero o plasma esta
limitado por la presencia de una elevada concentracion de proteinas que interfieren en la
deteccion de metabolitos (21). El andlisis directo de la orina sin pretratamiento
minimiza las pérdidas generadas por la manipulacion, pero tiene la limitacion de que
son muestras con alto contenido salino y pueden presentar fendmenos de supresion de
ionizacion, formacion de aductos poco frecuentes y afectar de forma negativa al
funcionamiento de la instrumentacion para el andlisis espectrometria de masas y
Resonancia Magnética Nuclear. Ademas es un fluido relativamente estable en cuanto a
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términos de composicion de proteinas/péptidos si lo comparamos con otros biofluidos
como el plasma o suero, donde la degradacion proteolitica por las proteasas enddgenas
es frecuente durante la manipulacion (47).

El analisis de tejidos mediante espectrometria de masas ofrece la posibilidad de estudiar
"in situ" mecanismos fisiopatolégicos asi como la caracterizacion espacial de la
distribucion de las moléculas, pudiendo ver el perfil de las mismas distribuidas en las
distintas regiones de tejido. Este tipo de estudio tiene inconvenientes como el caracter
invasivo en la extraccion de muestra, la heterogeneidad y la escasa disponibilidad de la
misma de origen humano (48).

La recogida y transporte almacenamiento para la conservacion éptima para las muestras
también es clave. Las muestras mal conservadas pueden experimentar descomposicion
microbioldgica y cambios quimicos no deseados. Por ello, el control de las fuentes de
variabilidad es crucial para evitar errores en la interpretacion de los resultados. Las
principales vias de variabilidad vienen de la toma de muestra y los pretratamientos en
los laboratorios antes de su analisis, como los ciclos de congelacion/descongelaciéon o
las condiciones de almacenamiento inadecuadas.

Es importante tener en cuenta que sea cual sea el origen de las muestras bioldgicas,
deben evitarse fuentes potenciales de artefactos durante el proceso de recogida de las
mismas con el fin de obtener resultados que posean una buena calidad y fiabilidad.

En los apartados correspondientes se detallaran los protocolos empleados.

4. PROTEOMICA.
4.1. Definicién.

La protedmica (49) no sélo incluye la identificacion y cuantificacion de proteinas,
también la determinacion de sus localizaciones, modificaciones, interacciones,
actividades y funciones. Es decir, 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 (49;50). El término
proteoma, entendido como el conjunto de todas las proteinas expresadas por un genoma
dado, no fue definido hasta finales de 1994 (50). El término “proteome”, que surge de la
abreviacion de la expresion inglesa “PROTEin complement of the genOME”, s6lo hace
referencia al conjunto de proteinas expresadas por la célula (49), pero, segun su
naturaleza dinamica, el proteoma debe entenderse como el conjunto de proteinas
expresadas en un tiempo y espacio dado, debido a que la composicién del mismo varia.
Asi, la composicion de un proteoma es dependiente de una gran variedad de factores
internos y externos tales como el medio ambiente, edad, sexo, enfermedad, etcétera. La
importancia de las proteinas se ve resaltada por su participacion en la mayoria de
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procesos y funciones celulares. Su analisis para un mayor conocimiento de todos estos
procesos es cada vez mas interesante por su importante papel en todos los organismos
VIVOS.

4.2. Preparacion de la muestra para el anélisis proteémico.

El origen de la muestra a estudiar puede ser muy diverso; por ello la preparacion de la
muestra para su analisis protedmico es un paso critico que va a limitar la cantidad y la
calidad de los datos obtenidos. En cualquier caso es fundamental que las estrategias de
extraccion, purificacion proteica, concentracion, limpieza, etc. sean compatibles con el
tipo de analisis posterior seleccionado. Los procedimientos elegidos seran altamente
dependientes del tipo de muestra y el analisis a realizar.

La facilidad con la que pueden introducirse contaminantes en la muestra, asi como la de
que parte del contenido proteico pueda degradarse durante su manipulacion, subraya la
importancia de la primera etapa de todo experimento. La muestra debe ser manejada con
el méximo cuidado, prestando especial atencion a evitar cualquier contaminacién. La
habitual presencia de queratina humana, proteina contaminante que con mayor
frecuencia se encuentra en los analisis protedmicos, enfatiza la importancia de un
manejo cuidadoso de la muestra durante su preparacion. Ademas, muchos de los agentes
quimicos utilizados, como por ejemplo, la extraccion de proteinas desde la matriz deben
ser cuidadosamente eliminados de antes de su analisis por espectrometria de masas,
dado que la presencia de los mismos también influye negativamente en los resultados
finales obtenidos (51).

4.3. Técnicas de separacién en el andlisis de proteinas.

La instrumentacion en el campo de la protedmica ha mejorado la Gltima década, adn asi
el conjunto total de proteinas que constituye cualquier proteoma es demasiado complejo
para ser medido en una sola aproximacion. El fraccionamiento de la muestra permite
separar las proteinas presentes en una muestra dando lugar a fracciones mas sencillas
que seran analizadas por separado, permitiendo incrementar el nimero de proteinas
identificadas y favorecer la deteccion de aquellas presentes en menor concentracion.
Segln la muestra en estudio y la técnica elegida para su analisis, el fraccionamiento se
podra llevar a cabo basandose en distintos parametros y empleando distintos sistemas;
asi las proteinas podran ser separadas segun su carga (cromatografia de intercambio
ionico), tamafio (SDS-PAGE), polaridad (cromatografia de fase reversa) o punto
isoeléctrico.

En protedmica se utiliza frecuentemente la cromatografia liquida, ya que puede ser
directamente acoplada a la espectrometria de masas y puede aplicarse tanto a proteinas
como de péptidos. Segun la propiedad fisica o quimica en base a la cual se lleve a cabo
la separacion de las proteinas existen varios tipos de fase estacionaria. Los mas
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comunes en protedmica son RP (Reverse Phase), de exclusion molecular (SEC, Size
Exclusion Cromatography), de intercambio catiénico (SCX, Strong Cation Exchange) o
anionico (SAX, Strong Anion Exchange) y de afinidad (52).

La forma de fraccionamiento llamada OFFGEL (Agilent Technologies). Consiste en un
fraccionameinto de proteinas o péptidos en disolucion. Estad técnica utiliza el
isoelctroenfoque para lograr una separacion por el punto isoeléctrico (pl) aprovechando
esta propiedad de las proteinas. Las fracciones resultantes en disolucién hacen mas facil
el anélisis por LC-MS que los un fraccionamiento en gel con resultados altamente
reproducibles (53).

v [ Inicio de IEF ]

I 1S
pH=pl | pH=pl

Proteina Proteina elactrodo
A B \
| U R Py e [ R :’:‘RI, s '»\I_, R |
IPG gel
Gradientede pH Final de IEE
hwv
| »
pH=pl I pH=pl
Proteina Proteina electrodo
\‘
IPG get

Gradientede pH

Figura 2. Fraccionamiento proteico por la tecnologia OFFGEL (Agilent Technologies).
En la figura se muestra las proteinas A y B separandose a lo largo del gradiente de pH.

La cromatografia en fase reversa consiste en una fase estacionaria apolar y una fase
movil de polaridad moderada. Una de las fases estacionarias mé&s comunes de este tipo
de cromatografia es la silica modificada con cadenas hidrofébicas en la matriz de las
columnas con RMe,SiCl, donde la R es una cadena alquil tal como CigH37 0 CgH7, por
ello se denominan C18 o C8 respectivamente. El tiempo de retencidn es mayor para las
moléculas de naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas
rapidamente (menor tiempo de retencién). Las columnas de fase reversa permiten su
empleo para llevar a cabo la separacion de una mezcla de proteinas o péptidos en base a
su hidrofobicidad.
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En cromatografia de afinidad, las proteinas se separan en base a su union especifica a
ligandos de la matriz de la columna. Una columna de afinidad puede retener
especificamente a una o varias proteinas o péptidos, lo que implica el uso de anticuerpos
unidos a la matriz, o puede unir grupos especificos de proteinas y péptidos basandose en
la afinidad por determinadas moléculas (54).

En este apartado y siguientes se hace referencia en particular a las empleadas en el
desarrollo de la esta tesis doctoral.

4.4. Técnicas instrumentales de analisis. Deteccion por Espectrometria de
masas (MS).

La espectrometria de masas es un método analitico que se basa en medir la relacion de
la masa respecto a la carga de las moléculas (ratio m/z). Se lleva a cabo mediante
ionizacion de las mismas, separacion de los iones resultantes de acuerdo con su relacion
masa/carga, Yy la posterior deteccion de las abundancias de los mismos.

Los espectrometros de masas se componen de tres elementos basicos, que en orden
secuencial de actuacion en un analisis por espectrometria de masas son: fuente de
ionizacion (MALDI, ESI), analizador de masas (cuadrupolo, tiempo de vuelo, trampa
ionica, etc.) y detector. La fuente de ionizacion convierte las moléculas en iones en fase
gaseosa para que pasen al analizador de masas, donde son separadas segun su relacién
masa/carga. Las sefiales llegan de manera secuencial al detector donde son captadas e
integradas por un sistema informéatico que genera los correspondientes espectros de
abundancia en ordenadas y la relacion m/z en abscisas. Por comparacién con los
espectros recogidos en las bases de datos (NCBI, UniProt...) y empleando los motores
de busqueda adecuados (Mascot, Sequest..) se procederd a la identificacion de las
proteinas. Los diferentes analizadores se pueden combinar haciendo referencia a lo que
se llama espectrometria de masas en tamdem. Las configuraciones mas habituales de
estas combinaciones hasta la fecha son: Triple cuadrupolo (QQQ), cuadrupolo y tiempo
de vuelo (Q-TOF), trampa idnica (IT), cuadrupolo-cuadrupolo-trampa i6nica lineal (Q-
Q-LIT), Trasformada de Fourier (FT) y Orbitrap.

Explicaremos brevemente las fuentes de ionizacion y los analizadores utilizados en este
trabajo. Se ha trabajado con las siguientes fuentes:

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacién laser asistida
por matriz) (MALDI): El analito se mezcla con una matriz, consistente de un
compuesto aromatico en presencia de un compuesto organico y se deposita en una
superficie metalica. Al evaporarse el compuesto organico la matriz cristaliza junto con
el analito. La placa metalica se introduce en la camara de vacio del espectrometro de
masas, y a continuacion se incide con un l&ser pulsado, sobre ella que segun el
instrumento puede ser de distinto origen como nitrégeno. La energia del laser expulsa
iones de la matriz electronicamente excitados, cationes y moléculas neutras, que crean
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una densa nube de gas por encima de la superficie de la muestra. La macromolécula es
ionizada por las colisiones y formando complejos con pequefios cationes. La accién de
un campo eléctrico produce el movimiento de los iones del analito hacia el analizador
de masas (54) (55).

Electrospray (ESI): Se introduce el analito disuelto en un solvente volatil y es llevado
a un fino capilar que esta sometido a un alto voltaje. Debido al alto voltaje se produce
una repulsion de cargas y la disolucion pasa a forma de espray de gotas cargadas
positiva o negativamente segun el modo de trabajo. En protedmica se suele trabajar en
modo positivo. Al entrar en la cAmara de vacio del espectrometro de masas, son
sometidas a la accion de una corriente de gas a alta temperatura, lo que elimina el
disolvente restante, los analitos se repelen entre ellos, vencen la tensién superficial y se
mueven hacia en analizador (56).

CHIPCUBE: La tecnologia CHIPCUBE (Agilent Technologies) presenta una superior
sensibilidad, reproducibilidad en tiempos de retencion y definicion de los picos
cromatograficos respecto a sistemas convencionales de nLC; el QQQ, dotado de un
sistema "Jet Stream", que mejora la formacion del espray y favorece la entrada de la
muestra ya ionizada al detector, presenta a su vez superior sensibilidad, especificidad y
selectividad. Se trata de una tecnologia especifica para fuente nanospray LC-MS, donde
en un CHIP se unen una precolumna o columna de enriquecimiento y una columna
cromatografica. Esto elimina las tediosas y complejas conexiones que comprenden a los
sistemas de este tipo. Reduce asi la posibilidad de fugas y elimina volumenes muertos.
Este chip, a su vez esta integrado en un sistema CHIPCUBE, que consiste en un cubo
donde estan todas las conexiones con una valvula para cambiar de precolumna a
columna y la fuente de nanoESI. El sistema esta colocado ortogonalmente y acoplado en
linea al MS y dada la reduccion de volimenes muertos y conexiones, proporciona
mayor sensibilidad y robustez. Otra ventaja es que se evitan muchas contaminaciones al
tener una manipulacién minima (57).

Para el andlisis de proteinas con el CHIP se trabaja en modo de ionizacién positivo, por
dos razones: porque los péptidos y proteinas ionizan mejor en este modo y porque esta
tecnologia de momento no permite la ionizacion en modo negativo. El voltaje es mas
bajo que cuando se trabaja en una fuente ESI. Normalmente se suele trabajar en ESI con
voltajes de 3500-4000 V, con el CHIPCUBE el voltaje optimizado es de 1700 V, se
puede subir hasta 2000V (voltajes de espray).
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Figura 3. A) Comparacion del tamafio de las nanocolumnas y precolumnas
convencionales con el sistema CHIP. B) Equipo 6460 QqQ en linea al CHIPCUBE vy
sistema LC 1200 Series. C) Foto del nanospray obetnido con el CHIPCUBE.

Como analizadores tenemos:

Cuadrupolo (quadrupole, Q): esta formado por cuatro barras conductoras de seccion
hiperbdlica alineadas paralelamente entre si y equidistantes de un eje central imaginario
situado sobre el eje Z, donde los electrodos opuestos estan conectados y los electrodos
adyacentes estan eléctricamente aislados. Se aplica una combinacion de corriente
continua (DC) y voltajes de radiofrecuencia (RF) sobre los pares de barras/electrodos.
La magnitud del voltaje de radiofrecuencia determina la relacion masa/carga que es
capaz de describir una trayectoria tal que atraviesa el analizador y alcanza el detector.
De modo que variando dicha magnitud se podran detectar los fragmentos ionicos
cargados que se generaron en la fuente de ionizacion y que son caracteristicos de cada
compuesto. Actualmente se suelen emplear hexapolos u octapolos, aunque el analizador
de masas sigue conservando su denominacion de cuadrupolo (57;58).

Tiempo de vuelo (time of flight, TOF): En los instrumentos de tiempo de vuelo
(TOF), los iones positivos se producen periédicamente por bombardeo de la muestra
con impulsos de electrones, de iones secundarios o de fotones generados por laser. Las
particulas aceleradas pasan entonces a un tubo analizador sobre el que no actia ningun
campo. Debido a que todos los iones que entran en el tubo tienen idealmente la misma
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energia cinética, sus velocidades en el tubo deberan variar de modo inverso a sus masas,
y por tanto las particulas ligeras llegaran antes al detector que las pesadas (55).

Trampa ionica (ion trap, IT): Una trampa de iones es un dispositivo en el que los
cationes 0 aniones gaseosos pueden ser formados y confinados durante largos periodos
de tiempo por la accion de campos eléctricos y/o magnéticos. Consiste en un electrodo
anular y un par de electrodos colectores. Se aplica al electrodo anular un potencial de
radiofrecuencia variable mientras que los dos electrodos colectores estdn conectados en
toma de tierra. Los iones con un valor apropiado de m/z circulan en una Orbita estable
dentro de la cavidad que estd rodeada por el anillo. Cuando el potencial de
radiofrecuencia se aumenta, las orbitas de los iones mas pesados llegan a estabilizarse,
mientras que las de los iones mas ligeros se desestabilizan, lo que causa colisiones con
la pared del electrodo anular. Cuando este dispositivo funciona como un espectrometro
de masas los iones quedan atrapados en el interior de la trampa mediante la aplicacion
de los voltajes y radiofrecuencias adecuados. Los iones que no interesan se eliminan de
la trampa y se deja el que nos interesa estudiar hasta que es seleccionada su masa
(59;60) .

Orbitrap: En este tipo de analizador, los iones son inyectados tangencialmente en un
campo eléctrico entre los electrodos y quedan atrapados porque su atraccion
electrostatica hacia el electrodo interior es contrarrestada por la fuerza centrifuga. Asi
los iones dan vueltas alrededor del electrodo central. Adicionalmente los iones también
se mueven delante y detras a través del eje del electrodo central. Los iones con una
especifica relacion masa-carga se mueven en anillos que oscilan alrededor del huso
central, la frecuencia de estas oscilaciones armonicas es independiente de la velocidad
del ion y es inversamente proporcional a la raiz cuadrada de la relacion masa-carga
(m/z 0 m/q). La trampa puede ser utilizada como un analizador de masa (60-62)

4.5. Analisis de expresion diferencial de proteinas. Protedmica
Cuantitativa.

4.5.1. Metodologia “Multiple Reaction Monitoring” “MRM”

Existen diversas formas de combinar las técnicas de separacion con las técnicas de
analisis para lograr una mayor aproximacion al objeto de estudio. Es frecuente que la
cromatografia liquida esté acoplada a un espectrometro de masas con fuente ESI.
Habiendo muchas méas metodologias de trabajo, en esta introduccion explicaremos la
metodologia “multiple reaction monitoring” (MRM) por ser la més utilizada para
trabajar en un triple cuadrupolo y empleada en multiples estudios que integran la
presente tesis doctoral. Es una metodologia idonea para la deteccion sensible y selectiva
de un conjunto de moléculas seleccionado de antemano, con gran capacidad de
muestreo (“high throughput™) y haciéndolo especialmente idoneo para estudios de
validacion de candidatos a marcador de diagndstico, pronostico y respuesta a
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intervencion farmacoldgica en todo tipo de patologias, asi como analisis cuantitativo de
proteinas y metabolitos objeto de interés(63;64).

El analizador triple cuadrupolo (QqQ), consiste en tres cuadrupolos conectados en serie.
El cuadrupolo 1 (Q1) y el cuadrupolo 3 (Q3) funcionan como dos analizadores de tipo
cuadrupolo conectados en serie. El cuadrupolo 2 (g2), o celda de colision, se situa entre
de Q1 y Q3. El g2 es representado con minusculas por no ser un cuadrupolo en si
mismo. Es un cuadrupolo especial en el que se aplica una energia, llamada energia de
colisiéon (CE), que permite fragmentar los iones obtenidos en la fuente de ionizacion.
Esta energia puede tomar diferentes valores, lo que permite obtener espectros de masas
en los que aparecen diferentes fragmentos con diferentes relaciones de intensidad entre
ellos (65).
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Figura 4. Figura a modo de esquema en la que podemos observar los diferentes
componentes y funcionamiento de un triple cuadrupolo (QqQ).

Fijandonos en la figura 4, donde se representan el esquema de los cuadrupolos, en el
cuadrupolo 1 (Q1), la masa del analito se selecciona intacta, cuando pasa al cuadrupolo
2 (92) es fragmentado por colision de un gas, que suele ser N, esos fragmentos pasan al
cuadrupolo 3 (Q3). Asi tenemos dos selecciones masa/carga (m/z): m/z 1y m/z 2. De
cada m/z 1(precursor) se obtienen varios m/z 2 (fragmentos). A cada para m/z 1->m/z 2
se le llama transicion. A este método se le llama monitorizar la reaccién y se nombra en
plural multiple, ya que de un precursor se miden varios fragmentos y ademas es posible
monitorizar varias transiciones por analisis. Asi tenemos: “multiple reaction
monitoring” en inglés (“MRM”) (66;67)

Esto nos proporciona una forma de cuantificacién y a su vez de validacion Unica, ya que
no vamos a detectar una mezcla de compuestos, sino que solo observaremos nuestro
compuesto a estudio, de modo especifico y dirigido.

Este modo de trabajo, permite obtener espectros de masas altamente selectivos, con gran

sensibilidad. Es muy atil en los procesos en los que se requiere analizar sustancias
concretas, de las que se conoce el peso molecular y el patron de fragmentacion.
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4.5.2. Analisis diferencial por espectrometria de masas con marcaje
iTRAQ.

En los ultimos afios se ha producido un avance en los métodos de cuantificacion
asociados a la espectrometria de masas. La medida de la abundancia de proteinas de
expresion diferencial cuantitativa, puede realizarse, entre otras opciones, utilizando
marcadores isotopicos estables incorporados en la estructura molecular de los
amino&cidos. Esto permite la identificacion de un gran nimero de moléculas utilizando
poca cantidad de muestra.

Siendo una de las aproximaciones protedmicas empleadas en este trabajo, resumiremos
brevemente sus fundamentos. iTRAQ, cuyas siglas en inglés quiere decir: isobaric Tags
for Relative and Absolute Quantification (Applied Biosystems), es una metodologia que
permite cuantificar y observar modificaciones proteicas mediante un marcaje quimico.
A diferencia del 2D-DIGE, no se basa en geles sino en una digestion peptidica de las
muestras proteicas, posterior marcaje de los péptidos resultantes y anélisis final por LC-
MS/MS. Emplea un marcaje con moléculas isobaricas (de igual masa nominal) que
constan de tres regiones: 1) una activa de unidn a péptido a través de un grupo N-
hidroxisuccimida, capaz de reaccionar con el grupo amino N-terminal de los péptidos y
el grupo amino de la cadena lateral de las lisinas; 2) una region sefial de masa variable,
que permite identificar cada una de las muestras a analizar sin alterar la carga ni la
eficiencia de ionizacion del péptido marcado y 3) un grupo balance para que la masa
total sea igual en todos los marcajes. Los cuatro grupos sefial aparecen en el espectro de
masas en m/z 114, 115, 116 y 117, si se trata de un marcaje 4 plex y 113, 114,115,
116,117, 118,119, y 121si se trata de un marcaje 8 plex (51;68-70).

Las muestras proteicas son digeridas con proteasas y los péptidos resultantes de cada
muestra se marcan con los diferentes reactivos iTRAQ por separado, un marcaje por
muestra. Una vez marcadas, las muestras se combinan y analizan por LC-MS/MS.
Como el marcaje es isobarico, los péptidos idénticos pero con una marca diferente
segun la muestra de la que procedan, no se distinguen cuando son analizados por MS.
En cambio, mediante espectrometria de masas en tindem (MS/MS) se consigue, por un
lado, la identificacion de las proteinas presentes mediante la basqueda en bases de datos
y por otro lado, el analisis semicuantitativo de las mismas por comparacion de las
intensidades relativas de los iones sefial, que son detectables en la parte de masas bajas
del espectro de fragmentacion de cada péptido. Variaciones en dichas intensidades se
traducen en una variacién en los niveles de la proteina que dio lugar a dicho péptido.

Una vez digeridas y marcadas se fraccionan para que el analisis resulte mas sencillo y el
abordaje mas completo. Esto es de gran importancia en el estudio via iTRAQ, ya que las
muestras a analizar suelen ser de gran complejidad. Las fracciones resultantes se
analizan por LC-MS/MS.

Los reactivos de iTRAQ suponen un avance en los métodos de marcaje al permitir el
analisis simultaneo de hasta ocho muestras en la version actual de los mismos. Al
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incorporarse a todos los péptidos presentes en la muestra, se incrementa la confianza de
las identificaciones proteicas realizadas al alcanzarse con ellos un mayor porcentaje de
cobertura de las secuencias polipeptidicas de las proteinas.

5. METABOLOMICA
5.1. Definicién

Entendemos por metabolémica la obtencion de una manera simultanea y global, de
perfiles correspondientes a madltiples concentraciones de metabolitos y de sus
fluctuaciones sistémicas y celulares en respuesta a farmacos, dieta, genética, estilo de
vida, entorno y estimulos, de forma que sea posible caracterizar los efectos adversos y
beneficiosos de esas interacciones (71-73)

Al contrario que las proteinas o los genes, las cuales, en muchos casos, para ser activas
necesitan modificaciones post-traduccionales o epigenéticas, respectivamente, los
metabolitos sirven como indicadores directos e la actividad bioquimica de la célula en
un momento determinado.

Al igual que en protedmica, el andlisis metabolomico es de tipo global, sin sesgo ni
preseleccion de antemano de moléculas diana particulares, lo que proporciona un gran
potencial en la identificacion de potenciales nuevas moléculas implicadas. La
metabolomica persigue la descripcion analitica de muestras bioldgicas complejas, e
intenta caracterizar y cuantificar todas las moléculas pequefias de ese tipo de muestras.
Sin embargo, medir el metaboloma es un reto analitico considerable. Esto es debido a la
naturaleza labil de los metabolitos, el rango ampliamente dindmico y diverso de muchos
de ellos, la complejidad quimica y heterogénea de los mismos, la falta de técnicas
analiticas automatizadas que puedan medir cuantitativamente un gran ndmero de
metabolitos de estructura desconocida, el rendimiento de las mediciones y la naturaleza
elaborada de los protocolos de extraccion (71).

5.2. Preparacion de muestra para el analisis metabolémico.

Como ya se ha mencionado para el estudio de las proteinas por técnicas protedmicas, la
extraccion de metabolitos es también una etapa clave. La extraccion de metabolitos nos
facilita analisis, al eliminar interferencias que puedan dificultarlo (sales, especies
macromoleculares) y obtener de un extracto compatible con la técnica analitica. A veces
es necesario concentrar la muestra porque el objeto de estudio se encuentra a nivel de
trazas.
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5.3. Analisis metabolomico.

Las plataformas para las medidas del metaboloma deben ser capaces de discriminar un
gran nimero de metabolitos. No es posible analizar con una Unica técnica analitica la
diversidad de metabolitos complejos. Las técnicas con mayor poder de resolucion
emplean un paso inicial de separacion de los metabolitos mediante cromatografia de
gases (GC) o cromatografia de liquidos (LC) y posteriormente su identificacion
mediante espectrometria de masas (MS). La cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) cuenta con un gran poder de separacion, la ausencia
de efectos de supresion ionica, donde la co-elucion de varios metabolitos hace que sus
sefiales analiticas se sub-estimen, y cuenta con bibliotecas de compuestos como
National Institute of Standard and technology (NIST) donde a través del espectro de
masas obtenido se asigna e identifica facil e inequivocamente el metabolito que lo
origind. Sin embargo, los compuestos que por su naturaleza no son volatiles deben ser
sometidos previamente a una reaccion de derivatizacion donde se les convierta en
moléculas que puedan volatilizarse y asi ser analizadas por GC-MS. El anélisis por
cromatografia liquida (LC) se impone como técnica complementaria para compuestos
no derivatizables y altamente polares (metabolitos hidrofilicos) o apolares (metabolitos
hidrofobicos). Sin embargo, cuenta con el inconveniente de la supresion ionica para
compuestos co-eluyentes. En este punto el empleo de espectrometros que sean capaces
de medir masa exacta como el tiempo de vuelo (TOF) es un requisito para la
identificacion de compuestos inequivocos (74;75).

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN), técnica que en su plataforma de imagen es
altamente utilizada en medicina, es usada en el campo de la metabolémica como técnica
espectroscopia. Con ella podemos obtener informacién simultanea sobre cientos de
metabolitos por muestra sin necesidad de que éstos sean separados previamente y con la
ventaja de ser una técnica no destructiva. Estas plataformas proporcionan una amplia
informacion estructural y conformacional. Las tres técnicas (GCMS, LCMS y RMN)
poseen diferentes ventajas y desventajas desde el punto de vista técnico y suelen ofrecer
informacién complementaria.

5.3.1. Andlisis por Resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN permite el analisis directo y es una de las primeras técnicas elegidas para
estudiar la molecula pequefia (76;77). No requiere preparacion de muestra (78),0 una
preparacion minima, lo que la hace muy ventajosa frente a otras. La RMN es una
técnica no invasiva y no destructiva que no interacciona el equilibrio bioldgico,
permitiendo el analisis de biofluidos, lo que proporciona una informacion sobre las
estructuras moleculares en solucion. Ademas, la espectroscopia de RMN es una técnica
muy fiable y reproducible.
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La espectroscopia de RMN fue desarrollada a finales de los afios cuarenta para estudiar
los nlcleos atdmicos. En 1951, los quimicos descubrieron que la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear podia ser utilizada para determinarlas estructuras de los
compuestos organicos. Esta técnica espectroscopica puede utilizarse solo para estudiar
nacleos atdmicos con un numero impar de protones o neutrones (o de ambos). Esta
situacion se da en los atomos de 1H, 13C, 19F y 31P. Este tipo de ndcleos son
magnéticamente activos, es decir poseen espin, igual que los electrones, ya que los
nucleos poseen carga positiva y poseen un movimiento de rotacién sobre un eje que
hace que se comporten como si fueran pequefios imanes. En ausencia de campo
magnético, los espines nucleares se orientan al azar. Sin embargo cuando una muestra
se coloca en un campo magnético, los nlcleos con espin positivo se orientan en la
misma direccion del campo, en un estado de minima energia denominado estado de
espin alfa (o), mientras que los nicleos con espin negativo se orientan en direccion
opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor energia denominado estado de
espin beta (). Existen mas ntcleos en el estado de espin a que en el B pero aunque la
diferencia de poblacion no es enorme si que es suficiente para establecer las bases de la
espectroscopia de RMN (79-81).

La diferencia de energia entre los dos estados de espin o y B, depende de la fuerza del
campo magnético aplicado HO. Cuanto mayor sea el campo magnético, mayor
diferencia energética habra entre los dos estados de espin.

Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada brevemente por
un pulso intenso de radiacion, los nucleos en el estado de espin a son promovidos al
estado de espin . Esta radiacion se encuentra en la region de las radiofrecuencias (RF)
del espectro electromagnético por eso se le denomina radiacion RF. Cuando los nucleos
vuelven a su estado inicial emiten sefiales cuya frecuencia depende de la diferencia de
energia (AE) entre los estados de espin a y B. El espectrometro de RMN detecta estas
sefiales y las registra como una gréafica de frecuencias frente a intensidad, que es el
[lamado espectro de RMN. El término resonancia magnética nuclear procede del hecho
de que los nucleos estan en resonancia con la radiofrecuencia o la radiacion RF. Es
decir, los nucleos pasan de un estado de espin a otro como respuesta a la radiacion RF a
la que son sometidos. Si un espectrometro de RMN posee un iman potente, éste debe
trabajar a una mayor frecuencia puesto que el campo magnético es proporcional a dicha
frecuencia. Asi por ejemplo, un campo magnético de 14,092 T requiere una frecuencia
de trabajo de 600 MHz. Hoy en dia los espectrometros de RMN trabajan a 500, 600,
700, 800 MHz e incluso 1GHz.
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Figura 5. Esquema de las diferentes partes de un espectrometro de RMN [* http://la-
mecanica cuantica.blogspot.com.es/2009/08/espectroscopias-de-resonancia-iv.html]

En RMN-2D se utiliza una segunda transformada de Fourier para convertir la
dependencia temporal durante la evolucion en una segunda frecuencia, lo que permite
disefiar experimentos de diversa indole, muy ricos en informacion. La idea original
sobre RMN-Bidimensional (RMN-2D) se debe a Jeener (1971), aunque fue llevada a la
practica por Ernst y colaboradores en 1976. La RMN-2D corresponde a la generacion de
espectros de RMN con dos frecuencias como variables independientes. Estos espectros
RMN-2D se generan registrando “Free induction decay” (FID) (tB2B) al final de una
secuencia de pulsos con variacion sistematica de otro parametro, mas comunmente el
tiempo de evolucion tB1B entre un par de pulsos. Los FIDs sucesivos se adquieren por
incremento de los tiempos de evolucion y se almacenan como filas en una matriz de
datos. El espectro 2D se obtiene por una doble transformacion de Fourier (82;83).

El espectro Correlation Spectroscopy (COSY) nos permite correlacionar las sefiales de
los nucleos (1H) directamente acoplados. El experimento de correlacion Total
correlation spectroscopy (TOCSY) también suministra correlaciones entre nucleos (1H)
directamente acoplados, pero incluye ademas correlaciones entre todos los espines de un
sistema, incluso los que no estén directamente acoplados. Podemos correlacionar en
principio mediante el TOCSY todos los ndcleos de un sistema de espines y de aqui su
nombre de espectroscopia de correlacion total. La habilidad del TOCSY para detectar
transferencia de coherencia a través de una cadena es muy Util sobre todo en
biomoléculas complejas donde estan presentes sistemas de espines aislados, en unidades
discretas (79;80).

Para la correlacion heteronuclear inversa a un enlace se utilizan los experimentos de
correlacion heteronuclear multiple cuantica (HMQC, “Heteronuclear Multiple Quantum
Correlation”) y la correlacion heteronuclear a simple cuanto (HSQC, “Heteronuclear
Single Quantum Correlation”). HSQC presenta una mayor resolucion, ventaja que es
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explotada particularmente en espectros muy cargados de sefiales como son los de los
biopolimeros. Estos experimentos nos permiten correlacionar las sefiales de los
carbonos (13C) con las de los protones (1H) directamente enlazados.

5.3.2. Analisis por Resonancia magnética nuclear por angulo magico
HRMAS

La técnica espectroscopica HRMAS (Resonancia de proton Magic Angle Spinning) se
ha aplicado a diferentes muestras de tejidos biologicos (84;85). Es una herramienta que
permite el analisis de tejidos intactos sin necesidad de ninguna preparacion previa de la
muestra. Partiendo de pequefias cantidades del tejido es posible obtener el perfil
metaboldmico de diferentes regiones en tejidos heterogéneos.

El ensanchamiento de sefiales en los espectros de muestras tejido se debe
principalmente a la movilidad restringida de las especies macromoleculares y a la
heterogeneidad de la muestra. La movilidad restringida implica la existencia de
constantes dipolares residuales entre los nicleos, cuyo valor es proporcional a

r3(3C0529-1), donde r es la separacion entre los nucleos y 0 el angulo que forma el
vector que une los nicleos con el campo magnético. Por otro lado, la mezcla
tejido/disolvente es extremadamente heterogénea, lo que implica la existencia de
diferencias significativas de susceptibilidad magnética en distintos puntos de la muestra.
Este aspecto no se suele considerar en la RMN de sélidos, ya que normalmente el
ensanchamiento que producen no es tan significativo como el debido a las constantes
dipolares o a la anisotropia de desplazamiento quimico. La dependencia angular del

2
gradiente de susceptibilidad magnética es también proporcional a (3cos 6-1).

Este problema del ensanchamiento de sefiales se puede reducir rotando la muestra a un

2
angulo de 54,7° (4ngulo maégico), que hace que el término angular (3cos 6-1) se
promedie a cero, tal como ocurre en la resonancia de sélidos.
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Figura 6. Resultados obtenidos sobre una muestra de tejido ejemplo analizada mediante
espectroscopia RMN y espectroscopia mejorada con la incorporacion del angulo magico
HRMAS [* http://la-mecanica cuantica.blogspot.com.es/2009/08/espectroscopias-de-
resonancia-iv.html].

—
R —
—_

Figura 7. Angulo magico A) con el mecanismo rotor que se le agrega al espectrometro
para sostener la muestra. El rotor esta inclinado en el &ngulo mégico. B) nos muestra al
rotor alineado verticalmente en la direccion del campo magnético [ * http://la-mecanica
cuantica.blogspot.com.es/2009/08/espectroscopias-de-resonancia-iv.html].

5.3.3. Técnicas instrumentales de analisis. Cromatografia liquida (LC) y
espectrometria de masas (MS)

La espectrometria de masas es una herramienta de analisis muy poderosa ya que provee
sensibilidad, rapidez, calidad y andlisis potencialmente cuantitativo de una gran
cantidad de moléculas. Por otro lado, la espectrometria de masas es una técnica que
permite analizar con gran precision diferentes compuestos quimicos. De igual forma que
en el estudio de las proteinas en el estudio de metabolitos la metodologia utilizada fue
“Multiple Reaction Monitoring “(MRM) ya explicada en el apartado 4.5.1.
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5.4. Analisis estadistico multivariable. Quimiometria. Identificacion de
metabolitos y proteinas.

Para poder procesar los datos generados es crucial contar con un analisis estadistico.
Los métodos de analisis estadistico multivariable proporcionan un medio de optimizar
la extraccion de la informacidn contenida en los espectros de espectrometria de masas y
resonancia magnética nuclear de mezclas complejas (86). La normalizacién es el primer
paso para procesar los datos. Esto elimina la variacion atribuida a las variables externas.
Lo que se tiene son perfiles multivariables. Para analizar estos perfiles, resulta muy (til
la aplicacion de lo que se denominan métodos multivariantes de analisis. Estos reducen
la dimensionalidad de los datos basandose en la proyeccion de los mismos. Esto permite
detectar ademas agrupaciones y tendencias, ya que puntos que se encuentran cercanos
corresponden a perfiles multivariables relativamente similares. De forma opuesta,
puntos que se encuentran alejados unos de otros presentan descriptores muy diferentes.

Existen una gran variedad de métodos que pueden emplearse en el anélisis de datos
metaboldmicos. Uno de los métodos mas empleados de analisis multivariable son los
denominados PCA (Principal Component Analysis) en inglés 6 analisis de componentes
principalesy PLS (Partial Least Squares 6 minimos cuadrados parciales) (87). EI PCA es
un método no supervisado que se emplea para revelar la estructura interna de un
conjunto de datos sin que medie ningun tipo de conocimiento previo del sistema. PLS,
sin embargo, es un método supervisado para regresion. En este caso, el objetivo es
predecir las respuestas en un conjunto de datos. Empleando una barrera de corte, PLS
puede emplearse también para analisis basados en la clasificacion y discriminacion
(PLS-DA, “Partial Least Squares-Discriminant Analysis”). EXisten programas como
AMIX (“Analysis of MIXtures”, BrukerBioSpin) que permiten realizar todas las etapas
descritas anteriormente.

Otras pruebas estadisticas que nos ayudan entender los datos que se generan y que han
sido utilizadas en la presente tesis doctoral, son el test Mann-Whitney-Wilcoson y el
test de Kruskal-Wallis. Para la comparacion de 2 muestras independientes y para
comprobar la heterogeneidad de de las 2 muestras se utiliza el test no paramétrico de
Mann-Whitney-Wilcoson. La extension de dicho test para 3 0 mas muestras es el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis. Prueba utilizada para ver si los datos provienen de una
misma poblacion. Las dos pruebas son realizadas por programas estadisticos como
GraphPad.

Para la identificacion de metabolitos y de proteinas contamos con la ayuda de las bases
de datos. Hay que tener en cuenta que las bibliotecas, sobre todo las de metabolitos, no
son completas y que no todas las moléculas halladas pueden ser identificadas
directamente a través de las bases de datos. Como bases de datos en este trabajo se ha
contado con “METLIN: Metabolites and Tandem MS database” (88), MMCD
(“Madison Metabolomics Consortium Database”)(89) y HMDB (“Human Metabolome
DataBase”) (90).
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Para la identificacion de proteinas tenemos NCBI (“National Center for Biotechnology
Information”) (91) y UniProtKB/Swiss-Prot (UniProt Knowledgebase) (92).

Todo lo explicado anteriormente, sera empleado para abordar la tesis doctoral que se
presenta a continuacion.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar los mecanismos moleculares
asociados a la enfermedad renal cronica (ERC) y enfermedad cardiovascular (CV)
asociada, a nivel del metaboloma y del proteoma de tejido renal y fluidos biologicos
como orina y plasma. Su estudio nos proporcionard valiosa informacion de cara a
ahondar en los mecanismos fisiopatolégicos que operan en el binomio cardio-renal y a
descubrir potenciales candidatos a marcadores de diagndstico temprano, pronostico,
seguimiento y evaluacién del riesgo cardiovascular asociado a la ERC.

A continuacion se detallan los objetivos particulares abordados:

1. Descubrimiento de una huella metabolémica en orina asociada a ERC. Anélisis
diferencial de los metabolitos de la orina y establecimiento de un panel de
candidatos a marcador de ERC y riesgo CV asociado, con potencial uso en
diagnostico temprano y evaluacion de la progresion del dafio renal. Se
desarrollaran metodologias de analisis por resonancia magnética nuclear (RMN)
y Multiple Reaction Monitoring (MRM) LC-MS/MS.

2. Estudio del reflejo que presentan en plasma los metabolitos encontrados
significativamente alterados en orina, tanto en ERC como en enfermedad
cardiovascular asociada.

3. Estudio por *HRMAS de las alteraciones metaboldmicas asociadas a nefropatia
directamente sobre tejido renal. Para ello se empleard un modelo animal de
nefropatia temprana.

4. En consonancia con el objetivo 1, se abordara el andlisis proteémico diferencial
en la basqueda de un panel de proteinas de la orina, potenciales marcadores de
ERC y enfermedad cardiovascular asociada. Se llevara a cabo por iTRAQ) LC
MS/MS y MRM.
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MATERIAL Y METODOS

1. METABOLITOS ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA
EN MUESTRAS DE ORINA'Y PLASMA.

1.1.  Seleccidn de pacientes.

Los individuos con enfermedad renal cronica (ERC) fueron seleccionados por el
Servicio de Nefrologia de la Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Espafia) y de la Unidad
de Hipertension del Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid (Espafia). El estudio
se realizo en orina y plasma en individuos en todos los estadios de la ERC (I-V). Los
estadios de la enfermedad fueron definidos por la ecuacion MDRD-4 para el célculo de
la filtracién glomerular (ml/min/1,73m?). En la fase de descubrimiento la orina de 15
individuos con ERC establecida, es decir, en estadio 1V-V se recogid exclusivamente
del Servicio de Nefrologia de la Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Espafia). Para la
validacion se recogio un grupo adicional de 16 individuos de las mismas caracteristicas
clinicas del mismo centro. Para las dos fases se conté con un grupo de individuos sanos,
15 en la primera parte de descubrimiento y 15 en la validacion. Estos no presentaban
historia de diabetes, hipertension arterial, enfermedad renal o algun tipo de enfermedad
inflamatoria. Tampoco recibian medicacion que pudiera influir en el estudio y fueron
macheados por edad y sexo. Se descartaron aquellos individuos que sufrieran ademas
afecciones graves de otro tipo, como enfermedades hepaticas, pulmonares, infecciosas o
cancer. La orina de 5 nuevos individuos con ERC y 7 individuos sanos fue recogida
para realizar un estudio ciego. Las caracteristicas medias de los individuos que
componen el estudio estan recogidas en la tabla 1.

Tabla 1. Datos clinicos medios de los individuos que fueron reclutados para el estudio
en ERC.

Casos sexo edad FG Creatinina proteinas DM
(ml/min/1.73m2) sérica (mg/dl) orina (mg/24h)

Fase de descubrimiento 8M/7H 69 19 3.4 1592 4
Fase de validacién 7M/9H 67 23 3.1 1295 3
Test ciego 5M/2H 63 27 383 no
ERC inicial 24M/23H 62 76.58 1.09 352.96 (Alb) no
Controles sexo edad :::\I/minll.73m2) z:f’:: I(r::Z/uh) oM
Fase de descubrimiento 7M/8H 62 >90 6.5 no
Fase de validacion 8M/7H 60 >90 5.4 no
Test ciego 4M/3H 49 >90 4.5 no
Controles inicial 13M/12H 57 >90 no

EAC

N w b~ oo,

EAC

no
no
no
no

La orina de un grupo de 47 individuos con ERC incipiente fue recogida en las mismas
condiciones. De ellos 37 pertenecen a Unidad de Hipertension del Hospital
Universitario 12 de Octubre, Madrid (Espafia) y 10 de Servicio de Nefrologia de la
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Fundacién Jiménez Diaz, Madrid (Espafia). Sus caracteristicas clinicas se muestran en
la tabla 1.

De los individuos expuestos en las tablas anteriores, 9 sufren enfermedad arterial
coronaria (EAC) en individuos con ERC avanzada y 7 en individuos con ERC inicial.
Las caracteristicas estan recogidas en la tabla 1.

Para completar el estudio se extrajo sangre de 11 individuos con ERC en estadios
avanzados de algunos de los pacientes de la primera parte del estudio. Se recolect6
también sangre de 37 individuos en estadios tempranos de Unidad de Hipertension del
Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid (Espafia). Asimismo 25 individuos sanos,
todos donantes del Banco de sangre de la Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Espafia) y
del Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid (Espafia).

Tabla 2. Datos clinicos medios de los individuos que fueron reclutados para el estudio
en ERC en plasma.

FG Creatinina proteinas DM
Casos sexo edad (ml/min/1.73m2) sérica (mg/dl) orina (mg/24h)
ECR
avanzada  4M/7H 71 18.72 3.7 1638.66 no
albimina (mg/g)
ECRinicial  21M/16H 61 85.40 0.88 11.37 no
Controles 13M/12H 57 >90 no

EAC

no

De estos individuos 6 sufren enfermedad arterial coronaria (EAC) con ERC avanzada y
6 individuos con ERC inicial con enfermedad vascular asociada. Para completarlo se
contd con un grupo de 5 individuos con ERC avanzada sin enfermedad vascular
asociada, un grupo de 6 individuos ERC temprana sin enfermedad vascular asociada y
un grupo de 10 individuos sanos.

Todos los participantes en el estudio fueron debidamente informados. Se recogieron los
consentimientos informados de los sujetos y el estudio fue aprobado por los comités
éticos correspondientes.

1.2.  Pretratamiento de muestras de orina y plasma de individuos con
Enfermedad Renal Cronica.

La primera orina de la mafiana en ayunas de los pacientes fue recogida en frascos
estériles y transportado al laboratorio. Se centrifugd (31000g, 15min, 4°C) para eliminar
el primer desecho celular y el sobrenadante se alicuotd y se guardd a -80°C para su
posterior analisis.

La sangre se recolectd en tubos de EDTA como anticoagulante en diferentes momentos
de dia, se traslado al laboratorio y se centrifugd (1300 g, 10min, 4°C) para poder extraer
el plasma. Después de alicuot6 y se guard6 a -80°C para su posterior analisis.
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Figura 1. Esquema de trabajo indicando el procedimiento experimental, donde se
muestra en la parte superior la fase de descubrimiento y en la parte inferior la parte de
validacion.

1.3. Fase de descubrimiento: Analisis de metabolitos en la muestra de
orina mediante *H resonancia magnética nuclear.

1.3.1. Adquisicién de espectros de *H RMN.

De la orina de los individuos designados para la fase de descubrimiento se tomaron 300
pl y fueron diluidos con 300ul de 0,1% de trimetilsililpropianato de sodio (TSP) de
Sigma Aldrich (utilizado como referencia interna para la asignacion espectral) en un
tampon de 200mM Na,HPO4/NaH,PO,4 a pH 7 en éxido de deuterio (D,O 99.9%) de
Merck. El tampén fue afiadido para disminuir los efectos del equilibrio proteico y asi
garantizar el pH de la muestra para una buena asignacion espectral.

Tras una breve centrifugacion (13000rpm, 1min), el sobrenadante fue transferido a un
tubo de RMN de 5mm de didmetro interno (Norell). Todos los experimentos fueron
realizados a 277K (para minimizar el deterioro de los metabolitos o los posibles
cambios metabolicos). Los experimentos RMN se realizan en un instrumento Bruker
AVANCE 111 700 con una criosonda TCI de 5mm equipada con bobina de gradientes en
el eje Z, y operando a una frecuencia de 700,17 MHz para 'H. Los espectros se
obtuvieron con 256 barridos y 32K puntos de datos sobre una anchura espectral de
8417,51 Hz, resultando en un tiempo de adquisicion de 1,94s. Un tiempo de repeticion
de 2s garantiza el tiempo de relajacion T1 entre sucesivos barridos. La sefial del
disolvente se suprime mediante la secuencia Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
(noesyprld. Bruker Biospin Ltd.). Las FIDs (Free induction decay) se multiplican por
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una funcion exponencial correspondiente a un valor de Ib de 0,3Hz. Los espectros se
corrigen y se referencian al singlete del TSP.

Todos los espectros fueron adquiridos y procesados usando el programa TOPSPIN
(version 1.3, Bruker Biospin Ltd.). La FID, resultado de la adquisicion se multiplico por
una funcién exponencial correspondiente a una anchura de linea de 0,3 Hz, previo a
realizar la transformada de Fourier. Los espectros fueron puestos en fase y corregidos su
linea base. La anchura espectral fue de 14 ppm y se referenciaron respecto a la sefial del
TSP a un desplazamiento quimico (8) de 0 ppm. Los experimentos fueron realizados en
colaboracion con el Centro de Apoyo a la investigacion de Resonancia Magnética
Nuclear de la Universidad Complutense de Madrid (CAI-RMN UCM).

1.3.2. Andlisis estadistico de los datos generados en los experimentos
de 'H RMN.

Para un tratamiento estadistico de los datos obtenidos por los espectros de utilizé el
programa AMIX (Analysis of MIXtures version 3.6.8, Bruker Rheinstetten, Germany).

Las regiones individuales del espectro se normalizaron en base a la suma absoluta de
intensidades del espectro (intensidad total del espectro) excluyendo la sefial del agua.
Cada espectro con una ventana espectral de 10,00ppm a 0,1ppm se segmentd en
regiones de 0,04ppm de anchura (buckets) para reducir el nimero de variables
experimentales y compensar pequefias variaciones espectrales de cara al analisis
estadistico. Se realizd una regresion no supervisada de componentes principales (PCA)
y una regresion de minimos cuadrados parciales-analisis discriminante (PLS-DA) con
un 95% de confianza. Estos dos métodos de analisis fueron aplicados a los buckets del
espectro (no escalado).

Se obtuvieron gréficos de distribucion de cargas o buckets (“loading plots”) mostrando
los desplazamientos quimicos con mayor contribucién a la separacion de los grupos
(control y casos) como paso previo a la identificacién de metabolitos diferenciales. Se
consideran con mayor contribucion a la separacion de grupos aquellos mas alejados del
centro.

1.3.3. Identificacion de metabolitos mediante RMN bidimensional

Una vez obtenido el resultado del tratamiento estadistico se procedié a la identificacion
de los metabolitos, correspondientes a los desplazamientos quimicos responsables de la
separacion de grupos, por resonancia magnética bidimensional. Para la adquisicién de
los espectros se hicieron mezclas de orina de 20 individuos sanos y 13 individuos con
enfermedad renal crénica. Los experimentos fueron de correlacién homonulear *H-"H
(COSY), de correlacién homonuclear total *H-'H (TOCSY) y correlacién heteronuclear
'H-C (HSQC).

Se adquirieron espectros COSY 45 con las siguientes condiciones: presaturacion de
agua durante 1s, anchura espectral de 7002,8 Hz en ambas dimensiones y un nimero de
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barridos de 64, 2048 puntos de datos en f, y 256 incrementos en f;. Se aplico una
funcién seno en ambas dimensiones y prediccion lineal en dimension f,. *H-"H TOCSY
se registrd en modo sensible con fase Status-TPPI usando una secuencia DIPSI2, con
presaturacion de agua durante un tiempo de 1s. Los pardmetros de adquisicion fueron
los siguientes: anchura espectral de 7002,8 Hz en ambas dimensiones y 70ms de tiempo
de mezcla; 100 barridos; 2048 puntos de datos en f, y 256 incrementos en f;. Se aplico
prediccion lineal en f, y una funcion de pesada seno-cuadrado en ambas dimensiones
antes de la transformada de Fourier. Los experimentos *H-"*C-HSQC se llevaron a cabo
en modo sensible a la fase utilizando el modo “Echo-Antiecho” con desacoplamiento
durante la adquisicion y pulsos adiabaticos, con presaturacion durante el tiempo de
relajacion (1s). Los pardmetros de adquisicion fueron: 64 barridos, 2048 puntos de datos
para 'H y 192 para *C, 9328 Hz (*H) y 29239 Hz (*3C) de anchura espectral, 0,109s de
tiempo de adquisicion y un valor de 145 Hz de 'J (*H-"*C). Los espectros se
referenciaron respecto a la sefial de la Urea.

1.4. Fase de validacion: Andlisis de metabolitos de muestras de orina y
plasma mediante la metodologia “multiple reaction monitoring”
(MRM), mediante cromatografia liquida acoplada en linea a un
espectrometro de masas triple cuadrupolo (LC-QQQ-MS).

1.4.1. Adquisicion de espectros.

Después de la fase de descubrimiento mediante analisis RMN, se procedio a la
validacion de los metabolitos con variacion real diferencialmente significativa entre
grupos mediante la metodologia “multiple reaction monitoring” (MRM). Para ello se
recogieron orinas de una cohorte independiente de 16 individuos con ERC avanzada
(caracteristicas clinicas en la Tabla 1) y 15 individuos sanos (tabla 1). Se tomaron 300
ul de orina, las proteinas presentes en las muestras se eliminaron por precipitacion en
ACN 0,1% HCOOH) (ACN (Merck) y HCOOH Fluka) al 50%, se centrifugaron
(110009 durante 5 min) descartandose el sedimento y recogiendo el sobrenadante para
su analisis metabolomico. Este se filtré en filtros de 0,20pum y se mezclé en proporcion
1:1 con fase mévil A (0,1% HCOOH (Fluka) en H,O MilliQ) para su posterior analisis
por LC-(QQQ) MS en modo MRM. En el estudio de orina de una cohorte mayor de
individuos en estadios iniciales de ERC, se procedi6 de la misma manera con las
muestras. Se analizaron 47 individuos con ERC inicial y 47 individuos control (tablas 1
y 2). La optimizacion de metabolitos fue realizada con las moléculas comerciales
proporcionadas por Sigma-Aldrich.

En el estudio con plasma se tomaron 11 individuos con ERC avanzada, 25 ERC inicial
y 25 individuos control. Para la extraccion de metabolitos del plasma, se toman 100ul
de plasma y se precipitan las proteinas con un agente precipitante (MeOH/EtOH 1:3) en
relacion 1:1. Se centrifugaron las muestras a 11000g durante 5 minutos. Se filtra el
sobrenadante con filtros de 0,20 pum.
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El sistema de HPLC empleado constaba de un degasificador, dos bombas binarias y un
muestreador automatico termostatizado a 4°C (1200 Series, Agilent Technologies). En
cada analisis, se inyectd un volumen de muestra de 10pl en una columna de fase reversa
C18 Atlantis T3, 3um, 2,1x100mm (Waters) termostatizada a 40°C. La separacion de
los metabolitos de la orina se realiz6 a 0,4Aml/min en un gradiente de ACN: 0%B
durante 5min, 0-10%B en 2min, 10%B durante 10min, 10-80%B en 20min y 80-100%B
en 0,5min, manteniendo durante 5 minutos adicionales 100%B (fase B: ACN 0,1%
acido férmico; fase A: 0,1% HCOOH (Fluka) en H,O MilliQ). El sistema de HPLC
estaba acoplado en linea a un espectrometro de masas 6460 Triple Cuadrupolo (Agilent
Technologies), controlado por el software Mass Hunter Software (v4.0). El
espectrometro de masas operaba en modo positivo a 3500 V y en modo negativo a 3000
V, el nebulizador trabajaba a 45 psi, con una temperatura de 325°C y un flujo de 11
I/min de gas portador. El potencial del “fragmentador” se optimiz6 para cada metabolito
en un rango 130-175V. Se emple6 un tiempo de barrido en cada transicion (Dwell time)
de 50ms y un voltaje de fotomultiplicador de 400V. La energia de colision se optimizo
para cada transicion MRM vy el valor dptimo se selecciond en base a experimentos
previos donde se analizaron en modo de infusion directa estandares comerciales de cada
uno de los metabolitos, inyectados individualmente por separado. Para la optimizacién
del “fragmentador” y de la energia de colision se empled el programa Optimizer
Software (Agilent Technologies).
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Tabla 3.Metabolitos potencialmente diferenciales a evaluar en la fase de validacion.
Transiciones (m/z precursor->m/z producto). (* CE: Energia de Colision. *Modo: modo
de ionizacién en espectrometria de masas).

Metabolito (HMDB ID) m/zprecursor  m/zproducto CE [eV) Modo
Citrato (HMDB00094) 193,01 111 14 Negativo
Homocisteina (HMDB00742) 136,04 90,0 20 Negativo
L-Tirosina (HMDB00647) 182,08 136,0 20 Positivo
L-Treonina (HMDBOO0L167) 120,13 102,9 26 Positivo
Myoinositol (HMDBO00211) 181,07 109,0 20 Positivo
Prolibetaina (HMDB04827) 144,19 58,2 30 Positivo
L-Leucina (HMDBO06ST) 132,18 44,0 2 Positivo
L-Serina (HMDBOOL8T) 105,9 60,1 2 Positivo
L-Arginina (HMDB00SL17) 175,21 116 26 Positivo
Acetilglutamina (HMDB06029) 189,09 1720 26 Positivo
S-oxoprolina (HMDB00267) 130,0 84 20 Positivo
Taurina (HMDB00251) 125,02 108,0 30 Positivo
Betaina (HMDBO0043) 117,9 58,0 29 Positivo
Dimetilglicina (HMDB00092) 104,91 51,1 30 Positivo
Isobutirato (HMDBO01873) 89,07 58,0 14 Positivo
Alfa-fenilacetil-L-glutamina (HMDBO634d4) 265,28 1439 22 Positivo
Histamina (HMDBO0870) 111,09 95 2 Positiv
L-Fenilalanina (HMDB00159) 166,2 1201 14 Positivo
D-Treitol (HMDBO4136) 123,06 89,1 2 Positivo
Guanidoacetato (HMDB00128) 118,10 12,2 34 Positivo
Trimetilamina-N-oxido (HMDB00925) 76,07 58,1 22 Positivo
Hipurato (HMDBOOT14) 180,20 1349 14 Negativo
Cresilsulfato (HMDBL1635) 189,21 108 26 Positivo
Glutamato (HMDB604TS) 1479 102,1 14 Positivo
Malato (HMDBO0744) 135,08 89,1 20 Positivo
L-Alanina (HMDBO0L61) 90,09 441 2 Positivo
L-Glicina (HMDB00123) 76,06 483 16 Positivo
L-Valina (HMDB00883) 118,14 1 pl Positivo
Creatinina (HMDB00562) 114,06 44,2 16 Positivo
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1.4.2. Tratamiento estadistico de los datos generados mediante LC
MS/MS (MRM).

El area de las sefales individuales se normaliz6 en base al valor TIC (“total ion
currrent”), calculandose cocientes del area de la transicion correspondiente a cada
metabolito dividido por el area del TIC para el andlisis comparativo. El andlisis
estadistico se realizd mediante Graph Path Prism 5 software, realizandose analisis no
paramétricos Mann-Whitney y Kruskal-Wallis.

Destacamos que no normalizamos en base a la Creatinina excretada ya que en humano,
los cambios de este metabolito debidos al stress, dieta, actividad, edad, raza y sexo
influyen de manera significativa (93;94). En este estudio concreto hay una significacion
estadistica en Creatinina en orina cuando comparamos individuos con ERC con el grupo
control (resultados apartado 1).

2. ESTUDIO DEL METABOLOMA DEL RINON DE RATA CON
NEFROPATIA DIABETICA MEDIANTE LA METODOLOGIA 'HRMAS.

2.1.  Seleccién de muestras de tejido.

Las muestras de tejido de rifidn de rata con nefropatia diabética fueron tomadas de un
modelo animal realizado previamente en nuestro laboratorio. EI modelo era un modelo
temprano de diabetes con dafio renal. Se produjo la hiperglucemia mediante inyeccion
de Estreptozotocina (STZ).

Se emplearon diez ratas macho, Wistar Kyoto (Criffa, Barcelona, Spain) de 5 semanas
de edad, 230+23 g de peso y conocida sensibilidad a la Diabetes Mellitus inducida por
Estreptozotocina (STZ). A cinco de esas ratas se les provoco el desarrollo de diabetes
mediante una Unica inyeccion intraperitoneal de STZ (Sigma, St. Louis,MO). La dosis
inyectada fue de 50 mg/kg empleando una disolucion 0,01M citrato (pH 4.5) como
vehiculo. A las cinco ratas restantes se les inyectd el vehiculo sin el toxico, para poder
emplearlas como control. Todos los animales fueron sacrificados ocho semanas después
de la induccion de la diabetes. Todo el estudio se llevo a cabo respetando la normativa
de la Unién Europea. A los animales diabéticos se les administraba de 1 a 4 unidades de
insulina, en funcién de la glucemia presentada por estos, (Insulatard NPH; Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) mediante una inyeccion subcutanea cada tres dias, con
el proposito de evitar la muerte de estos animales pero sin corregir totalmente la
hiperglucemia. La administracion de insulina comenzd siete dias después de la
inyeccién con STZ, una vez se hubo comprobado que la glucemia de los animales era
superior a 400 mg/dl (Glucocard; Menarini, Barcelona) (95).

Los rifiones se perfundieron con solucién salina fria para su diseccién. Una vez
extraidos y decapsulados, una parte de cada rifion se separ0 y congelo en N2 liquido

para los estudios.
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Figura 2. Esquema de trabajo indicando el procedimiento experimental, donde se
muestra en la parte superior la fase de descubrimiento y en la parte inferior la parte de
validacion.

2.2.  Fase de descubrimiento: Analisis mediante *H-HRMAS
2.2.1. Adquisicion de espectros.

El tejido del rifidn intacto fue analizado usando la tecnologia de alta resolucion de
angulo méagico (HRMAS) operando a 4°C para minimizar la degradacion del tejido. Los
rifiones fueron cortados en laminas y fue escogida para el analisis la regién radial. La
region radial compromete a la medula y el cortex. Los espectros fueron adquiridos a
500,13 MHz usando un equipo de Bruker AMX500 de 11,7T. Las muestras fueron
traspasadas a un rotor de éxido de zirconio de 50 ul con un inserto cilindrico en su
interior y con una velocidad de giro de spin de 400 Hz.

La supresion de la banda de agua fue adquirida utilizando 16 puntos y 256 scans en un
total de 7 minutos utilizando el primer incremento de la secuencia NOESY. EI tiempo
de relajacion para adquirir la FID fue 90°-t;-90°-t,,-90° en el cual se aplicé una
irradiacion de radiofrecuencia secundaria aplicada a la supresion de la banda de agua
durante un tiempo de relajacién de 2s y durante un periodo de tm de 150ms y un tiempo
fijo t1 de 3 ps. La anchura espectral fue de 8333,33 Hz. Todos los espectros fueron
procesados por el programa TOPSPIN version 1.3 (Bruker Rheinstetten, Germany).
Previamente antes de realizar la transformada de Fourier, la FID fue multiplicada por
una funcion exponencial correspondiente a una anchura de linea de 0,3 Hz. Los
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espectros fueron puestos en fase, corregidos la linea base del espectro y referenciados
con el singlete de sodio (3-trimetilsilil)-2,2,3,3-tetradeuteriopropianato a 6 Oppm.

Los experimentos en 2 dimensiones homonucleares fueron adquiridos con un gradiente
COSY90 bajo las condiciones: anchura espectral de 8333,3 Hz en ambas dimensiones,
2K de puntos de datos en f2 y 384 en f1. Una funcién sinusoidal fue aplicada en ambas
dimensiones con un llenado de ceros en f1 que fue realizado antes de la transformada de
Fourier. La supresion de la banda de agua fue realizada durante el tiempo de relajacion.

El espectro *H, *H TOCSY fue registrado en fase TPPI en modo sensitivo, la supresion
de la banda de agua fue realizada durante el tiempo de relajacion de 1s. La anchura
espectral fue de 8333,3 Hz en ambas dimensiones y un periodo de 70 ms, 2K de puntos
de datos en 2 y 384 en f1. Una funcion sinusoidal fue aplicada en ambas dimensiones
con un llenado de ceros en f1 que fue realizado antes de la transformada de Fourier. Se
referenciaron para su interpretacion con la sefial residual de la banda de agua. Los
experimentos fueron realizados en colaboracion con el Centro de Apoyo a la
investigacion de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad Complutense de
Madrid (CAI-RMN UCM).

2.2.2. Analisis estadistico de los datos generados en los experimentos de ‘HRMAS.

Para un tratamiento estadistico de los datos obtenidos por los espectros de utilizo el
programa AMIX (Analysis of MIXtures version 3.6.8, Bruker Rheinstetten, Germany).

Las regiones individuales del espectro se normalizaron en base a la suma absoluta de
intensidades del espectro, con escalado de intensidad total. Cada espectro con una
ventana espectral de 10,2ppm a 0,1ppm se segmento en regiones de 0,04ppm de anchura
(buckets) para reducir el nimero de variables experimentales y compensar pequefias
variaciones espectrales de cara al andlisis estadistico. Se realiz6 una regresion no
supervisado de componentes principales (PCA) y una regresién minimos cuadrados
parciales-analisis discriminante (PLS-DA) con el 95% de confianza. Estos dos métodos
fueron aplicados a los buckets del espectro.

Se obtuvieron gréficos de distribucion de cargas o bukects (“loading plots”) mostrando
los desplazamientos quimicos con mayor contribucién a la separacién de los grupos
(control y casos) como paso previo a la identificacion de metabolitos diferenciales, tal y
como se describié en el apartado anterior de analisis de orina por *H RMN.
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2.3. Fase de validacion: Analisis de metabolitos de tejido mediante la
metodologia “multiple reaction monitoring” (MRM), mediante
cromatografia liquida acoplada en linea a un espectrometro de masas
triple cuadrupolo (LC-QQQ-MS).

2.3.1. Extraccion de los metabolitos del tejido.

Se seccionan cortes de tejido renal (60mg por muestra) y se afiadio 500 pl de MeOH
(Merck) frio (-80°C) al 80% v/v. Se pulveriz6 en un mortero manteniendo en hielo
seco y homogeneizamos (vortex 1minuto). Después la muestra se incub6 a 4°C durante
4 horas a -80°C. Tras una centrifugacion (30000g, 10 min, 4°C) se transfiere el
sobrenadante a un nuevo tubo y se guard6 a -80°C. Se volvi6 a afiadir 400ul de MeOH
frio (-80°C) al 80% v/v seguido de una incubacién de 30 minutos a -80°C. Después de
un centrifugado fuerte, separamos el nuevo sobrenadante y lo juntamos con el anterior.
Se evaporo el disolvente en Speed-Vac sin calor para evitar degradacion del tejido.
Después se reconstituyé en HCOOH 0,1%/MeOH 3:1 (Fluka/ Merck) para su analisis
por cromatografia liquida en linea con espectrometro de masas (96).

2.3.2. Adquisicion de espectros.

La optimizaciébn de metabolitos fue realizada con las moléculas comerciales
proporcionadas por Sigma-Aldrich.

El sistema de HPLC empleado constaba de un degasificador, dos bombas binarias y un
muestreador automatico termostatizado a 4°C (1200 Series, Agilent Technologies). En
cada analisis, se inyectd un volumen de muestra de 10ul en una columna de fase reversa
C18 Atlantis T3, 3um, 2,1x100mm (Waters) termostatizada a 40°C. La separacion de
los metabolitos de la orina se realiz6 a 0,4ml/min en un gradiente de ACN: 0%B
durante 5min, 0-75%B en 5min, 100%B en 2min, 100%B durante 2min. (fase B: ACN
0,1% HCOOH; fase A: H,O MiliQ 0,1% HCOOH). El sistema de HPLC estaba
acoplado en linea a un espectrometro de masas 6460 Triple Cuadrupolo (Agilent
Technologies), controlado por el software Mass Hunter Software (v4.0). El
espectrometro de masas operaba en modo positivo a 3500 V' y en modo negativo a 3000
V, el nebulizador trabajaba a 45 psi, con una temperatura de 300°C y un flujo de 11
I/min de gas portador. El potencial del “fragmentador” se optimizé para cada metabolito
en un rango 128-175V. Se empled un tiempo de barrido (Dwell time) para cada
transicion de 100ms y un voltaje de fotomultiplicador de 600V. La energia de colisién
se optimizd para cada transicion MRM vy el valor dptimo se selecciond en base a
experimentos previos donde se analizaron en modo de infusion directa estandares
comerciales de cada uno de los metabolitos, inyectados individualmente por separado.
Para la optimizacion del “fragmentador” y de la energia de colision se empleod el
software Optimizer Software (Agilent Technologies).

71



Tabla 4.Metabolitos identificados de la fase de descubrimiento para evaluar en la fase
de validacién.  Transiciones (m/z precursor->m/z producto). (* CE: Energia de
Colision. *Modo: modo de ionizacion por espectrometria de masas).

Metabolito (HMDBID) m/zprecursor  m/zproducto  CE(eV) Modo
Betaina (HMDB00043) 117,9 58,0 29 Positivo
Glutamato (HMDB60475) 1479 102,1 14 Negativo
L-Glicina (HMDB00123) 76,06 48,3 16 Positivo
L-Leucina(HMDB00687) 132,18 44,0 22 Positivo
Myoinositol(HMDB00211) 181,07 109,0 20 Positivo
L-Fenilalanina (HMDB00159) 166,2 120,1 14 Positivo
Taurina(HMDB00251) 125,02 108,0 30 Positivo

Trimetilamina-N-oxido

(HMDB00925) 76,07 58,1 22 Positivo
L-Tirosina (HMDB00647) 182,08 136,0 20 Positivo
L-Valina(HMDB00883) 118,14 72 24 Positivo
Glutamina (HMDB00641) 1472 84,1 25 Positivo
Lisina (HMDB00182) 147,0 130,0 10 Positivo
D-Xilosa (HMDB00098) 151,0 87,0 25 Positivo
Acetoacetato (HMDB00060) 104 58 25 Negativo
Aldosterona (HMDB00037) 3644 343,3 20 Positivo
GPD (HMDB00086) 441,55 258 20 Negativo
PDC{HMDB08790) 707,98 103,8 28 Negativo

2.3.3. Anadlisis estadistico de los datos generados mediante LC MS/MS
(MRM).

El &rea de las sefiales individuales se normalizaron en base al valor TIC (“total ion
current”), calculandose cocientes del area del metabolito dividido por el area del TIC
para el andlisis comparativo. El andlisis estadistico se realizdO mediante Graph Path
Prism 5 software, realizandose anélisis no paramétricos Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis.
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3. ESTUDIO DE LAS ENZIMAS DEL CICLO DEL GLUTATION VIA 5-
OXOPROLIN EN MUESTRAS DE ORINA.

3.1. Seleccion de pacientes

Los individuos con enfermedad renal crénica fueron seleccionados por el Servicio de
Nefrologia de la Fundacién Jiménez Diaz, Madrid (Espafia) y de la Unidad de
Hipertesion del Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid (Espafia). El estudio se
realiz6 en orina y plasma en individuos en los Ultimos estadios de la ERC (IV-V) y en
individuos en los primeros estadios de la enfermedad (I-11). Los estadios de la
enfermedad fueron definidos por la ecuacion MDRD-4 para el céalculo de la filtracion
glomerular (ml/min/1.73m?). Se realizé un estudio con un grupo de 23 individuos con
ERC establecida (estadio 1VV-V), 25 individuos con ERC inicial y 25 individuos sanos.
El grupo de individuos sanos no presentaban historia de diabetes, hipertension arterial,
enfermedad renal o algin tipo de enfermedad inflamatoria. Tampoco recibian
medicacion que pudiera influir en el estudio y fueron macheados por edad y sexo. Se
descartaron aquellos individuos que sufrieran ademas afecciones graves de otro tipo,
como enfermedades hepaticas, pulmonares, infecciosas o cancer. Las caracteristicas de
los individuos que componen el estudio estan recogidas en la tabla 5.

Tabla 5. Datos clinicos medios de los individuos que fueron reclutados para el estudio
de las enzimas del ciclo del Glutation en ERC en muestras de orina.

FG Creatinina albumina
Casos sexo edad (ml/min/1.73m2) sérica (mg/dl) (mg/g) DM
ECR avanzada 11M/12H 67 20.58 3.38 1390.13 no
ERC temprana 14M/11H 62 85.83 0.89 12.37 no
Controles 11M/14H 59 >90 5.85 no

Para completar el estudio se extrajo sangre de 11 individuos con ERC en estadios
avanzados de algunos de los pacientes de la primera parte del estudio (ver anexo 1), 25
individuos en estadios tempranos y 25 individuos sanos, todos donantes del Banco de
sangre de la Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Espafia). Los individuos en estadios
tempranos corresponden Unidad de Hipertension del Hospital Universitario 12 de
Octubre, Madrid (Espana).

Tabla 6. Datos clinicos medios de los individuos que fueron reclutados para el estudio
de las enzimas del ciclo del Glutatién en ERC en muestras de plasma.

FG Creatinina proteinas  orina
Casos sexo edad (ml/min/1.73m2) sérica (mg/dl) (mg/24h)
ECR avanzada 4M/7H 71 18.72 3.7 1638.66
ECR temprana 14M/11H 62 85.83 0.89 12.37
Controles 13M/12H 57 >90
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Se recogieron los consentimientos informados de todos los sujetos y el estudio fue
aprobado por los comités éticos correspondientes.

L
| , 1. 13000rpm
- Q' n

2. Digestion
enzimatica

" : 10000rpm ”LL;“' uu[ h

4°C 10 min Gt

f . CONFIRMACION ENZIMAS

2. Digestion
enzimatica

Figura 3. Esquema de trabajo indicando el procedimiento experimental.
3.2. Pretratamiento de muestra de orina y plasma.

La primera orina de la mafiana en ayunas de los pacientes fue recogida en frascos
esteriles y transportado al laboratorio. Se centrifugé (31000g, 15min, 4°C) para eliminar
el primer desecho celular y el sobrenadante se alicuoté y se guard6 a -80°C para su
posterior analisis.

La sangre se recolect6 en diferentes momentos de dia en tubos de EDTA, se traslado al
laboratorio y se centrifugd (1300 g, 10min, 4°C) para poder extraer el plasma. Después
de alicuotd y se guardd a -80°C para su posterior analisis.

El contenido de proteina total de la muestra se determind por el método Bradford. Para
la digestion de las proteinas presentes en la orina se tomaron 20 pg de proteina total.
Desalinizamos la muestra con columnas Protein Desalting Spin Columns (Thermo)
segun el protocolo comercial. Afiadimos el agente reductor ditiotreitol (DTT) de
BioRad hasta una concentracion final 10 mM. Incubar a 37°C durante 1h. Las cisteinas
reducidas se bloguearon afadiendo yodoacetoamida (IA) de BioRad hasta una
concentracion final de 55 mM. Se incub6 a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 30 minutos. Se diluy6 la muestra con NaHCO3; 50mM 1:4, en este caso por dos
razones, para diluir la concentracion de interferentes (Urea endogena) y asegurar el pH
de actuacion de la enzima. Una vez comprobado el pH de la muestra, que debe ser 8,5
afiadimos la tripsina bovina de grado secuencia (Roche) en relacion 1:50 (enzima:
proteina). Después de incubar a 37°C durante toda la noche, se detuvo la digestion con
Trifluoroacético (TFA) hasta 0,1% v/v. La mezcla de péptidos tripticos obtenida se
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sometid a un proceso de limpieza con columnas CI18 (“spin columns”) (Protea
Biosciences) siguiendo el protocolo comercial. La muestra se diluyd 1:1 en fase movil
A (ACN 5%, HCOOH 0,1%) con un 10% de ACN (Merk).

El contenido de proteina total de la muestra se determind por el método Bradford. Asi,
20 pg de proteina total de las muestras de plasma se diluyeron en 10 pl con NaHCO3
25mM. Se redujeron los puentes disulfuro, se alquilaron por el procedimiento
anteriormente descrito y se afiadid la enzima tripsina en relacion 1:50 con la cantidad de
proteina. Cuando terminé la digestion se procedio a su limpieza de la forma detallada
para la orina. No fue necesaria la deplecién de la Albumina (apartado 4); sin embargo
ésta se monitorizo por MRM vy después se procedio a eliminar su sefial de la sefial de las
muestras restandola de la sefial del TIC (apartado 3.3.3). La abundancia de las enzimas
tanto en orina como en plasma nos facilita esta opcion, lo que nos permite la minima
manipulacion de la muestra.

3.3. Andlisis de proteinas mediante la metodologia “multiple reaction
monitoring” (MRM), mediante cromatografia liquida acoplada en linea a
un espectrometro de masas triple cuadrupolo (LC-QQQ-MS).

3.3.1. Adquisicién de espectros.

Las muestras se analizaron en modo MRM empleando un triple cuadrupolo 6460 LC
MS/MS (Agilent Technologies) conectado en linea a un HPLC-chip cube (Agilent
Technologies) y a cromatografia liquida de la serie 1200 (Agilent Technologies)

La separacion cromatografica de los péptidos de las muestras de orina se llevo a cabo en
chip ProtID Zorbax 300SB-C18-5 um con una columna analitica de 43 mm x 75um y
una columna de enriquecimiento de capacidad 40 nL y 4mm (Agilent Technologies). Se
inyectaron 1 pl de muestra impulsada por la bomba capilar con un flujo de 4 pl/min
hasta la columna de enriquecimiento. La separacion se produjo con un flujo de 0,4
pl/min en un gradiente para la bomba nanoanalitica de 5%B durante 1 min, 40% en 4
minutos, 95%B en 7min y manteniéndose en el 95% 2 min (fase B: ACN 0,1%
HCOOH; fase A: H,O MiliQ 0,1% HCOOH). El control del sistema se gestiond
empleando el programa informatico MassHunter Software (v4.0). El espectrémetro de
masas trabajo en modo de positivo con un voltaje capilar de 1990 V, la fuente de gas a
una temperatura de 325°C y un flujo de 5 L/min. El “fragmentador” se fijo en 135V y
un tiempo de barrido “dwell time” de para cada transicion 50 ms; el EMV a400 V y la
energia de colision se optimizo para cada transicion MRM. Para la optimizacion del
“fragmentador” y de la energia de colision se empled el programa Skyline
(v.1.1.0.2905).

Para la separacion de las muestras con plasma se utilizé un chip ProtID Zorbax 300SB-
C18-5um con una columna analitica de 150 mm x 75um y una columna de
enriquecimiento de capacidad 160 nL (Agilent Technologies). Se inyectaron 1 ul de
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muestra impulsada por la bomba capilar con un flujo de 4 pl/min hasta la columna de
enriquecimiento. La separacion se produjo con un flujo de 0,4 pl/min en un gradiente de
5%B durante 1 min, 40% en 4 minutos, 95%B en 7min y manteniéndose en el 95% 2
min (fase B: ACN 0,1% HCOOH; fase A: H,O MiliQ 0,1% HCOOH).

Tabla 7. Enzimas del ciclo del catabolismo del Glutation via 5-Oxoprolina. Péptidos
con sus transiciones (m/z precursor->m/z producto)( * CE: Energia de Colision).

m/z
proteina (UniProt D) secuencia peptidica precursor m/z producto [carga)(ion)
[carga)
OPLA_HUMAN5- o /
2 GHDPSAHVLACFGGAGGQHACAIAR 839,7 (3+) 1040,5{+){y10}/985,5{+}(h10} 21
oxoprolinase (014841) v
ELGFTHVSLSSEAMPMYR 664,3(3+) 745,4(2+)(h14)/685,3{+)(h6) 15
YQGTDCALMYSAHQHPATAR 738,7(3+) 796,3(+)(h7)/780,4(+)(y7) 138
LLSEDPANYADAPTEGIR 644,6(3+) 655,3(+){h6) 15
GGCT_HUMAN
Gamma-
SNLNSLDEQEG VK 716,8(2+) 804,4(+){y7) 21
glutamyleyclotransferas g
e (075223)
478,2(3+) 594,3(2+)(b11) 8
806,9{2+)(y14)/769,8(2+)(b14)/677,
SYLMTNYESAPPSPQYK 659,383+) : ) 15
8(2+)(h12)
GSHO_HUMAN
Glutamate-cysteine ;
; ; QFDIOLLTHNDPK 784,9(2+) 959,5(+){h8) 25
ligase regulatory
subunit (P48507)
CPSTHSEELHDCIQK 614,3(3+) 663,3(+)(y5)/928,3(+)(h8) 13
GSHL_HUMAN
Glutamate--cysteine ;
: : : FKPPPPNSDIGWR 504,3 (3+) 531,3(+)(y4) 9
ligase catalytic subunit :
{P48500)
WGVISASVDDR 602,8(2+) 591,3(+){y5)/662,3(+){v6) 12

Las transiciones teoricas se disefiaron empleando el programa Skyline (v.1.1.0.2905) y
se revisaron manualmente. La especificidad de los péptidos para una proteina (péptidos
proteotipicos) se confirmd mediante el uso del programa Blast® (Basic Local
Alignment search tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con restriccion taxondémica a
Homo sapiens, y se seleccionaron los péptidos proteotipicos para el analisis MRM
(tabla 3). Las sefiales individuales se normalizaron en base al TIC (total ion current) y
las areas de los picos fueron integradas para llevar a cabo la comparacion.
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Los parametros de optimizacién por el programa Skyline fueron:

Enzima: Tripsina

Modificaciones fijas: carboxiamidometilacion de Cisteinas
Motor de busqueda: Skyline v.1.1.0.2905

Base de datos: NIST Human.

Carga de iones: 1+, 2+ y 3+.

Tipo de iones: iones y; iones b.

3.3.2. Andlisis estadistico de los datos generados mediante LC MS/MS
(MRM).

El area de las sefiales individuales se normalizaron en base al valor TIC (“total ion
current”), calculandose los cocientes del area de la transicion dividido por el area del
TIC para el analisis comparativo y restando del TIC la sefial correspondiente a la
Albumina. El andlisis estadistico se realizd6 mediante Graph Path Prism 5 software,
realizandose analisis no paramétricos Mann-Whitney y Kruskal-Wallis.

Destacamos que no normalizamos en base a la Creatinina excretada ya que en humano,
los cambios de este metabolito debidos al stress, dieta, actividad, edad, raza y sexo
influyen de manera significativa (93;94). En este estudio concreto hay una significacion
estadistica en Creatina en orina cuando comparamos individuos con ERC con el grupo
control (resultados apartado 1).

4. ESTUDIO DIFERENCIAL DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN ORINA EN MUESTRAS DE ORINA.

4.1. Seleccién de pacientes

Los individuos con enfermedad renal crénica (ERC) fueron seleccionados por el
Servicio de Nefrologia de la Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Espafa) y de la Unidad
de Hipertension del Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid (Espafa). El estudio
se realizd en orina en individuos en los ultimos estadios de la ERC (IV-V) y otro
estudio con un nuevo cohorte para confirmar resultados posterior en individuos en los
primeros estadios de la enfermedad (I-11). Los estadios de la enfermedad fueron
definidos por la ecuacion MDRD-4 para el célculo de la filtracion glomerular
(ml/min/1,73m?) En la fase de descubrimiento la orina de 15 individuos con ERC
establecida, es decir, en estadio IV-V se recogié exclusivamente del Servicio de
Nefrologia de la Fundacion Jiménez Diaz, Madrid (Espafia). Para la fase de validacién
se recogio un grupo adicional de 23 individuos de las mismas caracteristicas clinicas del
mismo centro. Para las dos fases se contd con un grupo de individuos sanos, 15 en la
primera parte de descubrimiento y 25 en la validacion. Estos no presentaban historia de
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diabetes, hipertension arterial, enfermedad renal o algun tipo de enfermedad
inflamatoria. Tampoco recibian medicacién que pudiera influir en el estudio y fueron
macheados por edad y sexo. Se descartaron aquellos individuos que sufrieran ademés
afecciones graves de otro tipo, como enfermedades hepéticas, pulmonares, infecciosas o
cancer.

La orina de un grupo de 25 individuos con ERC incipiente fue recogida en las mismas
condiciones. De ellos 15 pertenecen a Unidad de Hipertension del Hospital
Universitario 12 de Octubre, Madrid (Espafia) y 10 a Servicio de Nefrologia de la
Fundacién Jiménez Diaz, Madrid (Espafia). Sus caracteristicas clinicas se muestran en
la tabla 8.

De estos individuos 16 sufren enfermedad arterial coronaria (EAC) en pacientes con
ERC avanzada y 7 en pacientes con ERC inicial (tabla 8).

Tabla 8. Datos clinicos medios de los individuos que fueron reclutados para el estudio
en ERC en la fase de descubrimiento.

Fase de Creatinina proteinas
.. FG L . .
descubrimiento: sexo edad (ml/min/1.73m2) sérica EAC orina
Casos . (mg/dl) (mg/24h)
ERC avanzada 8M/7H 69 19 3.4 6 1592
FG
Controles sexo edad (ml/min/1.73m2) no 6.5
7M/8H 62 >90
vai?::c?:n' sexo edad FG Cfl:z:;:;"a albumina
Casos (ml/min/1.73m2) (mg/dI) (mg/g)
ECRavanzada 11M/12H 67 20.58 3.38 10 1390.13
ERC inicial 14M/11H 62 85.83 0.89 7 12.37
Controles 11M/14H 59 >90 no 5.85

4.2. Fase de descubrimiento: Estudio de expresion diferencial de proteinas
por marcaje isotopico iTRAQ 8plex.

4.2.1. Pretratamiento de muestras de orina y disefio experimental.

La primera orina de la mafiana en ayunas de los pacientes fue recogida en frascos
estériles y transportado al laboratorio. Se centrifugd (31000g, 15min, 4°C) para eliminar
el primer desecho celular y el sobrenadante se alicuoté y se guard6 a -80°C para su
posterior analisis.

En la figura 4 se muestra el procedimiento experimental seguido en el estudio.
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Control ERC ERC+

l l l

(" 1. Concentracion: Amicon Ultra C entrifugal Filters, con un corte de 10kDa (Millipore).
2. Desalinizacion: Protein Desalting Spin Columns (Thermo).
3. Deplecion: ProteoPrep® Immunoaffnity Albumin & IgGDepletion Kit (Sigma Aldrich.)
Digestion y marcaje iTRAQ.8Plex (ABsciex)
113 | 114 116 117 118 119 121
1 (@) ERC-2 ERC+1 ERC+2 | ERC-1+ERC+1 | ERC-2+ERC+2
Separacion porisoelectroenfoque en solucion {OFFGEL) (Agilent technologies) ]
4 s P 2
Andlisis de los péptidos de cada fraccion de OFFGEL por LC-MS/MS
L LTQ ORBITRAP Velos (Thermo Electron, Germany)

l

Laidentificacion y cuantificacion relativa de proteinas. Fase validacion: HPLC-chip cube MRM-
Protein Pilot: ParagonTMy Pro GroupTM Algorithm LC/MS/MS (Agilent Technologies)

Figura 4.Esquema del procedimiento experimental. En azul el procedimiento
correspondiente a la parte de descubrimiento y en rojo el correspondiente a la parte de
validacion.

Los experimentos de iTRAQ fueron realizados en colaboracién con el Centro de Apoyo
a la investigacién Unidad de Protedmica de la Universidad Complutense de Madrid-
Parque Cientifico de Madrid (CAI-RMN UCM-PCM).

Para el estudio se tomaron dos replicas bioldgicas por grupo a comparar: control, (C1y
C2), ERC (ERC 1y ERC 2) y ERC con EAC asociada (ERC+1 y ERC+2). Se hicieron
otros dos grupos mezclando dos de los grupos anteriores segun el esquema: réplica 1
(ERC 1+ERC+1) y la réplica 2 (ERC 2+ERC+2).

Cada réplica bioldgica se compuso de una mezcla de C1 (7 individuos), C2 (8
individuos), ERC 1 (4 individuos), ERC 2 (5 individuos), ERC+1 (3 individuos) y
ERC+2 (3 individuos) (tabla anexol).

Tabla 9. Esquema del etiquetado de iTRAQ con los grupos a los que corresponde.

113 114 116 117 118 119 121

C1 Cc2 ERC2 ERC+1 ERC+2 ERC1+ERC+1 | ERC2+ERC+2

Cada muestras de orina individual, que contienen las mezclas correspondientes a las

réplicas bioldgicas, se concentro con dispositivos Amicon Ultra Centrifugal Filters, con
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un corte de 10kDa (Millipore). Para eliminar las sales presentes en la muestra
concentrada propias de las muestras de orina, se utilizaron columnas Protein Desalting
Spin Columns (Thermo) siguiendo el protocolo comercial.

Los individuos con ERC presentan de modo caracteristico una elevada concentracion de
proteinas en la orina (proteinuria), siendo la Albdmina la proteina mayoritaria. La
cuantificacion de estas muestras ricas en Albumina nos estaria falsificando el dato de
proteina total respecto a los individuos control. Ademas dificulta la deteccion de
proteinas minoritarias. Realizamos el paso de la deplecién de Albumina, al contrario
que en el apartado 3 en el estudio de enzimas que componen el ciclo del Glutation,
porque se trata de un estudio de descubrimiento donde necesitamos ver el maximo de
proteinas posibles sin que la Albimina y la IgG (proteinas mayoritarias) nos
enmascaren los resultados (97;98). La deplecién de la albimina presente y de IgG se
realizd utilizando un kit ProteoPrep® Immunoaffnity Albumin & IgGDepletion Kit
(Sigma Aldrich), siguiendo el protocolo comercial, excepto en el tampon comercial que
es cambiado por el tampon de fosfato (PBS) al contener el tampon comercial TRIS, el
cual es incompatible con el marcaje de iTRAQ (99). Después de la deplecion, las
muestras se precipitaron en acetona fria (-20°C) durante toda la noche.

Después de la centrifugacién, los precipitados son resuspendidos en DB2 (20 mM
TEAB, 0.5 % Deoxicolato sdédico) (Sigma-Aldrich). Se cuantificaron pro Bradford
(BioRad).

Como comprobacion de la homogeneidad de la mezcla de muestras (réplicas bioldgicas)
se usaron 2,5 ug de proteina por réplica bioldgica, teniendo en cuenta la cuantificacion
anterior, para correr un gel SDS-PAGE al 10%, tefiido con Azul Coomassie coloidal (G-
250) (BioRad).

4.2.2. Digestion y marcaje iTRAQ de muestra de orina.

La digestion de las muestras se realiz6 usando un filtro de exclusién molecular de 10 K
(NANO SEP 10K Omega), conocido como método FASP. Para ello, 30ug de proteina
total en cada réplica bioldgica (tabla 10) son reducidos con 25 mM de DTT a 60°C
durante 1 h y después se transfieren a los filtros de exclusion molecular. Aqui, las
muestras se alquilaron con 50 mM de IA. El exceso de agentes reductores y alquilante
se lavd con la solucion de DB2 (Sigma-Aldrich). La tripsina recombinante bovina
(Roche) se afiadio en una proporcion 1:20 (enzima:proteina) y se incub6 durante toda la
noche a 37°C. Los péptidos eluidos de la digestion, se lavaron con etilacetato para
eliminar el exceso de deoxicolato y se llevo la muestra a sequedad por Speed-Vac. A
continuacion se resuspendieron en 50 pl de 500 mM TEAB.

El marcaje se realizo utilizando los reactivos comerciales de iTRAQ 8 plex (ABsciex) y
siguiendo las especificaciones del fabricante. Los reactivos iTRAQ son resuspendidos
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en 50 pl de isopropanol y afiadidos a cada una de las muestras digeridas, siguiendo el
disefio experimental de la figura 4 y tabla 9.

Tabla 10. En la tabla se refleja el volumen tomado para digerir 30pg de proteina total.
En las columnas de los extremos se muestran las etiquetas de iTRAQ 8 plex.

F{tgxgtas Muestras iTRAQ con 30 g
113 C1 21,1 ul
114 C2 28,4 ul
115 ERC1 52,2 ul
116 ERC2 21,1 ul
38,8 ul
12,5 ul
119 ERC1+ERC+1|26,2ul |19,4 ul
121 ERC2+ERC+2|10,5ul |6,2 ul

Tras 2 horas de incubacion, antes de mezclar las muestras marcadas individualmente, se
comprobd el marcaje (usando 0.5 pl de cada una de ellas y fragmentando algun péptido
de cada una de las muestras en el MALDI TOF/TOF (ABsciex). Se comprobo que el
marcaje era correcto, y se procedié a mezclar y secar hasta 200 ul la muestra.

4.2.3. Fraccionamiento mediante isoelectroenfoque en solucion
(OFFGEL)

Antes de la separacion por isoelectroenfoque en solucion (OFFGEL, Agilent
technologies), las muestras marcadas con iTRAQ, se acidificaron y se limpiaron usando
una columna de C18 (Sep-Pak C18 3 cc, Waters,). Se elimind el disolvente de las
muestras eluidas con Speed-Vac y resuspendieron en 5% Glicerol y 1% Anfolitos 3-10
(BioRad). A continuacién, tras rehidratar la tira IEF 3-10L (GE Healthcare) sobre la que
se realiza la separacion, se procedio a separar la muestra inicial en 12 pocillos en el
sistema de OFGEL (Agilent technologies). El isoelectroenfoque se realizé a 50 pA
hasta alcanzar 50 KVhr. Los péptidos de las diferentes fracciones de pl se recogieron
para ser concentrados y lavados mediante POROS R2 (ABSiex) antes de continuar su
proceso de separacion.

4.2.4. Separacion multidimensional de los peptidos y analisis por
espectrometria de masas. Analisis de los péptidos de cada fraccion de
OFFGEL mediante LC-MS/MS.

Los peptidos de las fracciones de OFFGEL fueron separados utilizando nano-
cromatografia liquida y analizado por Electrospray (nanoLC-MS/MS). El experimento
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se llevo a cabo en un sistema nano HPLC de Eksigent acoplado on line a un
espectrometro de masas LTQ ORBITRAP Velos (Thermo Electron, Germany) equipado
con una fuente de ionizacién nanospray (Proxeon Biosystems, Odense, Denmark). Se
cargaron 5 pl de cada fraccion de OFFGEL vy los péptidos fueron preconcentrados y
lavados en una precolumna C18-A1 ASY-Column 2 cm precolumn (Thermo Scientific)
durante 15 minutos. Posteriormente separados en una columna analitica Biosphere C18
con un diametro interno 75 pm, 15 cm de longitud y 3 um de tamafio de particula
(NanoSeparations) a una velocidad de flujo de 250 nl/min. Se utilizaron, como buffer A,
0.1% de HCOOH / 2% ACN y como buffer B, 0.1% de HCOOH en ACN 100%. El
gradiente utilizado fue el siguiente: 0-220 min 0-35% de Buffer B, 220-230 min 35-
45% de Buffer B y 230-240 min 45-95% de Buffer B.

La LTQ Orbitrap Velos operd en modo de ionizacion positivo y “data-dependent”, para
cambiar automaticamente de MS a MS/MS. Se realizo el barrido MS en el Orbitrap
entre 350 y 1750 m/z con una resolucién de 60000 FWHM para un m/z igual a 400. Se
seleccionaron hasta 10 precursores de los mas intensos, con carga mayor o igual a 2,
que superaban una sefial de 1000 cuentas para ser fragmentados con CID-HCD
(Colision Induced Disociation-Hight Colision Disociation) y se incorporaron en una
lista de exclusion durante 60 sec. La identificacion de péptidos se realiza teniendo en
cuenta tanto los espectros CID como HCD, mientras que la cuantificacion se llevo a
cabo en los espectros adquiridos por HCD.

La fragmentaciébn HCD se llevo a cabo con exceso de Energia de colision para
maximizar la abundancia de los iones “reporter” o etiquetados de iTRAQ. Para la
fragmentacion por CID la Energia de colision normalizada fue de 35% con una
resolucion de 10000 y de 42% y 50000 respectivamente para la fragmentacion HCD. De
esta forma se adquirieron 183789 espectros MS/MS.

4.2.5. ldentificacion y cuantificacion relativa de proteinas usando el
programa Protein Pilot

a. Criterios de identificacion.

La identificacion de proteinas se llevd a cabo de forma automaética utilizando el motor
de busqueda ParagonTM y Pro GroupTM Algorithm, ambos incluidos en el programa
ProteinPilot v 4.5 de ABSciex. Los espectros de fragmentacion MS/MS se enfrentaron
contra la base de datos Uniprot con restriccién taxonémica a Homo sapiens. Asi mismo,
ProteinPilot nos permiti6 estimar el nimero de falsos positivos (FDR), utilizando una
base de datos reversa y la herramienta PSEP tools, incluida también en el programa
Protein Pilot.
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Los parametros de busqueda fueron:

Enzima: Ninguna

Modificaciones fijas: iTRAQ 8-plex peptide label y carboxiamidometilacion de
Cisteinas

Motor de bdsqueda: Protein Pilot v.4.5

Base de datos: UniProt Human. (NUmero de entradas: 1093299 sequences; 340342787
residues)

Umbral de aceptacion de los espectro empleado: CI>95%

FDR Analysis: Estimacion de falsos positivos: PSEP tools.

Las proteinas se agrupan utilizando el Algoritmo Progroup.

La especificidad de corte de los péptidos identificados calculados por ProteinPilot se
muestra en la tabla

Tabla 10. Frecuencias del corte C-terminal causados por la enzima tripsina calculados
por el programa ProteinPilot.

% de corte
Tipo de péptido
de la Tripsina

Lisina 19.9%
Arginina 59.7%
Otras 20.4%

Se consideran proteinas correctamente identificadas las que superan un “Unused score”
de 1.3 (C1>95%) y que estan por debajo de un FDR de 1%.

b. Criterios de cuantificacion diferencial.

La cuantificaciéon relativa se realiza en funcién las areas de los picos para cada
“reporter” o etiqueta. Se relaciona la variacion en la cantidad de proteina para las dos
condiciones con el ratio de las areas de las etiquetas de los péptidos que las identifican.

Los ratios son normalizados directamente en el programa Protein Pilot en base a “Bias
correction” (correccion de seSgo O muestreo), para corregir las diferencias
experimentales a la hora de elegir la muestra y corregir también los problemas que
pudiera haber en la concentracion de las muestras.

Se consideran proteinas cuantificables aquellas que se identifican con mas de 2 péptidos
con un nivel de confianza mayor o igual 95% y que tengan un ratio con un p valor
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menor o igual a 0,05 y un factor de error (EF) menor de 2 con cada una de las etiquetas
elegidas como referencia. También se tuvo en cuenta que no fuesen significativos entre
las mismas replicas bioldgicas. Esta cuantificacion se realiza utilizando el Algoritmo
Progroup dentro del programa Protein Pilot.

4.3. Fase de validacion: Analisis de proteinas en muestras orina mediante
la metodologia “multiple reaction monitoring” (MRM), mediante
cromatografia liquida acoplada en linea a un espectréometro de masas
triple cuadrupolo (LC-QQQ-MS).

4.3.1. Tratamiento muestras.

Para la digestion de las proteinas presentes en la orina se tomaron 20 pg de proteina
total. Desalinizamos la muestra con columnas Protein Desalting Spin Columns
(Thermo) segun protocolo comercial. Afiadimos el agente reductor ditiotreitol SIGMA
Aldrich (DTT) hasta una concentracion final 10 mM vy se incubar a 37°C durante 1h.
Las cisteinas se bloquearon afiadiendo yodoacetoamida SIGMA Aldrich (1A) hasta una
concentracion final de 55 mM. Se incubd a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 30 minutos. Se diluye la muestra con bicarbonato amoénico 50mM, en este caso
por dos razones para diluir la concentracion de interferentes (urea enddgena) y asegurar
el pH de actuacion de la enzima. Una vez comprobado el pH de la muestra, para la
tripsina es 8.5, afiadimos la tripsina bovina de grado de secuencia (Roche) en relacién
1:50 con la cantidad de proteina. Después de incubar a 37°C durante toda la noche, se
detuvo la digestion con TFA hasta 0,1% v/v. La mezcla de péptidos tripticos obtenida se
sometid a un proceso de limpieza con unas columnas C18 (“spin columns”) (Protea
Bioesciences) siguiendo el protocolo comercial. La muestra se llevo a sequedad en un
speed-vac y se resuspendié en fase movil A (ACN 3%, HCOOH 0,1%) con un 10% de
ACN (Merk).

4.3.2. Adquisicion de espectros.

Las muestras se analizaron en modo MRM empleando un triple cuadrupolo 6460
LC/MS/MS (Agilent Technologies) conectado en linea a un HPLC-chip cube (Agilent
Technologies) y a cromatografia liquida de la serie 1200 (Agilent Technologies)

La separacion cromatografica de los péptidos se llevo a cabo en chip ProtID Zorbax
80SB-C18-5 um con una columna analitica de 150 mm x 75um y una columna de
enriquecimiento de capacidad 500 nL y 25 mm (Agilent Technologies). Se inyectaron 1
pl de muestra impulsada por la bomba capilar con un flujo de 4 pl/min hasta la columna
de enriquecimiento. La separacion se produjo con un flujo de 0,4 pl/min en un gradiente
de 5%B durante 1 min, 40% en 4 minutos, 95%B en 7min y manteniéndose en el 95% 2
min (fase B: ACN 0,1% HCOOH,; fase A: H,O MiliQ 0.1% HCOOH). El control del
sistema se gestiond empleando el programa informatico MassHunter Software (v4.0). El
espectrometro de masas trabajo en modo de ion positivo con un voltaje capilar de 1990
V, la fuente de gas a una temperatura de 325°C y un flujo de 5 L/min.
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El “fragmentador “se fijo en 135V y un tiempo de barrido “dwell time” para cada
transicion de 20 ms; el EMV a 600 V y la energia de colision se optimizo para cada
transicion MRM.

Tabla 12. Proteinas diferenciales en ERC en la fase de descubrimiento para evaluar en
la fase de validacion. Transiciones (m/z precursor->m/z producto). (* CE: Energia de
Colision).

proteina (UniProt ID) m/zproducto (carga)(ion) CE(eV)
KNGL_HUMAN ’ . '
" e SLWNGOTGECTONAYIDIOLR 814.3(3+) 1010,5(2+)y18) 20
Kininogenl (P01042) '
; o 956.0(2+)iy17)/856,0(2+ )iy 15)/ 756, 0(2+)y13)/9
DIPTNSPELEETLTHTITK 713 7(34) g 17
'.‘/4/'_‘ ,,,,,
1070,012%) 956,0(2+)(y17} 39
€D59_HUMAN CD59 § _ ,
elycoprotein (PL3987) TVLLLVTPFLAAAWSLHP 550 4(3+) 605,3(24)(y11)/612,0(3+)(b7) 15
ycoprotein (FL39s/)
975,1(2+) 370,7(2+)(h7) 34
RET4_HUMAN Retinol-
binding protein 4 WVWALLLLAALGSGR 5427(34) 670,9{24)(y13) 10
(P02753)
813,52+ 995 6(+)(h8)/882 5(+}(h7) 20
GNDDHWIVDTDYDTYAVOYSCR 898 4(34) 1046,5(2+)(y18) 32
LLNLDGTCADSYSFVFSR 6390(3+) 905, 5(+)(y7} 20
PIGR_HUMAN
Polymeric eRroY s
ANLTNFPENGTFVVNIAQLSQDDS GR 936 513+) 961,0(2+){y18) 25
immunoglobulin
receptor (POLE33)
VPGNVTAVLGETLK 6994(24) 649,9(24)(y13)/738 4(+)(b3) 20
LSLLEEPGNGTFTVILNQOLTSR 3014(3+) 831 5(+)0y7) 20
LDIOGTGOLLFSVVINOLR 7054(3+) 736,4(2+)(b14)/793,0{24)(b15) 16
WFDC2_HURAN WA
four-disulfide core I
il DOCQYDSQCPGOMK 340,8(24) 848 4(+1y7) 2
domain
protein{Q14508)
560,9(3+) 187 4(3+)(y5) 11
EGSCPOVNINFPQLGLCR 697,003+ 8214(2+)(b15) 16
B2WMG_HUMAN Beta
2-microglobulin SYALAVLALLSLSGLEAIQR 6754(3+4) 704,9(2+){b15) 15
(P6L1769)
SNFLNCYVSGFHPSDIEVDLLK 852,1(34) 899 4{+)(b7) 2
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Tabla 13. Proteinas diferenciales en ERC con EAC asociada en la fase de
descubrimiento para evaluar en la fase de validacion. Transiciones (m/z precursor->m/z
producto). (* CE: Energia de Colision).

m/z
proteina (UniProt D} secuenciapeptidica precursor m/z producto [carga)(idn) CE[ev)
[carga)
KNG1_HUMAN ;
T SLMNGDTGECTDNAYIDIOLR 8143 (3+) 1010,5{2+}{y18) 20
Kininogen-1{P01042)
4 956,0(2+){y17)/856,0(2+)(y15)/756,0{2+
DIPTNSPELEETLTHTITK 713,7(3+) S ; 17
\(y13)/967,47(+)(b9)
1070,002+) 956,02+){y17) 39
NIDL_HUMAN Nidogen-
- B ODLGSPEGIAVDHLGR  S553(3¢)  6964(+}(y6)/727.3(+)(b7) 11
1(P14543) i
ALEGLQYPFAVTSYGK 582,0(3+) 485,3(2+){y9)/612,3(+)(b6) 12
ZA2G_HUMAN Zinc-
alpha-2-glycoprotein ~ HVEDVPAFQALGSLNDLOFFR,  801,7(3+) 580,3(+)(h5)/608,7(3+)(yL6 19
(P25311)
AMBP_HUMAN Protein
S ; MTVSTLYLGEGATEAEISMTSTR - 795,4(3+) 826,9(2+)(y16)/103L,5{+)(h10} 20
AMBP (P02760} Y
AFIQLWAFDAVK 704,9(2+) 830,5(+){b7) 20
EYCGYPGDGDEELLR 570,3(3+) 590,2(2+)(b11) 11

Las transiciones tedricas se disefiaron empleando el programa Skyline (v.1.1.0.2905) y
se revisaron manualmente. La especificidad de los péptidos para una proteina (péptidos
proteotipicos) se confirmdé mediante el uso del programa Blast® (Basic Local
Alignment search tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) con restriccion taxondmica a
Homo sapiens, y se seleccionaron los péptidos proteotipicos para el analisis MRM
(tablas 12 y 13). Las sefiales individuales se normalizaron en base al TIC (total ion
current) y las areas de los picos fueron integradas para llevar a cabo la comparacion.
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4.3.3. Tratamiento estadistico.

Las sefiales individuales se normalizaron en base al valor TIC (“total ion current”),
calculandose cocientes del area de la transicion dividido por el area del TIC para el
analisis comparativo. El andlisis estadistico se realizd6 mediante Graph Path Prism 5
software, realizdndose analisis no paramétricos Mann-Whitney y Kruskal-Wallis.

Destacamos que no normalizamos en base a la Creatinina excretada ya que en humano,
los cambios de este metabolito debidos al stress, dieta, actividad, edad, raza y sexo
influyen de manera significativa (93;94). En este estudio concreto hay una significacion

estadistica en Creatina en orina cuando comparamos individuos con ERC con el grupo
control.
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RESULTADOS

1. ESTUDIO DE LOS METABOLITOS ASOCIADOS A LA
ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN MUESTRAS DE ORINA Y
PLASMA.

1.1. Fase de descubrimiento: Analisis mediante RMN.

1.1.1. Desarrollo del método de andlisis de orina por
Resonancia Magnética Nuclear.

Dada la complejidad de las matrices bioldgicas en general y de la orina en particular, se
obtuvieron espectros de resonancia de protén (*H RMN) en un equipo de alto campo
(700MHz). En un estudio preliminar se analizé6 una misma tanda de muestras en dos
equipos de RMN de 500MHz y 700MHz, observando muy poca resoluciéon en los
espectros de primera dimension obtenidos con el equipo de mas bajo campo para los
mismos tiempos de adquisicion. Se tomo asi la decision de realizar los experimentos en
el equipo de 700MHz AVIII (Bruker). Los espectros obtenidos para el conjunto de
muestras de pacientes y controles son tratados con el programa AMIX (Bruker) y se
realiza un analisis estadistico de componentes principales que identifica regiones
significativamente diferenciales. Dichas regiones se evaltuan en profundidad y se lleva a
cabo la identificacion de los desplazamientos quimicos responsables de dichas
variaciones. Para una mayor elucidacion y para resolver el problema de solapamientos
que encontramos en la primera dimensién, recurriremos a los experimentos de segunda
dimension. A través de ellos se procederia a la identificacién inequivoca de los
metabolitos.

Adicionalmente se ensayaron dos temperaturas de adquisicién, 25°C y 4°C.
Comparando la resolucion espectral de las dos medidas, observamos que a 4°C la
resolucion era mayor y la variabilidad menor, sin observar turbidez en las muestras de
orina, que pudiera interferir con los experimentos (100).

De modo paralelo y acorde con la literatura (100), se observé que el valor del pH influia
en el desplazamiento quimico de algunos metabolitos dependientes de éste 0 més
sensibles a él, como en el caso de Alanina, Tirosina, Citrato o Creatinina. Para poder
solucionar el problema y que la comparacion entre controles y pacientes tuviese la
menor variabilidad posible se realizaron pruebas con tampén de fosfato ajustando
finalmente el pH a un valor de 7.

Para suprimir la banda residual de agua, cuya sefial es tan amplia que impide ver el resto
de las sefales, se utiliz6 la secuencia de resonancia (NOESYPRESAT1D)
“Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy”. Esta secuencia, propia de los experimentos
de 2D, consiste en aplicaron pulso de 90° con el fin de hacer la banda de agua mas
pequefia para que se puedan apreciar el resto de las sefiales.
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En las condiciones Optimas (equipo 700MHz, 4°C y tampon fosfato 200mM
Na,HPO4/NaH,PO,4 a pH 7), se analizaron muestras las de orina.

1.1.2. Estudio de la Enfermedad Renal Crénica en estadios
avanzados en muestras de orina mediante RMN.

Si nos fijamos en la figura 1, se muestra un esquema del flujo de trabajo, donde se
muestran las dos partes del experimento. La fase de descubrimiento realizada mediante
RMN vy la fase de validacion realizada mediante (LC-MS/MS MRM). En la fase de
validacion también se realiz6 un test ciego por RMN.

Fase de

Fase de Validacion } ~~~~~~~~~~~~

Descubrimiento ‘>| Test ciego
Meétodo MRM en LC-(QQQ)MS validacion

de 29 metabolitos candidatos RMN del metaboloma

RMN del metaboloma de la de la orina

orina
Orina de 16 Individuos con ERC

Muestras Orina de 15 Individuos sanos
(diferente cohorte) Orina de 7 Individuos
con ERC

Orina de 15 Individuos con ERC

Orina de 15 Individuos sanos Orina de:/' Individugs

sanos

Datos 13 metabolitos diferenciales Orina de 3 Individuos
generados entre subgrupos: con EAC en ERC
25 desplazamientos 7 metabolitos asociados a
quimicos con fuerte ERC
contribucion a la 4 metabolitos asociados a 86% Sensibilidad para
separacion en el PCA. EAC en ERC ERC
100% Sensibilidad para
29 metabolitos EAC en ERC
identificados 86% Especificidad
potencialmente (agrupamiento en el
diferentes entre PCA)

individuos con ERC e
individuos sanos.

Figura 1. Esquema de trabajo. A la izquierda, la fase de descubrimiento seguido, segun
indican las flechas, de la fase de validacion y por ultimo el test ciego realizado. (*
Enfermedad renal crénica (ERC), Enfermedad arterial coronaria (EAC)).

Asi, la orina de 15 individuos con ERC y de 15 individuos sanos (tabla 1) fue analizada
mediante resonancia de proton. Llamaremos a todas Enfermedad Crénica Renal (ERC)
englobando a todas las nefropatias que en si misma encierra. Para su analisis e
interpretacion el espectro fue dividido en regiones espectrales con una anchura de
0,04ppm, los cuales se han llamado “buckets”. Es decir, dividimos el espectro en partes
iguales con una anchura optimizada de 0,04ppm. Se probo con una anchura de 0,02ppm,
pero no proporcionaba informacion adicional. En este estudio, contamos con una
variable dependiente que toma los valores 0 o 1 (Control o Paciente) y 236 variables
independientes correspondientes al valor que toma el espectro para 236 buckets
diferentes. Para poder analizar estos datos se realiza un estudio quimiométrio por el
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método de componentes principales (PCA). Este procedimiento Unicamente se centra en
las variables independientes. Adicionalmente, se realizd un anélisis estadistico
empleando un procedimiento que busca componentes basandose en la relacion existente
entre las variables independientes y la variable dependiente y que representa la
asociacion entre ellas. En esto se basa el modelo de regresion de minimos cuadrados
parciales-analisis discriminante (PLS-DA). En ambos métodos la region espectral
analizada fue 0,1-10 ppm.

Figura 2. Analisis de componentes principales (PCA) y Analisis de regresion de
minimos cuadrados parciales-analisis discriminante (PLS-DA) generados de los datos
de RMN. Los puntos negros corresponden a los individuos control, los puntos azules
corresponden a individuos con ERC sin EAC asociada y los puntos verdes corresponden
a individuos con ERC con EAC asociada. El circulo azul engloba a todos los individuos
con ERC vy el circulo verde a los individuos que dentro de ERC sufren EAC
documentada. En el circulo negro se encuentran los individuos sanos (control).
Rodeados con un cuadro negro se muestran los individuos diabéticos con ERC.

El andlisis por PCA de todas las sefiales/desplazamientos quimicos muestra una buena
separacion entre casos y controles, como también el PLS (figura 2). EI primer gréfico
muestra la componente 1 frente a la componente 2. Se puede ver que estas dos
componentes realizan una separacion muy buena de pacientes y controles (controles
dentro del circulo negro y pacientes dentro del circulo azul), al igual ocurre en el
analisis por PLS-DA. Se puede imaginar una linea recta que separe las dos nubes de
puntos. Tras el analisis del espectro y de su posterior analisis estadistico mediante estos
dos métodos, no atribuimos la separacion de grupos a la edad, sexo, medicacion o la
fecha de recogida de la orina (se recogieron a lo largo de un afio), puesto que si tenemos
en cuenta estas variables los individuos se entremezclan en el PCA o el PLS. Aunque

93



existen estudios que reflejan diferencias entre sexo y edad en la orina, en el andlisis que
aqui se muestra estas diferencias no influyen significativamente en la separacion de
grupos Yy esta clara separacion entre controles y pacientes la podemos atribuir a la propia
enfermedad renal.

La contribucion de cada region o bucket a esta separacion esta representada en la figura
3. En esta figura se representa la importancia que cada sefial del espectro tiene en la
construccion de la componente a la hora de hacer el estudio por PCA o PLS. Por lo
tanto representan la importancia de cada sefial del espectro de cara a discriminar entre
casos Yy controles. Si nos fijamos en la figura 3, donde se representa la contribucién de
cada desplazamiento quimico en el eje de abscisas, y la carga que tiene en el espectro en
el eje de ordenadas. Observamos que cuanto mas se aleja del eje X, mas contribucion
tiene a la separacion en el analisis mediante PCA y PLS.

9
g
g
g
!
;
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| | | | | ! | | | | |
101 830 OO0 O 770 717 430 J40 30 44 39 a3 IO 203 1.8 o3 0aR

Deapiarami=nio quinlco {opm)

Figura 3. Grafica donde se representan las contribuciones de cada bucket traducido a
desplazamiento quimico a lo largo del espectro de RMN.

Del analisis estadistico se obtienen adicionalmente los desplazamientos quimicos (ppm)
que contribuyen a esas diferencias y que tienen por tanto mas peso en el espectro.As, un
total de 25 desplazamientos quimicos fueron seleccionados como los contribuyentes
principales a la division en el PCA y PLS-DA, los cuales fueron detectados en todas las
muestras individuales. En la figura 4, se muestra un espectro ‘H RMN a modo de
ejemplo de la orina de un individuos con ERC. Dos de los desplazamientos con mas
peso en el espectro fueron los dos singletes de la Creatinina (3,06ppm y 4,06ppm). Otro
singlete caracteristico en el espectro es el singlete ancho de la Urea (5,80 ppm), debido
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al intercambio de protones continuo. En este estudio nos centramos en metabolitos
(moléculas de bajo peso molecular, por debajo de 1000Da) descartando las especies
macromoleculares, ya que éstas producen ensanchamiento en los picos de resonancia,
reducen la difusion rotacional y el tiempo de relajacion ocasionando problemas a la hora
de elucidar el espectro. Estos problemas son mas notables en los pacientes donde es
conocida su alta proteinuria. Por ello, el ajuste de la fase de los pacientes es mas
complejo y el solapamiento de sefiales es mayor, haciendo en estas zonas (1-5 ppm) mas
dificiles la identificacion de sefiales en experimentos de protdn en primera dimension. Si
nos fijamos en el campo alto hay muchas sefiales solapadas, las grandes moléculas
como las proteinas ensanchan la sefial de resonancia y apantallan a otros ndcleos, lo que
dificulta la interpretacion precisa del espectro. Para una mayor elucidacion y para
resolver el problema de solapamientos que encontramos en la primera dimension,
recurrimos a los experimentos de segunda dimension en resonancia magnética nuclear
(2D RMN).

11

ey,

Figura 4. Espectro de *H RMN. Metabolitos identificados por 2D sefialados en un
espectro  1D-RMN.  “Myoinositol, “Treitol, 3Citrato, “*Isobutirato, “Taurine,
®Homocisteina, "“Acetil-Glutamina, ~Serina, *Guanidoacetato, “Dimetilglicina, ™" a-
Fenilacetilglutamina (AFAG), '*"Tirosina, “Trimetilamina-N-oxido (TMANO),
“*Hipurato, °O-Cresilsulfato, °Creatinina, “Betaina, '*"Malato, '°5-Oxoprolina,
2*prolibetaina, *““Leucina, Treonina, 2*"Alanina, “Glicina, %Histamina,
”Fenilalanina, “Arginina, ®Urea. ~ Area donde solapan los desplazamientos de
metabolitos que deben ser identificados en experimentos de segunda dimension.
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Para la identificacion de los metabolitos a partir de los desplazamientos quimicos se
realizaron experimentos en dos dimensiones (COSY, TOCSY y HSQC). Asi se llegd a la
identificacion de 29 metabolitos, los cuales eran potenciales candidatos a marcadores
asociados a ERC (figura 5).

o8 8765432104 m

Figura 5. Experimentos 2D-RMN. Espectros: A, Total correlation spectroscopy
(TOCSY) y B, heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy (HSQC)
adquiridos para la identificacion de metabolitos.
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Tabla 1. Metabolitos identificados por experimentos de 2D-RMN.

Metab olito Desplazamiento quimico (ppm)
Histamina 714(5), 3.30 (t), 3.03(m), 7.99 (s)
Myomositol 3.28(t),3.52 (dd), 3.61 ), 4.05 ()
Citrato 2.67(d), 2.64 (d), 2.34 (d), 2.51 (d)
L-Fentlalanina T42(m), 7.6 (m), 7.32 (d), 3.98 (dd), 3.19 (m)
Isobutirato 1.21(d9,2.59 (m)
Tautina 3.23(t),342(t)
Homocistena 2.14m), 2.63 (ddd), 3.87 (dd)
D-Treitol 3.61(m), 3.70 (m)
L-Senna 3.83(dd), .93 (m)
Guanidoacetato 378(s)
Betaina 3.83(s), 3.2 (5)
Dimetilglicina 2.91(5), 371 (s)
L-Tirostna

Alfafenilacetil-L-glutamina

300(dd),3.17.(4d), 392 (44), 687 (m), 717 )
T42.),7.36 (),4.18 (m), 366 (¢), 226 0), 211 (), 192 (m),
155 m), 1.33 (), 089 m)

Tnmetilamine N-ozido (TMANO)

3056

)
31(d), 357 (), 4.4 ()

L-Treonina
Hipurato 7.54( ), 7.82 (dd), 7.62 (£), 3.96 (d)
O-Crestlsulfato 2.33(s), 7.20(d), 7.28 (d)
Acetilglutamina 2.01(s), 2.11 (m), 2.45 (m), 4.20 (d),7,01(s), 7.35 (s)
L-Arginina 1.90 (m), 1.68 (m), 3.23 (t), 3.76 (t)
Glutamato 2.04 (m), 2.11 (m), 2.34 (m), 3.74 (dd)
Prolibetaina 311(s), 331 (s), 4.01 (d), 1.94 (m), 2.06 (m)
Melato 2.35(dd), 2.66 (dd),4.29(dd)
L-Leucina 0.94(t), 1.70 {m), 3.72 (m)

J-0xoprolina

6.67(d), 219 (), 190 (m), 259 (m), 2.23 () 423 (0

L-Alanina 148(d), 379 (t)
L-Glicina 335(5)

L-Valina 0.97(d), 1.02 (d), 2.26 (m), 3.60 (d)
Creatinina 3.06(s),4.06 (5)

97




Si nos fijamos en el PCA correspondiente a la ERC (figura 2) aparecen clasificados en
dos é&reas el grupo de individuos sanos y el grupo de individuos con ERC, como se ha
comentado anteriormente. Si nos fijamos en el grupo con ERC hay una pequefa
clasificacion en una zona concreta (en la figura 2, dentro del circulo que engloba los
pacientes reflejados en puntos verdes). Para poder explicar la razon de esa clasificacion,
se procedid a revisar las historias clinicas de todos los individuos con ERC,
descubriendo que todos los individuos clasificados en esa zona del PCA (puntos verdes
de la figura 2) seguian un mismo patrén, si tenemos en cuenta la enfermedad vascular
asociada a este grupo de individuos con ERC del estudio.

Otro dato interesante observado en la figura 2, es el comportamiento de los individuos
que sufren Diabetes Mellitus (DM) en el andlisis por PCA (ver tabla 1 en Material y
Métodos). Dentro de los diabéticos, enfermedad con un alto riesgo de sufrir enfermedad
cardiovascular, dos individuos que se aproximan mas a la zona de evento segin nos
movemos por la componente 1 y otros dos quedan alejados (En la figura 2 estan
sefialados con una cuadricula). Este hecho se explicaria teniendo en cuenta que uno de
los individuos que se aproximan a la zona de evento cardiovascular lleva 30 afios
diagnosticado de diabetes y el otro individuo tiene actualmente 85 afios y presenta una
insuficiencia cardiaca, mientras que los individuos diabéticos mas alejados de esta
region de riesgo son diabéticos de reciente diagndstico. Naturalmente con este escaso
numero de muestras es imposible predecir ningun resultado. Seria interesante confirmar
las observaciones mencionadas por un estudio aumentando el nimero de individuos
diabéticos.

1.2. Fase de validacion
1.2.1. Desarrollo de métodos de analisis en muestra de orina
mediante LC MS/MS MRM.

Para poder realizar esta parte del estudio, se trabajé en la puesta a punto y
optimizacion del sistema LC-MS con la configuracion de Jet Stream, ajustando una
serie de parametros que influyen en la eficacia de la ionizacién y en la sensibilidad de
deteccidon metabolitos. Esto influye a la hora de obtener una buena resolucion espectral.
Por tanto un cuidadoso ajuste de estos parametros es esencial antes del andlisis y estudio
de las muestras bioldgicas, para futuras validaciones por “multiple reaction monitoring”
(MRM) de metabolitos diferenciales.

El equipo tiene dos modos béasicos de operacion. EI modo barrido “scan”, que no
proporciona una medida de masa exacta y no es una opcion para la identificacion de
compuestos, dado que la resolucion y la exactitud de masa del triple cuadrupolo son
limitadas.

Para abordar la fase de validacion, se ha desarrollado un esquema de trabajo y puesta a
punto de la metodologia “multiple reaction monitoring” o MRM. ESto nos proporciona
una forma de cuantificacion y a su vez de validacion Unica, ya que no vamos a detectar
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una mezcla de compuestos, sino que solo observaremos nuestro compuesto a estudio.
Este método de trabajo es posible una vez identificada nuestra molécula de interés por
otras técnicas. La puesta a punto, para la validacion de los metabolitos ya identificados
por las técnicas arriba mencionadas, pasa por el ajuste de ciertos pardmetros, los cuales
se detallan a continuacidn. Se parte del modo barrido “scan”. De esta forma hacemos un
barrido en el Q1 de todas las masas que ve el equipo de la muestra. EI Potencial de
“declustering” (DP), parametro dependiente de la masa que se aplica a la entrada del
primer cuadrupolo (Q1), se va aumentando en incrementos de 2 para una buena
optimizacion, haciendo una rampa de voltajes en Q1. Es importante ajustarlo porque de
¢l dependen el proceso de desolvatacion y disociacion. Con el modo “product ion”
podemos obtener el espectro de fragmentacion. Para ello ajustamos parametros como la
energia de colision (CE), energia necesaria para producir la fragmentacion en la celda
de colision (g 2) con flujo de gas auxiliar que, mediante choques moleculares con las
moléculas de nitrégeno, produce la fragmentacion de una molécula concreta con una
masa concreta (m/z 1) de forma que ésta sea maxima para los fragmentos deseados. Se
realiza con una rampa de voltaje de 5 a 120V (en incrementos de 2). Una vez obtenido
el espectro de MS/MS elegimos el fragmento de la molécula mas estable (m/z 2) que
puede ser o no el mayoritario viendo la reproducibilidad de éste y lo hacemos pasar a
través del tercer cuadrupolo (Q 3) hasta el detector. Otro pardmetro que nos queda por
ajustar es el “Dwell time”. El “Dwell time” es el tiempo que se emplea para monitorizar
este proceso descrito, dando lugar a una sefial cuantificable correspondiente a la llamada
transicion (m/z 1-> m/z 2). Con los datos de m/z 1, m/z 2, DP, “Dwell time” y CE de
cada compuesto y segun su naturaleza quimica, podemos desarrollar y aplicar la
metodologia MRM. Asi es como se abordara el estudio de la validacion de los
metabolitos diferenciales.

Al ser una forma de trabajo acoplada on-line a la cromatografia liquida, también se
optimiza el método cromatografico segun la naturaleza de la muestra. Esto se realiza
para cubrir el mayor nimero de metabolitos posible, contando en nuestro caso, con el
equipo de cromatografia liquida 1200 series de Agilent Technologies como
herramienta de trabajo. En este estudio se decidio utilizar una columna de Waters C18
T3 disefiada para trabajar en fases acuosas y para retener tanto compuestos polares
como hidrofébicos y asi cubrir un mayor rango de moléculas.

1.2.2. Analisis de un panel de metabolitos alterados en la
Enfermedad Renal Crénica en estadios avanzados en
muestras de orina mediante LC MS/MS MRM.

Para validar los resultados de la fase de descubrimiento y ver realmente los metabolitos
asociados a ERC, se analiz6 una cohorte independiente (16 individuos con ERC y 15
individuos sanos) (Tabla 1 en Material y Métodos) utilizando la tecnologia de (LC
MS/MS MRM).
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En el texto cuando se hable de individuos con ERC con EAC asociada se llamarén
(ERC+), y cuando se hable de individuos con EAC con ERC asociada se Ilamaran
(ERC). A este ultimo grupo sin EAC asociada en la figuras se nombrard como (ERC-).
Llamaremos EAC a la Enfermedad Arterial Coronaria.

Tabla 2. Metabolitos significativamente alterados en muestras de orina en individuos
con ERC frente a individuos control e individuos con y sin EAC asociada a ERC. (*
Individuos ERC con EAC asociada (ERC+), individuos con ERC sin EAC asociada
(ERC-)).

ERC+vsControl | ERC+wsERC- | ERC- vs Control Kruskal-Wallis
Mann-Whitney | Mann-Whitney | Mann-Whitney (Test Comparacion Multiple de Dunn)
METABOLITO
Control/ | ERCH Control/
Ratio | p-valer |Ratio | p-valor |Ratio| p-valer p-valor
ERC+ ERC- ERC-
Citrato 0.025 | 0.0002*** [ 0512 | 0.0350% |0.093 |0.0009*** | <0.0001%** | **¥ - %
Guanidoacetato  [7.549 | 0.0006*** | - - 6.002 |0.0001*** | <0.0001*** 3 - i
Taurina 0.436 | 0.024* - - 0.593 | 0.0343% | 0.0344* A
Trimetilamina N-oxido
4.240 | 0.0004%** | - - 3.423 |0.0002%** | 0.0002*** i - ¥
(TMANO)
Hipurato - - 2486 | 0.026* - - 0.0232* - ¥
Leucina 0.400 | 0.0007*** | 0.582 | 0.0360* - - 0.0034** X
Homocisteina 2.440 | 0.0001%** | 2.320 | 0.0002%** | - - 0.0002%** bt i
Myoinositol 0.460| 0.006* - - - - 0.0321% ¥
Serina 0.445 | 0.0015%* - - - - 0.0022%* b
Treonina 0.242 | 0.006* |0.320 | 0.0224* - - 0.0090%* X%
Glutamato 2.453 | 0.0005%** | - - 2.110 |0.0001%** | 0.0001*** % - LG
o-Fenilacetilglutamina
1.734 | 0.0006%** | - - 1.836 | 0.0071** | 0.0016%* X - ¥
(AFAG)
5-Ozoprolina 0.144 | 0.0002%** | - - 0.166 |0.0001*** | <0.0001%** [ *¥¥ - X

En la tabla 1 se muestran los metabolitos que se analizaron para su validacion. De los 29
metabolitos potencialmente significativos en la fase de descubrimiento, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en 7 para la ERC y 4 para la EAC en ERC.
Los resultados se muestran en la tabla 2.

Entre los 7 estadisticamente significativos para ERC (comparacién de ERC- frente a
Control), se encuentran: 5-Oxoprolina, Glutamato, Guanidoacetato, Trimetilamina-N-
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oxido (TMANO), Taurina, Citrato y a-Fenilacetilglutamina (AFAG). Respecto a los 4
asociados a EAC en ERC se encuentran: Homocisteina, Leucina, Treonina y Citrato.
Tanto 5-Oxoprolina, como Glutamato, TMANO, Guanidoacetato y Citrato tienen una
fuerte significacion estadistica segun el test no paramétrico Mann-Whitney realizado
cuando comparamos el grupo de ERC (ERC sin EAC asociada) con el grupo control. Si
nos fijamos dentro de la tabla 2 en la columna donde se compara por el mismo test el
grupo con ERC+ (ERC con EAC asociada) con ERC, observamos que ninguno de los
anteriores, con excepcion de Citrato, tiene significacion. Esto es importante y nos indica
que estan asociados a la ERC sin que otra variable como la EAC afecte. De modo
similar puede observarse que Homocisteina, Treonina y Leucina no muestran
significacion entre ERC sin EAC asociada y el grupo de individuos sanos. Hipurato
muestra significacion entre ERC con EAC asociada y sin ella, pero no vamos a
considerarlo por no dar significacion entre ERC+ y el grupo control (tabla 2). Los
cambios producidos, en los distintos metabolitos, se irdn comentando en los siguientes
apartados.

En la figura 6, se muestran los cromatogrmas de LC- MS/MS MRM para los
metabolitos significativamente diferentes en ERC.

S5-oxoprolina o Glutamato = Guanidoacetato

a - IR RN RO k4

Commits vo Accmmsmion Tune (mwn)

TMANO x'; Citrato

Figura 6. Cromatogramas del anélisis por MRM de los metabolitos asociados a ERC en
orina: Linea amarilla corresponde a ERC +, linea azul a ERC- y linea roja a individuos
control. (*alfa-Fenilacetilglutamina (AFAG), Trimetilamina-N-oxido (TMANO)).
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Los datos mostrados en la tabla 2, se obtienen tras normalizar con la intensidad total del
cromatograma (TIC) para contrarrestar los efectos de la variabilidad derivada de la
ingestion de fluidos orales. Con una asociacion significativa a la ERC se encontraron el
Glutamato, alfa-Fenilacetilglutamina (AFAG), Guanidoacetato y Trimetilamina-N-
oxido (TMANO). Todos ellos estan incrementados en individuos con ERC. Igualmente,
la 5-Oxoprolina, Taurina, y Citrato, se encontraron en concentraciones relativas mas
bajas en respuesta a la ERC. En la figura 7 podemos observar graficamente lo datos de
lo descrito anteriormente.

Las graficas donde se muestren datos de orina estaran dentro de un cuadrado de color
azul.
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Figura 7. Panel de 7 metabolitos correspondientes a muestra de orina de individuos con
ERC. Las graficas corresponden a los datos obtenidos por MRM: control (individuos
sanos), ERC+ (individuos con EAC asociada a ERC) y ERC- (individuos sin EAC
asociada a ERC). (*alfa-fenilacetilglutamina (AFAG), Trimetilamina-N-oxido
(TMANO)).
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En la figura 8 se muestran las variaciones encontradas para 4 metabolitos
significativamente alterados en individuos con EAC asociada a ERC. Se observan
variaciones en Homocisteina, que se encuentra incrementada en individuos con EAC en
ERC, mientras que Leucina, Treonina 'y Citrato presentan niveles disminuidos cuando
la EAC esta asociada a ERC.

Homocisteina Leucina
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Figura 8. Panel de 4 metabolitos correspondientes a las muestras de orina de individuos
con EAC asociada a ERC. Las gréaficas corresponden a los datos obtenidos por MRM:
control (individuos sanos), ERC+ (individuos con EAC asociada a ERC) y ERC-
(individuos sin EAC asociada a ERC).
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En la figura 9, se muestran los cromatogramas de LC- MS/MS MRM para los
metabolitos significativamente diferentes en individuos con EAC asociada a ERC.

i Homocisteina Leucina
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Figura 9. Cromatogramas del anélisis por MRM de los metabolitos correspondientes a
EAC asociada a ERC en orina: Linea amarilla corresponde a ERC +, linea azul a ERC-
y linea roja a individuos control.

Adicionalmente, la orina de 14 nuevos individuos fue analizada en un estudio ciego por
'H RMN vy los datos fueron analizados nuevamente por el programa estadistico Amix,
obteniéndose un nuevo PCA, que se muestra en la figural0. En este estudio
confirmamos las diferencias encontradas entre grupos. De los 7 nuevos individuos con
ERC, 6 fueron perfectamente agrupados (86% de sensibilidad). De 3 individuos con
EAC asociada a ERC, 3 fueron agrupados en el area cardiovascular (100% de
sensibilidad). De los 7 individuos sanos, 6 fueron localizados en el area de los controles
(86% de especificidad).
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PC2

Figural0O. Analisis por PCA en muestras de orina donde se muestran los datos obtenidos
de 14 nuevos individuos. En la grafica se muestran en azul ERC-, en rojo ERC+ y en
negro los individuos control. En un recuadro se encuentran

1.3. Estudio de las alteraciones del metaboloma en las muestras de
orina en individuos en estadios iniciales de la Enfermedad Renal
Cronica.

Tras observar los datos obtenidos en pacientes con ERC establecida (IV-V), se realiz6
un estudio con individuos en estadios iniciales (estadios | y IlI). Tras realizar un anélisis
por cromatografia liquida acoplada al espectrometro de masas por MRM, siguiendo la
metodologia descrita anteriormente para el estudio de validacion, se observé que existe
una alteracion en el mismo sentido que la observada en los individuos con nefropatia
avanzada. Una nota importante es que estos metabolitos diferenciales no se asocian a la
presencia de Diabetes Mellitus ya que todos los individuos eran no diabéticos. La
Diabetes Mellitus presenta por la propia etiologia de la enfermedad, grandes
alteraciones metabolicas. Por esas alteraciones que pueden llevar a confundir o
enmascarar resultados, se optd por estudiar Unicamente a individuos no diabéticos.

Se analizaron las muestras de orina de 47 individuos con ERC inicial sin diabetes
asociada y 47 individuos sanos por la metodologia anterior.
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En la figura 11, se muestran los resultados del estudio realizado en los estadios iniciales
de la ERC frente a individuos sanos. Se observa como 5-Oxorolina, Citrato y Taurina,
tienen disminuidos sus niveles respecto a los individuos sanos y Glutamato,
Guanidoacetato, AFAG y TMANO encuentran incrementados sus niveles respecto al
grupo de individuos sanos. Todos ellos con significacion estadistica, salvo la Taurina,
como lo encontrado en ERC cuando ya esta establecida, es decir, en los estadios mas
avanzados de la enfermedad renal. En el caso de la Taurina, sélo podemos observar una
tendencia a disminuir sus niveles en la ERC inicial pero sin llegar a ser significativo.
Respecto a Guanidoacetato si sorprende la mayor significacion estadistica respecto a la
nefropatia avanzada.
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Figura 11. Analisis, de los 7 metabolitos alterados en ERC avanzada, correspondiente a
los estadios iniciales de ERC en muestras de orina. Las graficas corresponden a los
datos obtenidos por MRM: control (individuos sanos), y ERC- (individuos sin EAC
asociada a ERC). (*alfa-Fenilacetilglutamina (AFAG), Trimetilamina-N-oxido
(TMANO)). Test no parametrico de Mann-Whitney. Las barras de error representan el
error estandar de la media (SEM).
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Tabla 3. Metabolitos significativamente alterados en muestras de orina en individuos
con ERC inicial (ERCi) frente a individuos control.

ERCi vs Control
METABOLITO
Ratio p-valor
Citrato 0.53 <0.000]1 ****
Guanidoacetato 32.08 <0.0001 ****
Taurina i .
Trimetilamima-N-oxido
333 <0.000] ***x*
(TMANO)
Glutamato 3.69 <(0.0001 **k*
a-Fenilacetilglutamina (AFAG) 2.06 <0.000] *Hk*
5-Oxoprolina 0.52 <0.000] ****
Glutation - -

Como se comentard mas adelante tanto 5-Oxoprolina como el Glutamato son
intermediarios del ciclo del catabolismo del Glutation via 5-Oxoprolina. Asi,
adicionalmente se midieron los niveles de Glutation al observar la variacién de éstos.

Glutation
0.008-

Areanormalizada

Control ERC ERC inicial

Figura 12. Gréfica de los niveles del Glutation en muestras de orina, correspondientes a
los datos obtenidos por MRM: control (individuos sanos), ERC (individuos sin EAC
asociada a ERC en estadios avanzados) y ERC inicial (individuos sin EAC asociada a
ERC en estadios iniciales). Test no paramétrico de Mann-Whitney. Las barras de error
representan el error estandar de la media (SEM).

Curiosamente parece que no existe variacion alguna. Tampoco se observo en la fase de
descubrimiento en los estudios de RMN.

107



De modo similar, se realiz6 un nuevo estudio para comprobar si los metabolitos
alterados en muestras de orina en individuos con EAC asociada a ERC avanzada, ya
aparecian en las primeras fases de la ERC. Para ello se analizaron 7 individuos con EAC
en ERC en estadios tempranos (I-11) y 8 individuos con ERC en estadios tempranos (I-
I1) sin EAC asociada. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 13 y en la tabla
4,
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Figura 13. Andlisis, de los 4 metabolitos alterados en EAC asociada a ERC avanzada,
correspondientes a los estadios iniciales de EAC asociada a ERC en muestras de orina.
Las gréaficas corresponden a los datos obtenidos por MRM: ERC inicial+ (individuos
con EAC asociada a ERC inicial) y ERC inicial- (individuos sin EAC asociada en ERC
inicial). Test no paramétrico de Mann-Whitney. Las barras de error representan el error
estandar de la media (SEM).
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Tabla 4. Metabolitos significativamente alterados en muestras de orina en individuos
con EAC asociada a ERC en estadios iniciales frente a individuos sin EAC asociada a
ERC en estadios iniciales.

ERCi+rs ERCi-
METABOLITO
Ratio p-valor
Citrato
Homocisteina 2.78 0.0006***
Treonina
Leucina

De los cuatro, 3 de ellos no son estadisticamente significativos. Sin embargo, si
podemos observar un aumento significativo de los niveles de Homocisteina en ERC con
EAC asociada, coincidiendo con lo observado en estadios avanzados. Treonina cumple
tendencia, aunque no de forma significativa.

1.4.  Estudio en muestras de plasma de los metabolitos asociados a
ERC en muestras de orina.

Una vez analizados los cambios a nivel de metaboloma en orina de individuos con ERC,
es interesante ver lo que puede estar ocurriendo en el plasma.

Se estudiaron los metabolitos que en orina se han encontrado asociados al fracaso renal
(tabla 2). En este caso, se analizaron directamente por MRM los metabolitos concretos
que resultaron estadisticamente significativos en orina cuando comparamos ERC con el
grupo de individuos control (5-Oxoprolina, Glutamato, TMANO, AFAG, Citrato,
Guanidoacetato y Taurina) y los metabolitos que resultaron estadisticamente
significativos en orina cuando comparamos ERC con y sin EAC documentada
(Homocisteina, Citrato, Leucina y Treonina). Aun teniendo en cuenta las diferencias de
matriz, que puede afectar a la ionizacion, las sefiales fueron cuantificables.

El estudio se realiz6 para los metabolitos que dieron significacion en ERC en si misma
(5-Oxoprolina, Glutamato, TMANO, AFAG, Citrato, Guanidoacetato y Taurina),

comparando individuos control, individuos con ERC en estadios avanzados e individuos
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con ERC en estadios iniciales (ninguno presentaba EAC documentada). Con ello, igual
que se estudio en la orina se quiso ver si habia un reflejo de una posible evolucion de
estos pacientes dentro de la enfermedad renal a nivel de metaboloma. Se tomé el plasma
de 11 individuos con ERC avanzada (estadios IV-V), 37con ERC inicial (estadios I-11)
y 25 individuos sanos (tabla 2 en Material y Métodos).

La figura 14 representa las graficas con los datos obtenidos en casos con ERC avanzada,
casos con ERC inicial y controles (tabla 5). En este caso sélo estan representados los
metabolitos estadisticamente significativos cuando comparamos ERC con el grupo
control. Estos son 5-Oxoprolina, Glutamato y Citrato. Nos sorprende encontrarnos la
tendencia justo contraria a la obtenida en la orina, en los casos de 5-Oxoprolina,
Glutamato. AFAG, no representada cumple también la tendencia contraria a la que
cumplia en las muestras de orina, sin llegar a ser significativa en plasma. Observamos
los niveles de 5-Oxoprolina elevados respecto a los individuos sanos, y los niveles de
Glutamato disminuidos respecto a éstos.

Otro metabolito con diferencias estadisticamente significativas es el Citrato, cuyos
niveles se encuentran disminuidos en ERC avanzada, igual que en el caso de la orina
visto anteriormente, aunque no se observan variaciones en estadios iniciales. Sin
embargo, respecto a la orina, éste tiene menor significacion pero el ratio es mayor en
plasma.

Las graficas donde se muestren datos de plasma estaran dentro de un cuadrado de color
verde.
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Figura 14. Metabolitos medidos en muestras de plasma correspondientes a individuos
con ERC. Las graficas corresponden a los datos obtenidos por MRM: control
(individuos sanos), ERC (individuos ERC en estadios avanzados) y ERC inicial
(individuos ERC en estadios iniciales). Test no paramétrico de Mann-Whitney. Las
barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

Si comparamos los individuos control con los primeros estadios de la ERC, vemos que
existe una variacién significativa tanto en 5-Oxoprolina como en Glutamato. En 5-
Oxoprolina se puede apreciar un aumento de sus niveles ya en los primeros estadios de
ERC y continia aumentando segin avanza la enfermedad. En cuanto al Glutamato
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parece que los niveles desciendan bruscamente ya en los inicios de la enfermedad sin
haber variacion significativa respecto a los estadios avanzados. Tampoco existe una
variacion significativa de Citrato en estadios iniciales aunque si en estadios avanzados.
El resto de los metabolitos, Taurina, TMANO, AFAG y Guanidoacetato, no resultaron
estadisticamente significativos ni en ERC establecida, ni en sus primeros estadios.

En las tablas 5 y 6 se muestran los resultados del estudio estadistico. El resultado de los
metabolitos en ERC avanzada y ERC inicial frente a individuos control en muestras de
plasma (tabla 5) y el resultado de metabolitos en ERC avanzada e inicial cony sin EAC
asociada en muestras de plasma (tabla 6).

Tabla 5. Metabolitos significativamente alterados en muestras de plasma en individuos
con ERC avanzada y ERC inicial frente a individuos control.

ERCavanzadavs | ERC inicial vs ERC avanzadavs
METABOLITO ERC inicial Control Control
Ratio | p-valor |Ratio| p-valor Ratio p-valor
Citrato - - - - 0.21 0.0016**
Guanidoacetato - - - - - -
Taurina - - - - - -
Trimetilamina-N-oxido
(TMANO)
Glutamato - - 0.73 | 0.000] *** 0.30 0.0007 ***
u-Fenilacetilglutamina
(AFAG)
5-Oxoprolina - - 1.27 | 0.0146* 9.38 0.0007***

111



Tabla 6. Metabolitos significativamente alterados en muestras de plasma en individuos

con EAC asociada a ERC en estadios avanzados e

iniciales.

Metabolitos

significativamente alterados en muestras de plasma en individuos con ERC avanzado e
inicial sin EAC asociada frente a individuos control. (* ERC con EAC asociada (ERC+)

y ERC sin EAC asociada (ERC-)).

ERCinicial + vs
ERCi- vs Control
METABOLITO ERCinicial -
Ratio p-valor Ratio p-valor
Citrato 0.74 0.0283* - -
Leucina - - - -
Homocisteima - - 0.52 0.003***
Treonina 0.77 0.0081 ** 1.70 0.0081 **
ERCavanzada+ vs ERCavanzada-vs
METABOLITO
ERCavanzada - Control
Ratio p-valor Ratio p-valor
Citrato - - 0.21 0.0016**
Leucina 0.48 0.0079%* 1.13 0.001 3**
Homocisteina 0.31 0.0079%** 0.40 0.028*
Treonina - - 7.43 0.0007 ***
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Una vez estudiado el reflejo de la ERC en el metaboloma del plasma, se estudio la
influencia de EAC asociada del mismo modo que se hizo en orina, con los metabolitos
que resultaron significativos alterados en ERC en EAC. Estos son Homocisteina,
Treonina, Leucina y Citrato. Para ello primero se compararon un grupo de 10 individuos
sanos, 6 individuos con EAC en ERC avanzada y 5 individuos con ERC avanzada sin
patologia vascular asociada (tabla 2 en Material y Métodos).
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Figura 15. Panel de 4 metabolitos analizados en muestras de plasma de individuos con
ERC avanzada e inicial y con y sin EAC asociada. Las gréaficas corresponden a los datos
obtenidos por MRM. (*ERC + (individuos con EAC asociada a ERC avanzada), ERC-
(individuos sin EAC asociada a ERC avanzada) e individuos control. ERC inicial+
(individuos con EAC asociada a ERC inicial) y ERC inicial- (individuos sin EAC
asociada a ERC inicial)). Test no paramétrico de Mann-Whitney. Las barras de error
representan el error estandar de la media (SEM).

Comparando individuos con ERC con y sin EAC documentada todos ellos en avanzado
estado de la enfermedad renal (tabla 5), podemos observar una alteracion de los niveles
de Homocisteina y Leucina. Los niveles de estos dos metabolitos tienden a estar
disminuidos cuando los individuos con ERC presentan EAC, respecto a los individuos
que no la presentan. Si comparamos con lo encontrado en orina, observamos que la
Homocisteina presenta un comportamiento contrario en las muestras de plasma a lo
encontrado en las muestras de orina. En orina los niveles de ERC con EAC se
encontraron elevados frente al grupo de individuos sanos y en plasma, en Homocisteina
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la existencia de EAC supone un agravamiento en la alteracion propia observada en
ERC. Por el contrario los niveles en ERC con EAC de Leucina en orina y plasma
presentan el mismo comportamiento. Treonina y Citrato no presentan diferencias entre
estos dos grupos.

Cuando comparamos los niveles observados en individuos sanos con individuos con
ERC presentan una disminucion en los niveles de Homocisteina y Citrato, también se
observa un aumento en los niveles de Treonina. En orina no se aprecian diferencias
significativas entre estos dos grupos, excepto en Citrato que coincide con lo descrito en
orina. Estos datos muestran nuevas alteraciones en ERC que no se observaban en orina.
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2. ESTUDIO DEL METABOLOMA DEL TEJIDO EN UN MODELO DE
NEFROPATIA DIABETICA MEDIANTE 'HRMAS.

Una vez estudiado el metaboloma en orina y plasma humano en respuesta al dafio renal
en ERC, estudiamos a nivel molecular lo que ocurria en el tejido del rifion. Se eligi6 un
modelo temprano de nefropatia diabética (8 semanas). Contamos con 6 ratas sanas
(control) y 5 ratas con nefropatia diabética. Este modelo ha sido descrito y caracterizado
en trabajos previos en nuestro laboratorio (figural6). (Tesis doctoral Irene Zubiri UCM
Mayo 2013).
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Figural6. Imagenes representativas de microscopia Optica de la morfologia del tejido
del rifion de ratas sanas (Al, B1, C1) y diabéticas (A2, B2, C2). Aumento 200X. Se
evaluo el dafio renal empleando la tincion de hematoxilina eosina (A1, A2) y tricrémico
de Masson (B1, B2). La tincion de rojo sirio (C1, C2) se utilizé para evaluar la fibrosis
intersticial. La analitica de la sangre mostr0 diferencias significativas para BUN
*p<0,0244, en los niveles de derivados nitrogenados de la urea BUN entre grupos. Test
no paramétrico de Mann-Whitney. Las barras de error representan el error estandar de la
media (SEM).
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Se compararon los tejidos individuales de los dos grupos, con la misma estrategia de
trabajo que en el apartado anterior pero empleando la metodologia de RMN con el
Ilamado el &ngulo mégico para poder estudiar el tejido directamente y sin tratamiento
previo a nivel molecular.

Fase de Fase de
T > o
Descubrimiento Validacion
Meétodo
RMN del metaboloma del rifion MRM en LC-{QQQ)MS. Validacion de
{*HRMAS). 18 metabolitos candidatos en:
Muestras

Nefrectomiasde 5 ratas ND
Nefrectomias de 6 ratas control
Nefrectomias de 5 ratas ND
Nefrectomias de 6 ratas control

Datos generados

18 metabolitos identificados
potencialmente diferenciales
entrerata ND y control

5 metabolitos diferenciales entre
grupos.

Figura 17. Esquema de trabajo donde se describen los pasos a seguir en el analisis del
tejido renal en un modelo temprano de nefropatia diabética en rata. A la izquierda esta
descrita brevemente la fase de descubrimiento con la tecnologia HRMAS, las muestras
utilizadas y los datos generados. A la derecha se describe la fase de validacion, donde se
utiliz6 la metodologia MRM.

2.1. Fase de descubrimiento: Analisis del tejido renal en un modelo temprano de
nefropatia diabética en rata mediante *HRMAS.

Esta técnica, "HRMAS, nos permite estudiar los tejidos intactos a nivel molecular. Es
una técnica no destructiva que ademas evita los errores causados por la manipulacion.
Al igual que lo descrito en el estudio de los metabolitos asociados a ERC en orina,
inicialmente se realizé una fase de descubrimiento mediante ‘HRMAS. El tejido se
cortd de forma transversal y homogénea para minimizar la variabilidad. Después de la
adquisicion de los espectros y su correspondiente procesado, podemos ver las primeras
diferencias, en primera dimension, del dafio renal producido por la nefropatia diabética
en ratas frente a un grupo de ratas control (figura 18).
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Figura 18. Espectros *"HRMN con angulo magico (‘HRMAS). En la parte inferior estan
situados los espectros individuales de los controles (C1, C2, C3, C4, C5y C6) y en la
parte superior los espectros individuales de las ratas con nefropatia diabética ND (R1,
R2, R3, R4y R5).

Podemos observar por ejemplo, las sefiales de los H del carbono anomérico de la
glucosa a 6=4,60 ppm, aumentadas en tejido patolégico. Podemos ver a 5,25-5,35 ppm
desplazamientos que podrian corresponder al colesterol, localizadas también en el rifion
dafiado. A 3,32 ppm un singlete que s6lo vemos en controles, podria ser la
fosfatidilcolina (PDC). Las sefiales de los carbonos alifaticos de las cadenas (-CH; -) de
los lipidos no parecen interferir de manera significativa, de hecho no hizo falta realizar
ninguna secuencia, como “CPMG”, en la adquisicion de los espectros para atenuar las
bandas que pudieran interferir en la interpretacion de los espectros. Sorprende que la
sefial de creatina a 3,02 ppm y a 3,92 ppm sea baja practicamente en todas las muestras,
ya que en estudios previos descritos en tejido renal tiene bastante intensidad (101-103).

A 6= 3,50 ppm y a 5,30 ppm aparecen sefiales solo en las rifiones dafiados. Estas
sefales, las cuales aparecen solapadas con las sefiales de los azUcares, corresponden a la
estreptozotocina que se inyecto a las ratas para inducir la diabetes.

También podemos ver a 1,18 ppm y a 3,66 ppm sefiales de EtOH, usado para limpiar el
bisturi antes de llevar a cabo el corte del rifion. Afortunadamente no interfieren en el
analisis al no tener una sefial fuerte. Otra sefial que podria interferir en el analisis es la
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sefial a 1,92 ppm del acetato. Este producto es fruto de la degradacion del tejido, no es
muy grande pero se aprecia ya una sefial de descomposicion.

En el anélisis estadistico por PCA (figura 19), igual que en el apartado anterior, se
observa una clara separacion de grupos a lo largo de la componente 1. Parece que en el
grupo del tejido patolégico hay méas dispersion entre muestras individuales, pero se
mantiene en su area. Es importante el hecho de que no existan muestras de un grupo en
el area del otro. Todas las muestras individuales estdn localizadas en el area de su
grupo, a la izquierda en la figura los controles y a la derecha los patoldgicos (figura 19),
lo cual se ve favorecido por el hecho de que sea un modelo animal controlado.

l /

Figura 19.Estudio multivariante por PCA. Las dos areas de mantienen claras. El area de
la izquierda corresponde a los controles (en negro) y el area de la derecha a las ratas con
ND (en azul).

PC2

Tal y como se realiz6 en los experimentos del analisis de orina descritos en el apartado
anterior, con los diagramas de carga “loading plots”, que marcan las regiones
responsables de la separacion de estos dos grupos control-patoldgico en el PCA,
obtenemos informacién que nos permite identificar los metabolitos, posteriormente en
los experimentos en segunda dimension.
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Figura 20. Se representan los “loading plots” o contribuciones de carga que marcan las
regiones responsables de la separacion de estos dos grupos control-patologico en el
PCA. Estudio realizado mediante el programa Amix (Bruker).

Podemos certificar las observaciones hechas en los experimentos en primera dimension,
una vez realizados y completamente identificados los metabolitos con los experimentos
en segunda dimension 2D RMN. En este estudio se realizaron los experimentos
homonucleares H-H: COSY y TOCSY RMN. Ambos experimentos, fueron suficientes
para la identificacion de los 18 metabolitos potencialmente diferenciales entre rata ND y
rata control. No se realizd en este caso ningun espectro heteronuclear por la sencilla
interpretacion de los espectros.

Asi se pudieron identificar los metabolitos reflejados en la tabla 7.
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Tabla7. Metabolitos identificados en los experimentos de HRMAS con sus
desplazamientos quimicos correspondientes.

METABOLITO DESPLAZAMIENTO QUIMICO (PPM)
Betaina 3.89(s), 3.25 (s)
Glutamato 2.04 (m), 2.11 (m), 2.34 (m), 3.74 (dd)
L-Glicina 3.55(s)
L-Leucina 0.94(t), 1.70 (m), 3.72 (m)
Myoinositol 3.28(t), 3.52 (dd),3.61(t),4.05 ()
L-Fenilalanina 742 (m), 7.36 (m), 7.32 (d), 3.98 (dd), 3.19 (m)
Taunina 3.25(t),3.42 (1)
Trimetillamina-N-oxido 3.25(s)
L-Tirostna 3.02(dd), 3.17 (dd), 3.92 (dd), 6.87 (m), 7.17 (m)
L-Valina 0.97(d), 1.02(d), 2.28(m), 3.61(d)
Glutamina 2.13(m), 2.39(m), 3.76(t)
Lactato 1.33(d)
Lisina 1.47(m), 1.70(m), 1.90(m), 3.02(t)
D-xilosa 3.21(dd), 3.31(dd), 3.42(t), 3.51(dd), 3.63(m), 3.91(dd), 4.57(d),
5.19(d)
Acetato 1.92(s)

Aldosterona 0.98(d), 1.02(m), 1.17(s), 1.21(s), 1.27(m), 1.42(m), 1.58(m),
1.77(m), 1.91(m), 1.99(dd), 2.08(m), 2.24(m), 2.37(m), 2.84(t),
3.18(ddd),4.03(ddd), 4.43(d), 4.62(s), 4.84(s), 5.26(s), 5.62(s)

Glicerofosfocolina (GPC) 3.24(s), 3.67(dd), 3.78(m), 4.36(m)
Fostatidilcolina (PDC) 3.32(s)

Como observamos en la tabla 7, algunos de los metabolitos que se podian prever en la
primera dimension, fueron identificados como ciertos en los experimentos 2D RMN.
Uno de ellos, Fosfatidilcolina (PDC), ya en los espectros de primera dimension
podiamos decir que era significativamente diferente. Como se aprecia en la figura 18, el
singlete a 3,30 ppm se distingue muy bien en tejido control, sin embargo en individuos
la sefial es muy pequefia. TMANO, en primera dimension aparece solapado con la
Betaina a 3,26 ppm, con lo cual ha sido necesario recurrir a la espectrometria de masas
para poder diferenciarlos cuantitativamente. Glutamato y Myoinositol, tampoco se
aprecian de forma inequivoca en 1D RMN. Aldosterona, es una molécula grande que
contiene muchas sefiales en el espectro de 1D RMN. En algunas de las cuales, sobre
todo en alto campo, si se puede observar la diferencia entre tejido control y tejido
dafado.
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Estos 18 metabolitos se analizaron, tal y como se describe a continuacién, mediante otra
técnica analitica y asi confirmar que realmente son los responsables de las variaciones.

2.2. Fase de validacion: Analisis metabolomico del tejido renal en un modelo
temprano de nefropatia diabética en rata mediante LCMS/MS MRM.

Para confirmar los metabolitos responsables del dafio renal en este modelo temprano de
nefropatia diabética en rata, se analizaron las muestras de tejido mediante LC MS/MS
MRM).

De los 18 metabolitos, potencialmente significativos en la fase de descubrimiento, s6lo
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en 5 metabolitos. Estos estan
representados en la figura 21 y su significacion estadistica esta recogida en la tabla 8.

Las sefiales correspondientes a cada metabolitos se normalizaron con la intensidad total
del cromatograma (TIC) para contrarrestar los efectos de la variabilidad. Se
encontraron 3 metabolitos, significativamente diferenciales con niveles mas bajos en el
tejido patologico. Estos son Glutamato, TMANO y PDC. El caso contrario lo
encontramos en Aldosterona y Myoinositol, que se encontraron en niveles de
abundancia relativas mas altos en tejido patoldgico (tabla 8).

Tabla8. Metabolitos significativamente alterados en tejido renal en un modelo de
nefropatia diabética en rata.

ND ws Control
METABOLITO
Ratio p-valor
Aldosterona 2.38 0.0022%%
My oinisitol 2.84 0.02%
Fostatidilcolina (PDC) 0.29 0.0008%**
Trimetilamina-N-oxido
0.13 0.0043%*
(TMANO)
Glutamato 0.52 0.0022%%

121



myoinositol Aldosterona
0.00015; Ly
I 1]
o B [
'E 0.00010 .TL; 0.000044
S £
: :
2 0,00005- ; 0.00002
9 <
<
0.00000- 0000004
hY
o‘@ & &‘o ef(‘f
Iy ®
Glutamato - TMANO
0016+ 000006 05y
1] ] %
T 0010 T 000004 8 ooy
N N -
] 7, g
: : :
E 00054 - gu‘nnnoz T §gm1.
0 0 =
< < <
0.000+ 0.00000: 0.000-
o \
& ¢ & $ §
¢ §
4

Figura 21. Panel de 5 metabolitos en tejido renal correspondientes al modelo animal de
ND. Las gréaficas corresponden a los datos obtenidos por MRM: control y STZ (siglas
de Estreptozotocina). (*TMANO (Trimetilamina-N-oxido) y PDC (siglas en inglés de
fosofatidilcolina)). Test no paramétrico de Mann-Whitney. Las barras de error
representan el error estandar de la media (SEM).

Destacamos que el resto de los metabolitos estudiados no son significativos porque
aparecen al mismo nivel entre tejido control y tejido patologico, teniendo asi la misma
abundancia en los dos grupos.

Dos de los metabolitos encontrados con niveles alterados en rifion se encontraron
alterados en la orina y en el plasma humano de individuos con ERC frente a individuos
sanos (control). La presencia de Glutamato se encuentra disminuida en el tejido dafiado
respecto al sano. En plasma humano, cuando comparamos plasma de individuos sanos
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con plasma de individuos con ERC, encontramos la misma tendencia, teniendo asi, los
niveles més bajos en los individuos con ERC. Sin embargo, en la orina humana
encontramos la tendencia contraria. TMANO, no resultd diferencial en plasma humano,
pero si en orina, donde sigue la misma tendencia que en el tejido, aumentando sus
niveles en patolégico.
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3. ESTUDIO DE LAS ENZIMAS DEL CICLO DEL GLUTATION VIA 5-
OXOPROLINA EN MUESTRAS DE ORINA'Y PLASMA.

La alteracion de los metabolitos Glutamato y 5-Oxoprolina en el estudio anterior
(apartado 1) en orina y plasma humano en ERC y en el estudio de tejido renal de rata
con nefropatia diabética (apartado 2), nos llevé a investigar otros componentes del ciclo
del glutatién via 5-Oxoprolina, en él participan ambos metabolitos. Asi se hipotetizo
que se podia reflejar esta alteracion también en las enzimas. Asi se estudiaron 5-
Oxoprolinasa, enzima que controla el paso de 5-Oxoprolina al Gutamato, la enzima
gamma-Glutamilciclotransferasa que da lugar a 5-Oxoprolina desde dos vias: gamma-
Glutamilcisteina y gamma-Glutamil-AA, y la enzima Glutamato-cisteina ligasa, que
controla a la retroalimentacion hasta el Glutamato desde el Glutation. Esta tiene dos
subunidades, una catalitica y otra reguladora (104).
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Figura 22. Ciclo del catabolismo de Glutation via 5-Oxoprolina. Se indica con flechas al
lado de 5-Oxoprolina y al lado de Glutamato la variacion en orina y en plasma en el
estudios en ERC.
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Para estudiar estas enzimas concretas se realizé el analisis directamente por MRM. Para
ello primero se optimiz6 primero la metodologia con el CHIPCUBE/LCMS de Agilent
Technologies.

3.1. Desarrollo del método LC MS/MS MRM para proteinas con el
equipo CHIPCUBE LC (QQQ) MS de Agilent Technologies.

Este apartado sera comun para el apartado 3 y 4. Solo se describird brevemente la
adaptacion de lo ya publicado al nuevo equipo.

El modo de trabajar en MRM esta descrito en la literatura (63-65;67). El equipo LCMS
utilizado, el cual se puso a punto, cuenta con una tecnologia pionera Unica en Espafia
(CHIP CUBE acoplado a un triple cuadrupolo). Tanto es asi que se ha colaborando
activamente, con el servicio técnico (Xavier Maes) de la casa comercial en el desarrollo
optimo del equipo.

Primero explicaremos la cromatografia con chip, ya que este es el punto mas novedoso
respecto a los sistemas convencionales. Se basa en un chip que incorpora toda la
separacion cromatografica (precolumna y columna analitica), como ya se ha explicado.
En la columna se produce la separacion cromatogréafica de los péptidos que seran
analizados por MS en linea. Se han tenido que ajustar los métodos cromatogréaficos
habituales en proteémica para adaptarlos al chip y sus condiciones. Con este sistema los
métodos de cromatografia son mas cortos de los que se suelen usar en la
nanocromatografia convencional. Este chip tiene otra novedad: ademas de contener el
sistema de cromatografia incorpora la fuente de nanoelectrospray en el mismo sistema
de del chip (llamado CHIPCUBE).

Para el analisis de proteinas con el chip se trabaja en modo de ionizacion positivo, ya
que esta tecnologia de momento no permite la ionizacién en modo negativo. Este punto
no es importante a la hora de trabajar con proteinas. El voltaje optimizado es de 1700 V
(segun la casa comercial), pero se puede subir hasta 2000V (voltajes de ionizacién en
fuente). Comparando esto con la fuente de Jet Stream, Gptima para molécula pequefia en
la cual podemos realizar los dos tipos de ionizacion positivo (con una optimizacion de
voltaje 4000 V a 3500 V segun la molécula) y el negativo (con valores de voltaje de
3500 V a 3000 V), se ha bajado el voltaje de ionizacion en fuente. Esto puede tener
ventajas a la hora de la éptima ionizacién. También se ha evaluado la variacién de otros
pardmetros como flujo de N, DP (potencial de “declustering”). Presion de operacion,
“Curtain gas”, “interfase heater”, “Dwell time”, CE (voltaje de fragmentacion). Estos
parametros son propios de la metodologia MRM, descritos ya en la literatura (65), e
incluso el tiempo de retencion en cromatografia. El método cromatografico ha habido
que cambiarlo ya que los métodos ya optimizados no resultaron adecuados para este
nuevo sistema, donde la columna es mas corta en longitud frente a las usadas de forma
convencional (15 cm de una columna convencional frente a 150 mm columna del chip).
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Se trabaj6 para su puesta a punto con un abanico de muestras complejas representativas
en matrices como plasma y orina entre otras.

Ya que se trata de una configuracion nueva se trabajé también en la optimizacion segun
la naturaleza de la matriz. Cada matriz tiene una dificultad afiadida a su propia
naturaleza, por ejemplo, los lipidos asociados interfieren dificultando la cromatografia,
ya que se trata de una fase reversa e incluso la ionizacion en la fuente del detector. Se
probaron dos chips diferentes: a) Un chip con columna de longitud de 43mm y una
precolumna de capacidad de 40nl, b) un chip con columna de longitud de 150mm y una
precolumna de capacidad de 160nl ideal para muestras de plasma. Para las muestras de
orina en el estudio diferencial por iTRAQ (apartado 4) se utilizd un chip con una
columna 150 mm y una precolumna con una capacidad de 500nl.No fue optimizado en
su momento porque pertenece a una nueva generacion de chip (Agilent Technologies).

En nuestro caso para este apartado donde se estudian las enzimas, se utilizaron para la
muestra de orina una columna analitica de 43mm y para las muestras de plasma una de
150 mm, al ser este mas complejo. La precolumna o columna de enriquecimiento
también es mayor en el chip con mayor capacidad para la muestra de plasma (160nl) y
con menor para la muestra de orina (40nl). Se intent6 analizar las muestras de plasma en
el chip de menor capacidad pero los mejores resultados fueron con la columna mayor.
Los primeros indicios al comprobar que esta columna no era la adecuada eran que la
muestra no llegaba a salir del todo en el tiempo y gradiente que corresponde a los
péptidos. La mayor parte de los péptidos, por su propia naturaleza quimica, se eluyen
todos cuando se obtiene con la fase mévil B (fase organica) un porcentaje respecto a la
fase acuosa de un 40-60%. Sin embargo en la columna de menor capacidad aparecian
en el cromatograma a altos porcentajes de componente organico. Esto seria un falso
positivo ya que a ese porcentaje aparecen interferentes que se suman a la sefial del
analito dando areas en exceso y confundiendo un posible resultado.

Otro punto no tan novedoso y previo al estudio cromatografico es la optimizacién de los
péptidos segin el modo de trabajo MRM. Se sigue el mismo procedimiento que el
descrito en el estudio de los metabolitos (apartado 1.2.1), pero con la particularidad de
que las proteinas tiene un tamafio mayor y por tanto una conformacion estructural
diferente. Asi para el estudio de proteinas por MRM es necesario estudiar por péptidos
propios (tras una digestion) y no con la proteina entera, segun el procedimiento
descritos en la bibliografia (65).

Como se explicd anteriormente es necesario comprobar qué transicion (Introduccion
apartado 3.5.) es la mas adecuada para analizar nuestra molécula de interés (en nuestro
caso las enzimas del ciclo del catabolismo del Glutation) (65). Llamamos méas adecuado
sobre todo a que sea cuantificable y para ellos tenemos que garantizar su buena
ionizacion en la fuente (para ello se ajustara el “fragmentor”) y su ruptura en un
producto estable que llegue al detector dando una sefial optima y cuantificable (la
denominada energia de colision CE) (apartado 1).
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Se intent6 optimizar primero con el programa “Optimazer for peptides” de Agilent
Technologies. Este programa es mas manual que el programa Skyline, teniendo que
hacer un barrido “scan” previo de la muestra y viendo que péptidos eran mas
abundantes. El triple cuadrupolo propiamente dicho, no es el instrumento més adecuado
para hacer un estudio por barrido “scan”. Siendo muy sensible para trabajar en MRM,
no lo es tanto para trabajar en modo barrido “scan”. No permite hacer digestiones in
silico siendo un inconveniente a la hora de decidir los péptidos candidatos. Después del
barrido “scan” se procede a la optimizaciéon del “fragmentor” y luego la CE. Al
optimizar esta energia es necesario ir por rangos pequefios. Se recurrio a otro programa
libre y disefiado por la Universidad de Washington (103).

El programa Skyline sin embargo nos permite hacer una optimizacion de forma
automatica de las proteinas estudiadas. No vamos a describir todo el programa porque
esta publicado en las guias de aplicacion. Lo primero sera realizar una digestion in silico
de las proteinas, donde elegimos la enzima, en nuestro caso tripsina, que nos va a cortar
en el extremo C-terminal de los residuos de lisina y arginina. Una vez obtenidos los
péptidos tripticos es necesario comprobar los péptidos de la secuencia que son
proteotipicos de la proteina estudiada. Para ello se recurre a las bases de datos Blast®
(Basic Local Alignment search tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (92) con restriccion
taxondémica a Homo sapiens. Se probaron varias estrategias para conseguir una buena
optimizacion de las transiciones. Al final se decidio, probar las cargas del precursor +1
y +2 y del producto +2 y +3 al ser las méas probables. El péptido tiene que tener una
longitud méxima de 25 y minima de 6. Se programé para que tuviese en cuenta a la
aquilacion del grupo protector que proporciona la |A en las cisteinas de la secuencia y
que no tuviese ningun salto en el corte enzimatico. Una vez optimizado el método se
procede al analisis.

3.2 Estudio de las enzimas que controlan el ciclo del Glutation via 5-
Oxoprolina en muestras en muestras de orina.

Se observo una variacion de los metabolitos del ciclo del Glutation via 5-Oxoprolina en
la orina y en el plasma de individuos con ERC. EI metabolito 5-Oxoprolina encuentra
sus niveles notablemente mas bajos y existe una excrecion fuerte de Glutamato,
principal fuente a la hora de la formacion del Glutation. En plasma observamos la
tendencia contraria. Por ello, se estudiaron las enzimas que controlan este ciclo y en
especial el paso de 5-Oxoprolina a Glutamato.

Se realiz6 un estudio con 25 individuos por grupo (ERC inicial e individuos sanos) y 23
individuos con ERC avanzada, donde corroboramos lo anteriormente visto en el estudio
inicial (tabla 5 en Material y Métodos).

En la tabal 9 se muestra el resultado del estudio estadistico en orina de las enzimas del
ciclo del Glutation via 5-Oxoprolina después de  analizar las transiciones
correspondientes a cada enzima por la metodologia MRM.
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Tabla 9. Enzimas con las transiciones significativamente alterados en individuos con
ERC avanzada y ERC inicial frente a individuos control en muestras de orina. (* 5-
Oxoprolinasa (OPLA), gamma-Glutamilciclotransferasa (GGCT) y Glutamato-cisteina

ligasa reguladora (GSHy) y Glutamato-cisteina ligasa catalitica (GSH,)).

Secuencia
y. Transicion ERC »s Conirol ERCivs Conirol
Enzima Péptido
ml->m2 Ratio l Pvalor Ratio Pvalor
RGHDPSAHVLACFGGAGGQHACAIARA 230 7.5035 5 63 <OD0fiee
RYQGTDCALMVSAHGHPATARS 738757963 ¢33  «gogp ssr
obik R ELGFTHVSLSSEAMPMVRI 644656553 901 <0000] 043 00001+
664.3-26853 441 <0000 *Hkk
664.3-745 4 349 <0.0001 ¥
Secuencia
o Transicion ERC vs Control ERCivs Conirol
Enzima Péptido
ml->m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
K SHLNSLDEQEGVKS T16.8-2694 4 0.41 <0000 *Hkk 043 200001 #*k*
478.2-26943 036 0.0120% 0.16 <0000 #rx
GECT RSYLMTNYESAPPSPQTKK 65936778 g4l <ogoorteer 050 <0.0001 *Hrk
659327698 039 <0 000 Hkkk 0.19 <0001 #ekokk
659.3->806 9 022 <[ 0001 #rkk 0.089 <0000 *ekok
Secuencia
Péptido Transicién ERC »s Conirol ERCiys Conirol
Enzima
Wlzng Ratio | Pvalor Ratio Pvalor
K.QFDIQLLTHNDFK.E 7849-2959 5 1.53 0.0012%* 084 0.0029**
GSHg K.CPSTHSEELHDCIQK.T 614326633 1.66 00021 ** 0.58 0.0080%*
614329283 168 0.0054%* 066 0.0023%*
Secuencia
Péptido Transicién ERC »s Control ERCivs Conirol
Enzima
ML Ratio | Pvalor Ratio Pvalor
R.FKPPPPNSDIGWR.V 5043-25313 - 088 0.0486*
GSH; RWGVISASVDDR.T 602 .8-25913 - = =
602.8-2662.3 - 012 000118*
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3.2.1. 5-Oxoprolinasa (OPLA) en muestras de orina.

La 5-Oxoprolinasa es una enzima que cataliza la conversion de 5-Oxoprolina a
Glutamato.

En la figura 23 estan representadas las transiciones correspondientes a esta enzima y en
la tabla 9 la significacion entre grupos. En la 5-Oxoprolinasa se optimizaron 9
transiciones, 5 de ellas el resultado mas significativo es para los individuos con ERC
avanzada comparado con el grupo control. La transicion 839,7->985,5, correspondiente
al péptido RGHDPSAHVLACFGGAGGQHACAIARA demuestra un aumento en los
niveles de esta proteina en individuos con ERC avanzada, seguido de individuos con
ERC inicial. Sin ser estadisticamente significativa, si podemos observar la tendencia a
aumentar los niveles en orina. En este caso, este péptido con 25 aminoécidos y dos de
ellos cisteinas en su secuencia, es un péptido con un valor confianza en Blast® del 80-
200% de pertenecer a la enzima en cuestion. Ademas es un péptido cuya digestion se
considera un éxito (la digestion es un proceso dificil de controlar), repetido el proceso
en cuatro ocasiones, dando siempre el mismo resultado.

839.7->985.5 644.6->655.3
A 0006
# e ST ; é 0,004 =
Eg 0004 H
| g - E 0.0021
0000 oo NI T e

Conttol  ERG.  ERCnicdl Control ERC ERC inicial

664.3->685.3 664.3-5745.4 738.7->796.3

0,0054 0,005

i T 0.0034 T o v T
y % 0002 g 0003
0.0024 E g 2 g 0,002

0001
00011 - i 0.004
0,000 0,000 0,000

Control ERC  ERC inicial Control ERC  ERC inicial Control ERC  ERC inicial

Area normalizada
OPLA
o o
=
3 ¥

Figura 23. Transiciones de la enzima 5-Oxoprolinasa (OPLA) en muestras de orina.
Datos obtenidos por MRM. Tres grupos: control, ERC y ERC inicial. Test no
paramétrico de Mann-Whitney entre Control frente a ERC y Control frente a ERCi. Las
barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

Los datos anteriores se corroboraron con el péptido YQGTDCALMVSAHQHPATARS

con la transiciéon (738,7-> 796,3), el péptido RELGFTHVSLSSEAMPMVRI con la

transiciones (664,3-> 754,4 y 685,3) y el péptido KLLSEDPANYADAPTEGIRR con
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una transicion (644,6->655,3). Obteniendo las mismas observaciones, salvo para las
transiciones (738,7-> 796,3) y (664,3-> 745,4 y 685,3) que siguen un mismo patrén,
reflejando el mismo comportamiento de los grupos en las tres transiciones (figura 23).
Podemos comprobar en la tabla 9 que no resulta estadisticamente significativo el grupo
de ERC inicial frente al grupo control, excepto en la transicion (644.6->655.3), donde es
significativa estadisticamente en el grupo de ERC inicial pero con una tendencia
contraria a la esperada.

3.2.2. gamma-Glutamilciclotransferasa (GGCT) en muestras de orina.

716.8--804.4 478.2-594.3
0,003 0.005
0004
’ 0.002
g 5 0.003
2o o
E o 80 0002
! 2 0.001
0,000 0.000
Control ERC inicial Control ERC ERC inicial
659.3->677.8 66937608 §59.3:>806.9
0.004 9008 0.004
% 0.003 0.003 ! 0.003
3] 15 3}
14 X 14 0,002 0 X
i3 0.002 53 53 0,002
=y
z g 0.001 g 0.001 == g g 0001
S
0.000. 0.000 = . 0.000
Control ERC inicial Control ERC ERC inicial Control ERC ERC inicial

Figura 24.Transiciones de la enzima gamma-Glutamilciclotransferasa (GGCT) en
muestras de orina. Datos obtenidos por MRM. Tres grupos: control, ERC y ERC inicial.
Test no paramétrico de Mann-Whitney entre Control frente a ERC y Control frente a
ERCi. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

La gamma-Glutamilciclotransferasa (figura 24 y tabla 9); de los 8 péptidos que
teniamos tras su digestion in silico, s6lo 2 resultaron proteotipicos de esta proteina en
Blast®. Se optimizaron 7 transiciones de esos 2 péptidos, pero sélo 5 de ellas dieron
significacion estadistica: para el péptido KSNLNSLDEQEGVKS, 2 transiciones
estadisticamente significativas (478,2-> 594,3) y (716,8->804,4) y para el péptido
RSYLMTNYESAPPSPQYKK, 3 transiciones ((659,3->677,8); (659,3->769.8) y
(659,3->806.9)). Esta enzima que controla los dos pasos por los cuales se llega a la 5-
Oxoprolina, se encontrd6 con niveles mas bajos en orina en individuos con ERC
avanzada asi como en individuos con ERC inicial, donde se encuentra en grado de
significacion menor respecto a controles.
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3.2.3. Glutamato-cisteinaligasa (GSH) en muestras de orina.

La ultima enzima estudiada es la Glutamato-cisteinaligasa (GSH) encargada de la
retroalimentacion hacia el Glutamato desde el Glutation. Estd compuesta por dos
subunidades, subunidad reguladora (GSHO) y subunidad catalitica (GSH1).

184.9>859.5 61436633 61439283
0004 00025 000155

0003 R e T T
00015 e
g o é é
u 0000 v
i E i o
5 ‘ 5o k
000 0000 00000
Control  ERC  ERC inicel Cotrol ~ ERC  ERC inicial Cotrdl ~ ERC  FERC inicial

Figura 25.Transiciones de la enzima Glutamato-cisteinaligasa subunidad reguladora
(GSHO0) en muestras de orina. Datos obtenidos por MRM. Tres grupos: control, ERC y
ERC inicial. Test no paramétrico de Mann-Whitney entre Control frente a ERC y
Control frente a ERCi. Las barras de error representan el error estandar de la media
(SEM).

Se estudiaron 5 péptidos de la subunidad reguladora (GSHO), de los cuales 2 era
proteotipicos segun Blast®. De las 6 transiciones optimizadas, so6lo 3 fueron
estadisticamente significativas, éstas corresponden al péptido
KCPSTHSEELHDCIQKT con 2 transiciones (614,3->663,3 y 928,3) y el péptido
KQFDIQLLTHNDPKE con 1 transiciones (784,9->959,5) Destacamos un aumento en
sus niveles en pacientes con ERC avanzada. En esta subunidad de la enzima,
observamos un comportamiento similar al de la 5-Oxoprolinasa con un aumento en los
niveles en individuos con ERC avanzada. Respecto a las etapas iniciales el
comportamiento es similar en los grupos de ERC avanzada e individuos con ERC inicial
(figura 25 y tabla 9).

Se estudid en este caso también la Glutamato-cisteina ligasa subunidad catalitica
(GSH1), sin poder extraer nada relevante, excepto en las etapas iniciales donde resultd
ser significativa en dos transiciones RFKPPPPNSDIGWR (504,3->531,3) vy
RWGVISASVDDRT (602,8->662,3), las cuales fueron significativas al contrario de lo
esperado (figura 26 y tabla 9).
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Figura 26.Transiciones de la enzima Glutamato-cisteinaligasa subunidad catalitica
(GSH1) en muestras de orina. Datos obtenidos por MRM. Tres grupos: control, ERC y
ERC inicial. Test no paramétrico de Mann-Whitney entre Control frente a ERC y
Control frente a ERCi. Las barras de error representan el error estandar de la media
(SEM).

3.3. Estudio de las enzimas que controlan el ciclo del Glutation via 5-
Oxoprolina en muestras de plasma.

Si estudiamos las enzimas en plasma, tenemos 3 transiciones para 5-Oxoprolinasa, que
disminuyen sus niveles en individuos con ERC tanto en sus niveles avanzados como en
iniciales. Para la enzima gamma-Glutamilciclotransferasa tenemos 3 transiciones cuyos
niveles aumentan en la ERC avanzada. Las dos muestran el comportamiento contrario al
observado en orina. Respecto a la Glutamato-cisteinaligasa tiene el mismo
comportamiento que en orina, aumentando su expresion en ERC en estadios avanzados.
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Tabla 10. Enzimas con las transiciones significativamente alterados en individuos con
ERC avanzada y ERC inicial frente a individuos control en plasma.

Secuencia - ERC s ,
‘ Transicion ERCivs Control
Enzima Péptido Control
ml->m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
RGHDPSAHVLACFGGAGGQHACAIARA 839 7.5985 5 0.50 0.0004*** 0.10 00001 HHrk
OPLA 839.7-21040.5 0.50 00154* 011 <0.000] #Hik
RGDLFDLAVPMPEVLYEEVLEVDERY 926 52028 5 00t 0.0002 %+ 001 <0.000] bk
Secuencia
% Transicion ERC »s Conirol ERCivs Control
Enzima Péptido
ml->m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
K SNLNSLDEQEGVKS 716.8->873 4 £.05 0.0028%*
GGCT 478 .2-2594 3 5.86 <[ 0001 Hkrk
478 2-2565 8 450 0.0021**
Secuencia
e Transicion ERC vs Conirol ERCiys Control
Enzima Péptido
ml->m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
KCPSTHSEELHDCIQK.T 614.3-2698 3 24.37 <0.0001 ek
GSHy
614.3-2663 3 23.05 <0.000] *Hk

3.3.1. 5-Oxoprolinasa (OPLA) en muestras de plasma.

En la figura 27 estan representadas las transiciones de esta enzima y en la tabla 10 la
significacion entre grupos. En la 5-Oxoprolinasa 3 transiciones fueron estadisticamente
significativas. El resultado més significativo fue para los individuos sanos comparados
con el grupo ERC avanzada y ERC inicial. Este es un comportamiento contrario al

observado en orina. Las transiciones

(839,7->985,5 y 1040,5), correspondiente al

péptido RGHDPSAHVLACFGGAGGQHACAIARA vy la transicion (926,5->928,5)
correspondiente al péptido RGDLFDLAVPMPEVLYEEVLEVDERYV, demuestra un
descenso en los niveles de esta proteina en individuos con ERC avanzada en plasma,
seguido de individuos con ERC inicial, siendo estadisticamente significativa.
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Figura 27. Transiciones de la enzima 5-Oxoprolinasa (OPLA) en muestras de plasma.
Datos obtenidos por MRM. Tres grupos: control, ERC y ERC inicial. Test no
paramétrico de Mann-Whitney entre Control frente a ERC y Control frente a ERCi. Las
barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

3.3.2. gamma-Glutamilciclotransferasa (GGCT) en muestras de plasma.

En la gamma-Glutamilciclotransferasa (figura 28 y tabla 10), tenemos 1 péptido, con 3
transiciones con significacion estadistica. El péptido KSNLNSLDEQEGVKS, con las
transiciones estadisticamente significativas (478,2-> 594,3 y 565,8) y (716,8->873,4)
Esta enzima se encontré con niveles mas altos en plasma en individuos con ERC
avanzada. Sin embargo, no resultd significativa en individuos con ERC inicial. El
comportamiento es contrario al reflejado en orina.
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Figura 28.Transiciones de la enzima gamma-Glutamilciclotransferasa (GGCT) en
muestras de plasma. Datos obtenidos por MRM. Tres grupos: control, ERC y ERC
inicial. Test no paramétrico de Mann-Whitney entre Control -ERC y Control-ERCi. Las
barras de error representan el error estandar de la media (SEM).
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3.3.3. Glutamato-cisteinaligasa (GSH) en muestras de plasma.

En el caso de esta enzima solo resulto ser significativa la subunidad reguladora (GSHO),
con un solo péptido KCPSTHSEELHDCIQKT con 2 transiciones (614,3->663,3 y
698,3) Destacamos un aumento en sus niveles en pacientes con ERC avanzada (figura
29 y tabla 10). Este hecho coincide con el comportamiento encontrado en orina en esta
enzima.

614.3->698.3
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Figura 29.Transiciones de la enzima Glutamato-cisteinaligasa subunidad reguladora
(GSHO0) en muestras de plasma. Datos obtenidos por MRM. Tres grupos: control, ERC
y ERC inicial. Test no paramétrico de Mann-Whitney entre Control frente a ERC y
Control frente a ERCi. Las barras de error representan el error estandar de la media
(SEM).

3.4. Resumen del comportamiento de las enzimas del ciclo del Glutation
via 5-Oxoprolina.

Observamos que el comportamiento de las enzimas va en el sentido esperado y es
coherente en los dos fluidos con lo observado en los metabolitos 5-Oxoprolina y
Glutamato (apartado 1). En el cuadro resumen (tablall) estan reflejados estos cambios.
En el caso de la orina, 5-Oxoprolina desciende sus niveles y Glutamato aumenta los
suyos en individuos con ERC (figura 22). Asi la enzima OPLA aumenta los niveles en
su paso de 5-Oxoprolina a Glutamato. En la GGCT, que da paso a 5-Oxoprolina por dos
vias, observamos que sus niveles se encuentran descendidos en individuos con ERC en
muestras de orina. En el caso de la retroalimentacion desde el Glutation, la enzima GSH
tiene un descenso en sus niveles de abundancia. El caso contrario ocurre en el plasma.
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Tabla 11. Resumen del resultado del estudio de las enzimas y metabolitos del ciclo de
Glutation via 5-Oxoprolina en muestras de orina y plasma en individuos con ERC. Las
flechas nos indican cuando los niveles aumentan o disminuyen. Las enzimas estan en
color negro y los metabolitos en rojo.

CICLO GLUTATION ViA ORINA PLASMA
5-OXOPROLINA ERC ERC ERC ERC
INICIAL | AVANZADO | INICIAL | AVANZADO
OPLA - 4 1 I
ENZIMA GGCT )
GSH,

5-OXOPROLINA
METABOLITO

— | >«

T
' t
T
v

—» | P
—>

GLUTAMATO
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4. ESTUDIO DE EXPRESION DIFERENCIAL DE LAS PROTEINAS EN
MUESTRAS DE ORINA ASOCIADAS A LA ENFERMEDAD RENAL
CRONICA.

Igual que se estudiaron los metabolitos asociados a ERC, se realiz6 un estudio de las
proteinas que pudieran estar implicadas en la ERC. Para ello se siguio el esquema
descrito en la figura.

Fase de |
Descubrimiento T e SRR ) Fase de
. Validacion
Método
iTRAQ 8Plex LCMS/MS
MRM en LC-(QQQ)MS validacion
Muestras

de 9 proteinas candidatas

Dos réplicas hiologicas con grupo de
individuos con ERC (ERC1 y ERC2)

Dos réplicas bioldgicas con grupo 23 Individuos con ERC
individuos con EAC asociada a ERC (ERC+1 25 Individuos sanos

y ERC+2) 10 Individuos con ERC+
Dos réplicas bioldgicas con grupo (diferente cohorte)

individuos sanos (Cly C2)
Datos generados l

116 proteinas diferenciales

9 proteinas diferentes entre
identificadas (35% de confianza). P

) . subgrupos:
Diferentes estadisticamente entre W ,
5 metabolitos asociados a
grupos: ERC

5 proteinas entre ERC y control

: 4 metabolitos asociados a
4 proteinas entre ERC+ y ERC.

EAC en ERC (ERCH+)

Figura 30.Esquema de trabajo. A la izquierda fase de descubrimiento seguido, segun
indican las flechas, de la fase de validaciéon. (* Enfermedad cronica renal (ERC),
Enfermedad crénica renal con Enfermedad coronaria asociada (ERC+) y Enfermedad
coronaria asociada (EAC)).

4.1. Fase de descubrimiento: analisis diferencial por iTRAQ LC MS/MS
en muestras de orina.

En la fase de descubrimiento se realizd un estudio de expresion diferencial de proteinas
por marcaje isotopico iTRAQ 8plex (ABSCIEX) LCMS/MS. Para ello se tomaron dos
replicas bioldgicas de orina humana por grupo a comparar: individuos control (C1 y
C2), individuos con ERC (ERC 1 y ERC 2), individuos con EAC asociada a ERC+
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(ERC+1 y ERC+2) y mezcla de individuos de la réplica 1 (ERC1ly ERC+1) y la réplica
2 (ERC2 y ERC+2).

Tabla 12. Disefio del experimento de iTRAQ 8plex.

113 114 116 117 118 119 121

C1 C2 ERC2 ERC+1 ERC+2 ERC1yERC+1 | ERC2yERC+2

4.1.1. Identificacion de proteinas.

En este estudio se compararon tres grupos: individuos con ERC, individuos con ERC y
EAC asociada (ERC+) e individuos control (C). Todas ellas se han estudiado utilizando
el etiquetado iTRAQ 8 Plex (ABSCIEX) para su estudio diferencial siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para comprobar si el marcaje fue correcto antes de mezclar
las muestras marcadas individualmente (material y métodos), se comprob6 el marcaje
fragmentando péptidos al azar de cada una de las muestras en un equipo MALDI
TOF/TOF (4800 ABSiex), como se muestra en la figura 31. El marcaje fue correcto, ya
que aparecen los correspondientes reporters (etiquetas) al fragmentar péptidos en cada
una de las muestras.

MARCAJEITRAQ
113.0931 114.0920
_Ll RealBNE 2 s Llad o e, —
115.0914 116.0914
|4 [ 0 P LN - = I s “L = i
118.0654
117.0964
| M e — p— J , e — anlod
119.0856 121.0989
JLL b diadi i ie s s M P . P

Figura 31. Espectro MSMS de un péptido seleccionado al azar en cada una de las
muestras (eje de abscisas (m/z) y eje de ordenadas (intensidad relativa del espectro). Se
muestra en cada uno de los espectros la etiqueta correspondiente al marcaje con iTRAQ
(113-119 y 121). Aunque en la figura no se pueda apreciar bien las sefiales m/z en el
espectro, solo se muestra para ver la sefial de las etiquetas.
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Una vez obtenidos los espectros, se realizd una cuantificacion de las proteinas, por el
método Bradford; seguido se realizé un SDS-PAGE para ver la distribucion proteica,
antes de digerir.

Cl c2 ERCL ERC2 ERC+1 ERC+2
MW 113 114 115 116 117 113
250 —
150 -
100
— ro——
50 -
37
—
- —

20

Figura 32. SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie (CCB) para comprobar la
cuantificacion de Bradford. Los nombres de los carriles estan nombrados segun tabla
12, tal y como se indico en el disefio del experimento de iTRAQ.

Segun observamos en el gel las réplicas bioldgicas de control son muy parecidas, no
tanto las réplicas 115 y 116, como ya se ha dicho. Podemos observar en la muestra 116
una banda muy marcada que no aparece con tanta intensidad en el resto. ES curioso
también observar, que aunque el espectro de MALDI TOF de la figura 31 se realizara
con un péptido al azar, aparezcan sefiales mas intensas que en el resto de los espectros.
Respecto a las réplicas 117 y 118 ocurre exactamente lo mismo, apareciendo en 118 una
banda mas intensa que el resto, que ademas no coincide con la banda aparecida en 116.
Para que el anélisis de datos sea coherente y que la existencia de una o varias proteinas
no enmascaren los resultados, ni den falsos positivos (esto es porque no partiriamos de
la misma cantidad de proteina en igualdad de condiciones), determinamos, aunque el
analisis se realice con todas la etiquetas, considerar sélo 113 (C1), 114(C2), 115(ERC)
y 117(ERC+) para evaluar las proteinas que van a ser validas. Es importante observar la
eficacia de la deplecion de Albumina (Material y Métodos), ya que practicamente no se
observa banda a la altura de su peso molecular (67KDa). A la hora de la cuantificacion
de los péptidos responsables de las diferencias entre grupos esto es importante ya que la
elevada proteinuria de los individuos con ERC frente a los individuos control podria
enmascarar los resultados.
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Al ser la orina un fluido biolégico complejo, para un mejor estudio diferencial, se
procedid a fraccionar las muestras por su punto isoeléctrico (P1) para facilitar el analisis
global después de su digestion. Se eligié separarlas por el punto isoeléctrico
aprovechando esta propiedad de las proteinas y de los péptidos, ya que el andlisis con
separacion previa ayuda a resolver la complejidad de los resultados. Para ello se empleo
la metodologia OFF-GEL (Agilent Technologies) que permite dicho fraccionamiento de
los péptidos en solucién (Material y Métodos).

Tras su separacion se analizaron cada una de las 12 fracciones extraidas por LCMS/MS
en un LTQ ORBITRAP Velos (Thermo Electron, Germany). En la figura 33, se
muestran los cromatogramas de modo representativo con la abundancia relativa de los
iones detectados en el equipo de espectrometria de masas. En la figura 33 so6lo
pretendemos ver la distribucion de los iones en cada fraccion.

Figura 33. Cromatogramas de las 12 fracciones de OFFGEL, donde el eje de abscisas,
corresponde al tiempo de retencion cromatografico (minutos) y en ordenadas, la
intensidad relativa en el espectro.

Para la cuantificacion de los péptidos responsables de las diferencias entre grupos segun
las condiciones elegidas, se analizaron todos los ratios o razones de las diferentes
réplicas comparando unas con otras. Asumimos que la mayor parte de las proteinas no
cambian su expresion para poder aplicar la correccién de sesgo. Con ello se corrigen el
muestreo, a la hora de hacer la eleccién de las muestras que han sido analizadas y
corregimos también la inadecuada combinacion de las diferentes etiquetas. Un error en
los ratios se debe probablemente a la preparacion de la muestra, proceso de deplecién y
a proteinas contaminantes como queratinas o actinas. Como asi lo demuestra también el
coeficiente de correlacion de las proteinas diferenciales con respecto a cada uno de los
controles, que es superior al 0,99 en todos los casos (datos utilizados para el procesado
de los datos obtenidos en el espectro no mostrados). El algoritmo ParagonTM utlizado,
asume que las muestras son combinadas con ratos 1:1. Se observd una diferencia
importante con respecto a la mediana de la distribucion de los ratios, si elegimos una
referencia en concreto para hacer la comprobacién en algunos casos. Este es el caso de
la muestra ERC 1 (115), que parece tener mucho menos cantidad de proteina que el
resto de las muestras. Si comprobamos esto con lo dicho anteriormente cuando
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hablabamos de la cuantificacion de proteinas, podemos afirmar que las suposiciones
hechas al ver la distribucion de bandas en el SDS-PAGE eran ciertas. Segun la figura
32, donde se muestra el gel SDS-PAGE previo al analisis y con las muestras marcadas,
lo que se aprecia es una distribucion de bandas algo diferente que en las otras muestras,
sobre todo con respecto a su réplica biolégica (ERC 2 muestra marcada con la etiqueta
116), resultando ser mas parecida a ERC+1. Esto ya se comento al ver el resultado de la
cuantificacion, y una vez mas se corrobora que esta réplica no deberia ser tenida en
cuenta a la hora de determinar las proteinas realmente diferenciales.

Otro factor que hay que corregir es el fondo (background) del espectro, ya que puede
ocurrir que coeluyan mas péptidos con el péptido diana.

Si observamos de nuevo la figura 31 donde se comprobd la eficiencia del etiquetado por
MALDI TOF/TOF (4800 ABSiex), se observa un fondo grande en el espectro de la
etiqueta 118. La etiqueta 118, no pudo ser cuantificada. Alun cuando se comprobé que la
muestra estaba perfectamente marcada, es posible que las areas de esta etiqueta y la S/N
del equipo de andlisis, estén por debajo del limite de deteccidn, en comparacion con las
otras etiquetas, para las proteinas identificadas. En la figura 32 donde se muestra el
SDS-PAGE se observa que esta muestra tiene mucha menos cantidad de proteina para
un gran numero de bandas, atn cuando la proteina total utilizada ha sido la misma que
para cualquiera de las otras muestras. En alguno de los péptidos fragmentados e
identificados se observa la existencia de esta etiqueta, pero en otros muchos no aparece.

Como hemos comentado antes tenemos dos réplicas bioldgicas por grupo (control, ERC
y ERC+) mas otras dos réplicas mezclando los enfermos renales (ERC y ERC+). Estas
ultimas mezclas se consideran control positivo para el analisis. En un total de 183789
espectros con 40498 proteinas identificadas en las combinaciones de las réplicas
biol6gicas, aplicamos los criterios siguientes para determinar qué proteinas
consideramos diferenciales. Si aplicamos un umbral en el espectro mayor de 1,3 nos
permitira un 95% de fiabilidad. De esta forma se identificaron 40498 proteinas, de las
cuales 139 fueron proteinas diferenciales. En la identificacion de proteinas la tasa de
descubrimientos falsos (FDR) juega un papel importante, si no permitimos mas de 1%
para maximizar la sensibilidad nos quedamos con 116 proteinas diferenciales
identificadas, de las 139 que teniamos al principio. Esto supone que un 30,3% de los
espectros MS/MS adquiridos ha superado los criterios establecidos. De las proteinas116
proteinas diferenciales, 42 han sido identificadas con 3 0 mas péptidos.

Con todos estos datos y las correcciones permitentes, se analizaron cuantitativamente
los grupos en estudio segun los criterios establecidos.

Criterios establecidos para la seleccion de proteinas diferenciales:

e Los ratios de las proteinas entre una réplica bioldgica de un grupo y otra réplica
biolégica de otro grupo tiene que coincidir con el ratio de las dos réplicas
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bioldgicas de los mismos grupos comparadas. Coherencia en los ratios de las
medidas. No resultar significativo entre las replicas bioldgicas de un mismo
grupo, pero si equiparable en tendencia y orden de magnitud.

e Mas de dos péptidos identificados y con un nivel de confianza mayor del 95%.

e EI factor de error (EF), factor que estadisticamente calcula el error entre ratios,
tiene que ser menor de 2.

e El valor de p <0.05.
e EI FDR no superior al 1%.

Las proteinas diferenciales entre controles 113 y 114 son escasas. Esto nos garantiza
uno de los criterios de cuantificacion, ya que estas etiquetas corresponden a las dos
replicas bioldgicas del grupo de controles. Sin embargo, tenemos la etiqueta 115, que
parece tener menos proteinas cuando la comparamos con la 116. Hacemos el procesado
de datos con las dos, aunque prestemos especial atencion a 115. La 118 consideramos
que no existe, ya que no nos permite medirla, al tener poca cantidad de proteinas, con lo
cual el grupo ERC+, solo tiene una réplica bioldgica. Sin embargo, las dos réplicas
etiquetadas con 119 y 121, réplicas correspondientes a una mezcla de individuos ERC-
y ERC+, presentan muy buenos ratios entre ellas y préximos a la unidad (121/119=1,06)
y (119/121=0,93).

Los resultados correspondientes a esta fase de descubrimiento se representan en la
tabla 13.
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Tabla 13. Proteinas diferenciales encontradas en ERC (ERC sin EAC asociada) frente a
control en muestras de orina. Resultado de comparar individuos control con individuos
con ERC en el experimento iTRAQ LC MS/MS.

81,8 sp|P0L1042|KNGL HUMAN Kininogen-1 (GN=KNG1) Humano 8
78,9 sp|P13987|CD59_HUMAN CD59 glycoprotein (GN=CD59) Humano 9
67,7 sp|P02753|RET4_HUMAN Retinol-binding protein 4 (GN=RBP4) Humano 8
82,5 sp|P01833|PIGR_HUMAN Polymericimmunoglobulin receptor {GN=PIGR) Humano 4
72,6 sp| QL4508 |WFDC2_HUMAN WAP four-disulfide core domain protein 2 (GN=WFDC2) Humano 2
85,7 sp|P61769|B2MG_HUMAN Beta-2-microglobulin (GN=B2M) Humano 4

La siguiente tabla muestra el p valor y el factor de error (EF) de los ratios de las
proteinas que se han encontrado diferenciales entre individuos sanos e individuos con
ERC. La proteina WAP, no se encontré diferencial en cuando comparamos la etiqueta
116 (ERC2-) con la 113(C1) (tabla 13) aun asi se incluyd para el estudio de validacion
por dar significacion en las otras dos réplicas de estos grupos. Si a este estudio no le
siguiese una fase de validacion, esta proteina no la considerariamos diferencial.
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Tablal4. Ratios de las proteinas que se han encontrado diferenciales entre individuos
sanos e individuos con ERC (ERC sin EAC asociada) en muestras de orina. Los ratios
corresponden a la razon entre ERC/C, como se indica en la columna de la derecha.

KNG1 0,0041 1,22 0,021 115/113

0,003 1,41 0,023 116/113
0,0024 1,22 0,018 115/114
0,0016 1,40 0,018 116/114
CD59 0,0099 1,14 0,012 115/113
0,0007 1,47 0,067 116/113
0,0113 1,14 0,012 115/114
0,0005 1,47 0,060 116/114
RBP4 0,0475 1,15 29,107 115/113
0,0246 1,14 42,462 116/113
0,0471 1,15 22,698 115/114
0,0244 1,15 40,550 116/114
PIGR 0,0338 1,18 0,220 115/113
0,007 1,11 0,666 116/113
0,031 1,18 0,212 115/114
0,0034 1,10 0,619 116/114
WAP 0,0023 1,44 0,035 115/113
0,0624 1,51 0,278 116/113
0,0022 1,44 0,034 115/114
0,0456 1,51 0,244 116/114
B2MG 0,0003 1,16 1,870 115/113
0,0017 1,15 18,197 116/113
0,0003 1,18 1,786 115/114
0,0016 1,16 16,143 116/114

Por otro lado se encontraron 4 proteinas diferenciales fueron encontradas entre los
grupos ERC (ERC sin EAC asociada) y ERC+ (ERC con EAC asociada). Tres de ellas
(NIDG1, AMBP y ZA2G) con significacion unica entre ERC+ y ERC, es decir que no
resultaron estadisticamente significativas entre el grupo de individuos control y el grupo
de individuos con ERC sin EAC asociada; y otra (KNG 1) con significacion entre el
grupo de individuos control y el grupo de individuos con ERC también resulté ser
significativa entre estos grupos (ERC vs ERC+).
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Tabla 15. Proteinas diferenciales encontradas en ERC+ (ERC con EAC asociada) y
ERC (ERC sin EAC asociada) en muestras de orina. Resultado de comparar individuos
control con individuos con ERC en el experimento iTRAQ LC MS/MS.

81,8 sp|P01042 | KNG1_HUMAN Kininogen-1 {GN=KNG1) Humano 8
83,8 sp| P02760 | AMBP_HUMAN Protein AMBP (GN=AMBP) Humano 25
78,5 sp|P14543 | NID1_HUMAN Nidogen-1 (GN=NID1) Humano 2

Zinc-alpha-2-glycoprotein
81,9 sp|P25311|ZA2G_HUMAN (GN=AZGP1) Humano 5

Respecto a la proteina AMBP, que no resultd estadisticamente significativa entre el
grupo de individuos control e individuos con ERC sin EAC, se estudiara en los estudios
de validacion la comparacion de estos dos grupos, ya que se ha relacionado en estudios
anteriores de nuestro laboratorio con la enfermedad renal (105).
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Tablal6. Ratios de las proteinas que se han encontrado diferenciales entre individuos
con ERC+ (ERC con EAC asociada) e individuos con ERC (ERC sin EAC asociada) en
muestras de orina. Los ratios corresponden a la razén entre ERC+/ERC, como se indica
en la columna de la derecha.

Nombre Pvalor Factor de error (EF) Ratios Etiquetas
KNG1 0,0176 1,14 21,677 117/115
0,14 1,72 17,378 117/116

AMBP 0,0072 1,06 1,432 117/115
0,3933 1,01 1,056 117/116

NID1 0,0034 1,83 0,170 117/115
0,0071 1,54 0,127 117/116

ZA2G 0,0389 1,14 3,531 117/115
0,0081 1,15 2,089 117/116

Como la etiqueta 118 no pudo cuantificarse, el resultado sélo se puede expresar con la
etiqueta 117 (ERC+1); es decir, s6lo se compard una muestra de ERC+ con dos réplicas
de los individuos con ERC (115 y 116). Como se ha mencionado anteriormente, aunque
el analisis se realizard con las dos etiquetas, debido a la diferente distribucion en el
SDS-PAGE de la etiqueta 116 (figura 16) Destacamos KNG 1 y AMBP que sélo
resultaron estadisticamente significativas cuando la comparamos con la etiqueta 115 y
no con la 116. Aun asi se procedio a realizar los estudios de validacion.

Se realiz6 otro analisis comparando las réplicas correspondientes a los grupos control y
una mezcla de individuos ERC y ERC+, correspondientes a las etiquetas 119 y 121. Los
resultados en la tabla 17.
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Tabla 17. Ratios de las proteinas que se han encontrado diferenciales entre individuos
sanos e individuos con una mezcla de individuos ERC y ERC+, correspondientes a las
etiquetas 119 y 121 en muestras de orina. En color negro las proteinas significativas en
ERC vy en rojo las proteinas ERC+. Sefialados en amarillo los datos no que cumplen
criterios.

KNG1 0,01 1,4 0,026 121/113
0,01 1,4 0,020 121/114

0,03 1,3 0,100 119/113

0,0042 1,3 0,080 119/114

AMBP 0,012 1,02 1,090 121/113
0,27 1,08 1 121/114

0,04 1,01 1,050 119/113

0,7 1,02 0,901 119/114

CcD59 0,002 1,57 0,027 121/113
0,0003 1,57 0,021 121/114

0,01 1,2 0,012 119/113

0,01 1,23 0,011 119/114

RBP4 0,02 1,14 40,553 121/113
0,02 1,14 38,371 121/114

0,02 11 38,011 119/113

0,02 1,1 35,315 119/114

PIGR 0,009 1,16 0,467 121/113
0,0084 1,16 0,429 121/114

0,0031 1,11 0,554 119/113

0,0014 1,11 0,516 119/114

WAP 0,0038 1,9 0,023 121/113
0,0035 1,9 0,021 121/114

0,0084 1,4 0,175 119/113

0,0074 1,4 0,090 119/114

NID1 0,023 >2 0,120 121/113
0,027 >2 0,140 121/114

0,0039 >2 0,015 119/113

0,0042 >2 0,015 119/114

ZA2G 0,13 1,6 15,411 121/113
0,15 1,39 13,424 121/114

0,08 1,3 28,316 119/113

0,1 1,3 25,351 119/114

Las proteinas que dieron significacion entre los grupos control y ERC (KNG1, CD59,
RBP4, PIGR y WAP) tienen que dar significacion en esta comparacion descrita en la
tabla y cumplir ademas la misma tendencia que cuando comparamos ERC (ERC sin
EAC alterada. Las proteinas que dieron significacion estadistica entre los grupos ERC+
(ERC con EAC asociada) y ERC, en este analisis no dieron significacion estadistica.
Estas son, las proteinas (NID1y ZA2G) que si dieron cuando comparamos los grupos
ERC y ERC+. Se confirman asi los datos obtenidos de NID1 y ZA2G, pues no se
esperaba ninguna significacion de estas dos proteinas entre individuos sanos y enfermos
renales. Destacamos la significaciébn de AMBP en esta comparacion que en la que
parece poco significativa. Aln asi como hemos comentado se estudiard en la fase de
validacion entre el grupo control y el grupo ERC.
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El resumen del resultado obtenido, respecto a las proteinas diferencialmente expresadas,
es:

e Proteinas diferenciales en ERC: KNG1, CD59, PIRG y WAP, las cuales tienen
los niveles mas bajos en ERC y RBP4 la cual tiene sus niveles méas altos en
ERC.

e Proteinas diferenciales en ERC con EAC: KNG1, AMBP y ZA2G se encuentran
con niveles més altos cuando est4 asociada la EAC a ERC. NID1 sin embargo,
se encuentra con niveles mas bajos cuando no hay EAC asociada.

Los péptidos de estas proteinas fueron identificados con 95% de confianza. Excepto en
NID1 y WAP, que solo fueron identificadas con dos péptidos, el resto fueron
identificados por més de dos péptidos. Asi tenemos a KNG1 con 8, CD59 con 9, RBP4
con 8, PIRG con 4, ZA2G con 5 y AMBP con 25 péptidos.

En las tablas 14 y 16 podemos ver dos comparaciones: unas proteinas relacionadas con
ERC, como son KNG1, PIGR, CD59, RBP4 y WAP y otras proteinas relacionadas con
EAC en pacientes con ERC, estas son AMBP, NID1 y ZA2G. KNGL1 aparece asociada
también a esta ultima situacion. En los estudios de validacion se confirmarén estos
resultados. En la tabla 17 podemos ver todas las proteinas comparando todos los
individuos con ERC (englobando en un mismo grupo ERC con y sin EAC asociada)
frene al grupo control.

4.2. Fase de validacion: Estudio de las proteinas alteradas en la
Enfermedad Renal Crénica mediante LC-MS/MS MRM en muestras de
orina.

Para confirmar los resultados de la fase de descubrimiento y ver realmente las proteinas
asociados a ERC, se analizd un estudio con una cohorte independiente (23 individuos
con ERC, 25 individuos sanos y 10 individuos con EAC asociada a ERC). Se quiso a la
vez estudiar los estadios tempranos de la ERC, ya que en el estudio de metabolitos
diferenciales resultaron ser significativos también a este nivel. Con una cohorte de 25
ERC inicial y 7 individuos con ERC inicial con EAC asociada, se procedi6 al analisis
(tabla 6 en Material y Métodos), utilizando la tecnologia de (LCMS/MS MRM). En los
siguientes apartados se muestran, por separado: proteinas alteradas ERC sin EAC
asociada frente a controles (apartado 4.2.1) y proteinas alteradas en ERC con EAC
asociada (apartado 4.2.2).

4.2.1. Estudio de las proteinas diferenciales en Enfermedad Renal Cronica
frente individuos control en orina.

Los datos de las proteinas obtenidos en la fase de validacion por MRM se muestran en
la tabla 18. En primer lugar aparece KNG 1 (figura 34). Esta proteina es claramente
significativa mostrando bajos niveles en ERC en estadios avanzados. De las 6
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transiciones estadisticamente significativas, con 4 de ellas obtenemos el mismo orden
de magnitud en el ratio. Si comparamos los datos de los ratios entre ERC y Control,
obtenidos en la fase de descubrimiento, estos son del orden de 10E-2. Ademas
corresponde a dos péeptidos diferentes en la secuencia de la proteina. Destacamos que en
estadios iniciales no parece haber variacion, aunque si mayor dispersion en las muestras
individuales.
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Tabla 18. Transiciones de las proteinas significativamente alteradas en individuos con
ERC avanzada frente a individuos control e individuos con ERC inicial en muestras de

orina.
Secuencia péptido Transicién ERC »s Control ERCivs Control
Proteina
ml->m2 Ratio l P valor Ratio I P valor
KSLWNGDIGECTDNAYDIQLR 21442510105 0016  &0.0001%* 1.86 0.0172%
ROTTORREERENE. 305600 0500 <0001 - -
KNG1 713.7-=856.0 0.015 <0.000]**** - -
713.7-=756.0 0012 0.00071*** - -
7137-=6377  0.003 <0000 ] #sksksk _ _
1070.0-=956.0 g1 <0, 000 ] *sksksk = g
Secuencia péptido Transicién ERC »s Control ERCivs Control
Proteina
ml-=m2 Ratio P valor Ratio P valor
CD59 K.TYLLLVTFFLAAAWSLHP 650.4->605.3 0.08 <0.000] **** - -
650.4->612.0 - <0.000 ] **** - -
975.1-=370.7 0.04 <0.000]**** - -
Secuencia péptido Transicién ERC »s Control ERCivs Control
Proteina
ml-=>m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
IERNALELEANTGCR A 542.7->670.9 = = 7.57 0.0012%*
RBP4 813.5-=995.6 - - 13.6 0.0002%**
813.5->882.5 - - 15.2 0.0024**
FGNRDENINDIDIDIRANOTSCRLY (gogmsiongs - . 3.27 0.0027%*
RLENLDCTCATSYSEYRED 689.0->905.5 = 2 214 0.0066%*
Secuencia péptido Transicién ERC vs Control ERCivs Control
Proteina
ml-=m2 Ratio P valor Ratio P valor
R.ANLTNFPENGTFVVNIAQLSQDILSG 936.5-=961.0 0.0001 <0.000 ] F*** - _
PIGR K.VPGNVTAVLGETLK. YV 699 4-2649.9 0.003 <0.000 71 **** - -
699.4->738.4 0.00%8 <0.00071**** - -
RLSLLEEPGNGTFTVILNQLTSR.D 801.4->831.5 0.038 <0.000 1 ***% - -
RLDIQGTGQLLFS¥VINQLR.L 705.4-=736.4 0.002% <0.000 1 ***x - -
705.4-=793.0 0.004 <0.00071**** - -
Secuencia péptido Transicion IERC vs Control IERCi »vs Control
Proteina
ml->m2 | Ratio | P valor | Ratio P valor
RSVALAVLALLSLSGLEAIQR.T 675.4->704.9 1.30 0.0118* 10.63 0.0029**
2.-MGB | KSNFLNCYVSGFHFSDIEVDLLKN 852 1-8994  1.24 0.0056%* . .
Secuencia péptido Transicion ERC vs Control ERCivs Control
Proteina
ml-=m2 Ratio P valor Ratio P valor
RDQCQVDSQCPGQMELC 840.8->8484  0.012 0.0002%** " =
WAP 560.9->187 4 0.013 <0.0001**** 0.68 0.012*
K ECSCPQVNINIFOLGLCRD 697.0->8214 0012 0.0175* s z
Secuencia péptido Transicién ERC+vs ERC- ERCit+vs ERCi1-
Proteina
ml-=m2 Ratio P valor Ratio P valor
RMTVSTLVLGEGATEAESMTTRW g5 4 oaoe g 023 0.0043%* ~ -
BARIQLNATDAVECS 704.9->7594  0.097 0.0095%* = 2
AMBP 704.9->830.5 0.10 0.0016** - -
470.3->579.3 0.047 0.0081** - -
BN RO DETIES 570.3->590.2  0.019 0.0025%* > =
570.3->550.8 0.020 0.0012%* - -
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814.4>10105 713.7->956.0 713.7->856.9

713.7->637.7 1070.0->956.0

713.7->756.4

Figura 34. Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de
la proteina KNG 1 donde se representan el grupo de individuos sanos (control),
individuos con Enfermedad renal cronica en estadios avanzados (ERC) e individuos con
Enfermedad renal cronica en estadios iniciales (ERC inicial).

En la tablal8 se muestran las transiciones de la glicoproteina CD59 (figura 35).
Obtenemos como en el caso de KNG1, un descenso en los niveles de abundancia
cuando la ERC ha llegado a sus estadios mas avanzados. De las 3 transiciones
estudiadas correspondientes al mismo péptido (tabla 18), las 3 resultaron
estadisticamente significativas. Si comparamos los datos de los ratios entre ERC y
Control, obtenidos en la fase de descubrimiento y los ratios obtenidos por el andlisis por
MRM (del orden de 10E-2) tienen concordancia, incluso dentro de la misma fase.
Destacamos que en estadios iniciales no parece haber variacion.
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650.4->605.3 650.4-612.0

975.1->370.7

Figura 35.Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina CD59 donde se representan el grupo de individuos sanos (control), individuos
con Enfermedad renal cronica en estadios avanzados (ERC) e individuos con
Enfermedad renal cronica en estadios iniciales (ERC inicial).

A pesar de que la proteina, Retinol-binding protein 4 (figura 36 y tabla 18), resulto
significativa en el estudio diferencial con marcaje con iTRAQ, por MRM en un grupo
adicional de pacientes tanto en estadios tempranos como en avanzados, nos
encontramos que en los estadios méas avanzados de la enfermedad, la proteina cumplia
la tendencia esperada pero sin significacidn estadistica. Este hecho se atribuye a la alta
variabilidad entre individuos en la nueva cohorte. Estas diferencias no se aprecian en el
estudio de iITRAQ porque no se estudian los individuos de forma individual,
compensando diferencias de unos con otros. Por ello al realizar el estudio por MRM,
donde se estudian los individuos por separado, la variabilidad influye més en el analisis.
Sin embargo, al contrario que las anteriores proteinas, en los comienzos de la disfuncion
renal, existe una variacion respecto al grupo control, aumentado significativamente sus
niveles en la orina. Obtuvimos datos de 5 transiciones de 3 péptidos diferentes en la
proteina (tabla 18). El hecho de que de una significacion en 3 péptidos diferentes en la
secuencia es una garantia de la validez de los datos en esta proteina.
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542.7->670.9 813.5->995.6 898.4->1046.5

Areanormalizada
RBP4

689.0->905.5

Figura 36. Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de
la proteina RBP4 donde se representan el grupo de individuos sanos (control),
individuos con Enfermedad renal cronica en estadios avanzados (ERC) e individuos con
Enfermedad renal cronica en estadios iniciales (ERC inicial).

PIGR (figura 37), con 6 transiciones significativas, correspondientes a 4 péptidos
diferentes en la secuencia de la proteina, muestra un comportamiento similar a las
proteinas KNG1 y a la glicoproteina CD59. De las 6 transiciones significativas, 4 de
ellas muestran un comportamiento similar en los ratios entre ERC y Control (tablal18)
No existe coherencia con los ratios en la fase de descubrimiento con un orden de
magnitud mayor cuando lo calculamos con la etiqueta 115 (tabla 17).

153



936.5-2961.0 699.4->649.9 699.4->738.4

801.4->831.5 705.4->736.4 705.4-793.0

Figura 37.Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina PIGR donde se representan el grupo de individuos sanos (control), individuos
con Enfermedad renal cronica en estadios avanzados (ERC) e individuos con
Enfermedad renal crdnica en estadios iniciales (ERC inicial).

WAP, "Whey acidic proteins”, (figura 38), con 3 transiciones significativas de dos
péptidos diferentes ( tabla 18), confirma lo encontrado en la fase de descubrimiento.
Ademas en esta fase existe una coherencia en los ratios entre ERC y Control.
Comparados con los ratios de descubrimiento observamos que hay coherencia cuando lo
miramos con la etiqueta 115. Afiadimos que el resultado encontrado en individuos en
estadios iniciales de ERC refleja la evolucién de la propia enfermedad, aungue sélo es
estadisticamente significativa en una transicion (560,9->187,4). Asi pues, los niveles
van disminuyendo segun va descendiendo el filtrado glomerular.
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840.8->848.4 560.9->187.4

697.0-821.4

Figura 38. Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de
la proteina WAP donde se representan el grupo de individuos sanos (control),
individuos con Enfermedad renal cronica en estadios avanzados (ERC) e individuos con
Enfermedad renal cronica en estadios iniciales (ERC inicial).

Como caso especial estudiaremos la relacion de la proteina AMBP en la ERC (tabla 18
y figura 39). En la fase de validacion no resultd estadisticamente significativa cuando se
comparaban individuos sanos con individuos con ERC. Aun asi el valor de los ratios
entre ERC y Control en la fase de descubrimiento, nos indica que esta proteina tiene sus
niveles aumentados en individuos control. Estudios previos en nuestro laboratorio, nos
muestran los niveles de esta proteina elevados en individuos control frente a individuos
con ERC diabéticos y no diabéticos en orina humana (datos no mostrados en este
estudio). Sin embargo en estudios en exosomas extraidos de orina humana de individuos
con ERC diabéticos (estudios también de nuestro grupo), se identific6 como proteina
débilmente significativa en el grupo de pacientes (105). Aqui hipotetizamos que la
Diabetes Mellitus era una variable mas que estaba enmascarando el resultado real por
sus complicaciones vasculares, dado que esta proteina resultdé ser estadisticamente
significativa cuando comparamos ERC sin EAC asociada con el grupo ERC con EAC
asociada (resultados que se muestran en el siguiente apartados 4.2.2). Los resultados en
las muestras de este trabajo se muestran en la figura 39.

La proteina se encuentra en niveles mas bajos en individuos con ERC avanzada. Estos
resultados son coherentes con lo encontrado en la fase de descubrimiento donde aunque
no con significacién se encuentra con esta tendencia. En los estadios iniciales ya se
encuentra cierta tendencia a bajar los niveles de abundancia.
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795.4--826.9 470.3->579.3

704.9->759.4 704.9->830.5

) »
& 999 e-“ﬁ
Area normalizada

AMBP

570.3->550.8 570.3-»590.2

Figura 39. Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de
la proteina AMBP donde se representa el grupo de individuos sanos (control),
individuos con Enfermedad renal crénica en estadios avanzados (ERC) e individuos con
Enfermedad renal crdnica en estadios iniciales (ERC inicial).

La proteina B-2-microglobulina (figura 40 y tabla 18) esta ampliamente descrita en la
literatura asociada al fracaso renal. La consideramos como control positivo, analizamos
dos transiciones y el resultado es el descrito, aumentando sus niveles de abundancia en
ERC. Esto nos proporciona una garantia del éxito del estudio.
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675.4->704.9

852.1->899.4

Figura 40.Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina B-2-microglobulina donde se representan el grupo de individuos sanos
(control), individuos con Enfermedad renal cronica en estadios avanzados (ERC) e
individuos con Enfermedad renal crénica en estadios iniciales (ERC inicial).

En resumen, tenemos las proteinas KING1, CD59, PIGR, WAP y AMBP gue muestran
sus niveles disminuidos en ERC en orina. Ninguna de ellas es significativa cuando
hablamos de los primeros estadios de la ERC, salvo WAP con una de las transiciones,
siendo un dato escaso para dar un veredicto favorable. RBP4, sin embargo, ve sus
niveles aumentados solo es los primeros estadios de la ERC, sin resultar significativo es
estadios avanzados.

4.2.2. Estudio de las proteinas diferenciales en Enfermedad Renal Crodnica con
Enfermedad Arterial Coronaria asociada en muestras de orina.

Al estudiar la relevancia de las proteinas diferenciales en ERC con EAC asociada
(ERC+) frente a ERC sin EAC asociada (ERC-), se confirmé NID1, con 4 transiciones
encontradas significativamente disminuidas en ERC+. ZA2G confirma su variacion con
2 transiciones significativas. Estas dos proteinas son las Unicas que s6lo dan
significacion en EAC dentro de ERC (ERC+), sin dar en ERC frente al grupo control
(datos descubrimiento). Las otras dos estudiadas son KNG1 y AMBP. Esta ultima no
mostrd significacion en ERC cuando se comparaba con el grupo control en la fase de
descubrimiento, pero si resulté que estaba alterada en ERC frente al grupo control en
esta fase de validacion. Las dos mostraron significacion cuando comparamos ERC con
EAC asociada (ERC+) frente a ERC sin EAC asociada (ERC).

En este aparatado llamaremos ERC cuando no hay EAC asociada para diferenciarla de
ERC+ cuando hay EAC asociada, tal y como se hizo en el estudio de los metabolitos
diferenciales.
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Tabla 19.Transiciones de las proteinas significativamente alteradas en individuos con
ERC avanzada con EAC asociada (ERC+) frente a individuos con ERC avanzada sin
EAC asociada (ERC-), a la izquierda. A la derecha, individuos con ERC inicial con
EAC asociada (ERCi+) frente a individuos con ERC inicial sin EAC asociada (ERCi-).

Secuencia péptido Transicion ERC+vs ERC- ERCitvs ERCi-
Proteina
ml->m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
KSLWNGDTGECTDNAYIDIQLR.I 814.4-=1010.5 11.57 <().000 1 F*++ x "
R.DIPTNSPELEETLTHTITKL T13.7-2956.0 387 0.0036** - -
KNG1 713.7-2856.0 385 0.0002%** - -
713.7-2756.0 3.09 0.0033%* - -
713.7-26317 579 0.0005%** - -
1070.0-2956.0 9.04 0.0005%** - -
Transicion ERC+vs ERC- ERCitvs ERCi-
Proteina
ml->m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
R.QDLGSPEGIAVDHLGR N 555.3-2696.4 0.1 0.0016%* 0.28 0.0229*
NING1 555.3-27273 0.12 0.007** 0.15 0.0002%**
K ALEGLQYPFAVTSYGK.N 582.0-2485.3 0.11 0.0127* 0.18 0.0012%*
582.0-2612.3 0.14 0.0013%* 0.18 0.0028**
Transicién ERC+vs ERC- ERCitvs ERCi-
Proteina
ml-=m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
KHVEDVPAFQALGSLNDLQFFRY  801.7-»580.3 9.28 0.00971%* 2.12 0.012*
ZA2G 801.7-2608.7 924 0.001** 2:9% 0.0115*
Transicion ERC+vs ERC- ERCitvs ERCi-
Proteina
ml->m2 Ratio Pvalor Ratio Pvalor
RMTVSTLVLGEGATE AEISMTSTR.W 705 42826 0 0.005 0.0357* _ _
7954-21031.5 0.02 0.035* - E
AMBP R AFIQLWAFDAVK.G 704.9-2830.5 0.013 0.035* - -
REYCGVPGDGDEELLRF 570.3-2590.2 0.07 0.035* N 2

Cuando se estudiaron los datos de la fase de descubrimiento, se observo que no habia
significacion entre ERC frente al grupo control, como se ha mencionado anteriormente.
Asi en esta fase de validacién no se realiz6 dicha comparacion.

Comparamos proteinas diferenciales entre ERC+ frente a ERC, es decir, las proteinas
que puedan resultar diferenciales en EAC dentro de ERC. Se estudiara comparando los
estadios avanzados de la ERC (IV-V) con y sin EAC y por otro lado los estadios
iniciales de ERC (I-11) con y sin EAC, con el fin de que la ERC no influya en el analisis
y solo ver la variable de EAC. Si se cumple con independencia de la ERC, podemos
decir que estdn asociadas a EAC, naturalmente esperando experimentos de mayor
numero en individuos.
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Nidogenl (figura4l), muestra una coherencia y concordancia de ratios entre ERC+ y
ERC, en las dos fases, tanto en descubrimiento como en validacion. Aln asi supone una
garantia que 4 transiciones estudiadas (tabla 19), cuando comparamos el grupo con ERC
sin EAC asociada y el grupo de ERC con EAC asociada, fueran significativas dando
niveles disminuidos de abundancia en individuos con EAC asociada. En los estadios
iniciales, el resultado también es coherente con lo esperado para 4 transiciones
estudiadas que resultaron ser significativas en estadios avanzados (figura 42 y tabla 19).

832.4->968.5 555.3->696.4 555.3->727.3

S & P Y o N
PR A A S S S
Nidogen Nidogen

B725->7754 872.5>969.5

A AN I A A A A 4
Nidogen Nidogen

582.0->485.3 582.0->612.3

Figura 41.Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina NID1 donde se representan el grupo de individuos con ERC en estadios
avanzados sin EAC (ERC-) e individuos con ERC en estadios avanzados con EAC
asociada (ERC+).
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555.3->696.4 555.3->727.3

Nidogen

582.0->485.3 582.0->612.3

Figura42.Transiciones obtenidas por mediante LC MS/MS MRM en muestras de orina
de la proteina NID1 donde se representan el grupo de individuos con ERC en estadios
iniciales sin EAC (ERCi-) e individuos con ERC inicial con EAC asociada (ERCi+).

ZA2G (figura 43) encuentra sus niveles aumentados cuando EAC esta asociada a ERC
(ERC+) con 2 transiciones significativas (tablal9). Las otras 3, mostradas en la figura
44 siguen la misma tendencia, pero no son estadisticamente significativas. Las mismas
que dieron significacién en avanzados (ERC+) resultaron significativas en iniciales
(ERCi+). La coherencia de ratios entre ERC+ y ERC, se mantiene.
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858.2->815.5 858.2->817.0

—~ - v
A
Area normalizada
ZA2G ZA2G
801.7->580.3 801.7->608.7

°¢>"" ’ s“; &
Area normalizada
ZA2G

689.3--796.9

Figura 43.Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina ZA2G donde se representan el grupo de individuos con ERC en estadios
avanzados sin EAC (ERC-) e individuos con ERC con EAC asociada (ERC+).
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801.7->580.3 801.7->608.7

Figura 44.Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina ZA2G donde se representan el grupo de individuos con ERC en estadios
iniciales sin EAC (ERC-) e individuos con ERC inicial con EAC asociada (ERC+).

KNG1 (figurad5), con 6 transiciones significativas entre estos dos grupos, con 2
péptidos y 6 transiciones encuentra sus niveles aumentados cuando hablamos de ERC+.
De igual modo existe una coherencia de ratios entre ERC+ y ERC.
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814.4->1010.5 1070.0->956.0

R
Area normalizada

713.7-2956.0 713.7->856.9

ERC-

& ~ o o> . o
g-°@° Qgé@ w“@@ °9@°° o-“ﬁ q-°§§
Area normalizada
Kininogen

713.7->756.4 713.7->637.7

Figura 45.Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina KNG1 donde se representan el grupo de individuos con ERC en estadios
avanzados sin EAC (ERC-) e individuos con ERC con EAC asociada (ERC+).
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AMBP (figura 46), 4 transiciones significativas entre estos dos grupos, sus niveles
aumentados cuando hablamos de ERC+. Con coherencia entre los ratios entre ERC+ y
ERC, en la fase de descubrimiento y en la fase de validacion.

1954826 MBI 704958305 §10.356902

— —] i _| ERCH

ERC-

N d S
Ffggeed
[} [} [} L} o L)

Area ormalizada
AMBP

«-@“ 5@9 e-@e v@h s@’

AMBP

Figura46. Transiciones obtenidas mediante LCMS/MS MRM en muestras de orina de la
proteina AMBP donde se representan el grupo de individuos con ERC en estadios
avanzados sin EAC (ERC-) e individuos con ERC con EAC asociada (ERC+).

Ninguna de las dos proteinas AMBP ni KNG1resultaron significativas en los primeros
estadios de la ERC.
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DISCUSION
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DISCUSION

La Enfermedad Renal Crénica (ERC) encierra procesos fisiopatoldgicos con maltiples
causas y cuya consecuencia es la pérdida inexorable del numero y funcionamiento de
nefronas. La mortalidad de estos individuos viene por 50% por complicaciones
cardiacas, por 25% infecciones y por 6% complicaciones cerebrovasculares. Esto lleva a
los investigadores a realizar multitud de estudios para encontrar las causas que pueden
llevar a ello y asi poder ofrecer a los nefrologos realizar un buen diagndstico, una buena
prognosis por si se pudiera combatir y unas dianas para los posibles farmacos.

A lo largo de esta Tesis Doctoral se abordan una serie de estudios que se esquematizan a
modo de resumen en la siguiente figura 1.
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METABOLITOS DIFERENCIALES EN ERC
Glutamato, Guanidoacetato, AFAG, y TMANO T
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Figura 1. Esquema de los resultados obtenidos a lo largo de la tesis doctoral donde solo
se muestran los metabolitos y proteinas los cuales fueron significativos en los estudios

presentados en este trabajo.
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1. Estudio de los metabolitos asociados a la Enfermedad Renal Croénica en
muestras orina y plasma.

En este trabajo se estudiaron los metabolitos de la orina y plasma en pacientes con ERC
en todos los estadios de la enfermedad. Primero en estadios mas avanzados y a
continuacién en los estadios méas tempranos, con el fin de encontrar metabolitos que
pudieran estar asociados a esta patologia. En la orina de los casos méas avanzados se
encontraron 7 metabolitos que respondian a la ERC. Estos metabolitos son 5-
Oxoprolina, Glutamato, Guanidoacetato, alfa-Fenilacetilglutamina (AFAG), Taurina,
Trimetilamina-N-oxido (TMANO) y Citrato. Excepto la Taurina, todos los demas
respondian en los estadios iniciales de la ERC. Concretamente la 5-Oxorolina y el
Glutamato son dos de los metabolitos que muestran gran significacién en ERC en todos
los estadios frente a los controles sanos. Ambos metabolitos estan relacionados
directamente en el catabolismo del Glutation via 5-oxoProlina (106). ElI Glutamato,
ademas, es un intermedio del metabolismo de la Glutamina. En este proceso, en el cual
se produce i6bn amonio ayuda a controlar el equilibrio acido-base (107). Debido a la
disfuncion renal, muchos pacientes con ERC presentan acidosis metabolica, es pues
I6gica la presencia de altos niveles de Glutamato debido al posible descontrol acido-
base del organismo en estos pacientes. De hecho, si se representan los niveles de
Glutamato encontrado en orina frente a filtrado glomerular (FG) se obtiene una linea de
tendencia polinébmica (U invertida). Esto nos indica que el incremento de Glutamato
para un FG intermedio podria estar compensando moderadamente, pero para un FG<30
sin embargo, esta compensacion puede no ser suficiente. Al no ser suficiente los niveles
de Glutamato aumentarian segun baja la funcion renal (datos no mostrados). Hemos de
destacar que 5-Oxoprolina y Glutamato varian al contrario en un fluido que en el otro.
Esto es, en orina 5-Oxoprolina disminuye sus niveles y Glutamato los aumenta en ERC;
en el plasma tenemos la situacion contraria (ver figura 1). Esto indica una activacion del
ciclo que comparten (catabolismo del Glutation) en el que se ahondara posteriormente
en el estudio de las enzimas que catalizan dichas reacciones.

La alfa-Fenilacetilglutamina (AFAG) es producto de la conjugacién del Fenilacetato y
Glutamina. Si se sigue el mecanismo de accion del profarmaco Fenilbutirato puede
explicar la funcion endogena de este metabolito. ElI Fenilbutirato de sodio es un
profarmaco que se betaoxida en Fenilacetato (compuesto metabdlicamente activo) en el
higado y en el rifién. Este compuesto se conjuga enseguida con la Glutamina para
formar la Fenilacetilglutamina que se excreta en la orina. El Fenilbutirato (fenilacetato)
es un medicamento huérfano que esté indicado en los trastornos del ciclo de la Urea, ya
que permite reducir las concentraciones plasmaticas elevadas de amoniaco y
de Glutamina (108). Asi podemos entender porque AFAG enddgeno ayuda a eliminar el
amonio toxico para el cuerpo, resultado de la desaminacion proteica. En la ERC la urea
se acumula como resultado del fracaso renal, para poder eliminar la Urea y el amonio
se necesita esta transformacion. Esto podria explicar el incremento de AFAG observado
en la orina de estos pacientes, el cual favorece la excrecion de nitrogeno (109). Otro

metabolito que ayuda a eliminar nitrégeno del organismo fue Trimetilamina-N-oxido
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(TMANO) fue encontrado asociado a fracaso renal en concentraciones altas en orina
(110), igual que en nuestro caso en ERC en todos los estadios estudiados. TMANO es
un osmolito, estabilizador de proteinas, que el cuerpo utiliza para contrarrestar los
efectos de las altas concentraciones de Urea y Guanidina (fuerte desnaturalizante de
proteinas) (111;112). Tal y como se dijo con AFAG, este osmolito puede estar
ayudando a contrarestar los efectos del cumulo de nitrogeno.Tanto el TMANO como
Trimetilamina (TMA) (compuesto en el que se descompone) se estudiaron en pacientes
tanto en la predialisis como después de las sesiones de dialisis, encontrandose en
concentraciones mas altas en plasma en pacientes en predialisis y bajando esa
concentracion despuées de la sesion de hemodidlisis (113). En nuestro caso, no se
encontraron diferencias significativas en plasma pero si un aumento de TMANO en los
niveles de orina de individuos con ERC tanto en estadios iniciales como cuando la ERC
estd establecida. Estos datos encontrados estan justificados con lo hallado en
bibliografia, ya que el hecho de que existan altos niveles de TMANO en la orina 'y no en
el plasma, puede indicarnos que se esta produciendo una buena eliminacion de
nitrégeno en el organismo.

No es raro encontrar Guanidoacetato con niveles aumentados en orina tanto en los
estadios mas avanzados de la ERC como en los estadios iniciales. Este metabolito del
ciclo de la Urea, que también esta implicado en el metabolismo de algunos aminoacidos
como Glicina, Serina, Treonina, Arginina y Prolina, es precursor de la Creatina (acido
metilguanidoacético) y es esencial para el metabolismo energético del musculo. Es un
producto del metabolismo del nitrégeno (ciclo Urea) que tiende a acumularse en el
organismo en el caso de la insuficiencia renal (111). Los altos niveles de este metabolito
nitrogenado en individuos con ERC frente a control nos pueden estar indicando un
cimulo del mismo en el organismo. No podemos justificar estos datos porque los
niveles en plasma de Guanidoacetato no fueron estadisticamente significativos cuando
se compara individuos con ERC frente a control sano.

La Taurina aunque en principio es un aminoacido esencial, puede ser sintetizada por el
ser humano a partir de la cisteina siempre que esté presente la vitamina B6. La Taurina
que facilita el transporte de iones como sodio, potasio, calcio y magnesio, esta presente
en muchos o6rganos, entre ellos el rifidén, en el cual desempefia un papel importante en el
equilibrio electrolitico de éste. Si hay fracaso renal con el consecuente desequilibrio
i6nico, se tendria que apreciar un desequilibrio también en la concentracion de Taurina
tanto en el plasma como en la orina. En este estudio, en los estadios avanzados de la
ERC, se encontro disminuida la concentracion de Taurina, sin embargo en los estadios
iniciales en orina aungue se aprecia una tendencia al descenso de los niveles, no hay una
significacion importante. Bajos niveles de Taurina han sido encontrados en plasma de
pacientes con insuficiencia renal (114-117). A la vez la Taurina ha sido encontrada en
variedad de condiciones al tener un papel importante en muchos procesos metabolicos.
En este estudio no se llegd a encontrar alterada con una significacion importane en
plasma. Destacamos que el acido Glutamico, ya mencionado anteriormente, inhibe el

metabolismo de la Taurina (118;119). Segun nuestro datos, cuando aumenta el
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Glutamato, desciende la Taurina, este resultado podria corroborar este hecho, ya que si
la Taurina en inhibida es l6gico encontrar bajos sus niveles de abundancia en orina.

Es sabido el desequilibrio acido-base que presentan los individuos con ERC, por la
pérdida de la funcion renal. En este trabajo se ve una reduccion de los niveles de Citrato
en pacientes con ERC tanto en plasma como en orina, esto lo atribuimos al efecto
protector de las sales de Citrato en el rifion (120). Los cambios en el pH intracelular
promueven la acidosis, alterando los niveles de Citrato, por lo tanto no es extrafio
encontrarlo también alterado en orina en los estadios iniciales de la ERC.

Es interesante observar que los datos normalizados por los niveles de Creatinina en
orina (area metabolito/ &rea de Creatinina de cada muestra individual) confirma estas
variaciones anteriormente descritas en 5-Oxoprolina, Glutamato, Guanidoacético,
Citrato y TMANO (estos datos no son mostrados en este estudio).

2. Metabolitos indicadores de la Enfermedad Arterial Coronaria asociada
a la Enfermedad Renal Cronica en muestras de orina y plasma.

Los cambios en plasma y/o orina del metaboloma en respuesta a la Enfermedad Aurterial
Coronaria (EAC) y a la Enfermedad Renal Croénica (ERC) han sido estudiados
anteriormente de forma independiente (121;122). En este trabajo se aborda la EAC
asociada a la ERC. Es sabido, que estos individuos tienen un mayor riesgo vascular
debido a la enfermedad renal. Basandonos en la distribucion de individuos en el PCA'y
en la buena separacion que parecen tener estos individuos con EAC dentro de la ERC en
si, se lograron finalmente identificar 4 metabolitos asociados a esta situacion. Estos 4
metabolitos (Homocisteina, Leucina, Treonina y Citrato) son significativamente
diferentes entre individuos con ERC con EAC documentada e individuos con ERC sin
ella.

La Treonina y el Citrato se encontraron en bajos niveles en pacientes con ateroesclerosis
coronaria estable (123) y también en plasma a bajos niveles en el sindrome coronario
agudo con y sin elevacion del segmento ST (124). En nuestro caso en los individuos con
EAC asociada ERC encontramos niveles inferiores de estos dos metabolitos tanto en
orina como en plasma, respecto a individuos con ERC sin EAC asociada, sobre todo
cuando la enfermedad renal esta en sus estadios mas avanzados. En la literatura se
encontraron elevados los niveles plasmaticos de Treonina, respecto a un grupo control
en el caso de disfuncion renal (125), es decir, cuando existe ERC sin EAC asociada.
Pudiera ser que el hecho de que bajen los niveles de abundancia (cuando existe EAC),
tanto de Citrato como de Treonina en nuestros experimentos, respondiera ante el riesgo
vascular existente en los ultimos estadios de la ERC. Seria interesante un estudio
planteando esta situacion para poder descartar o afirmar a qué se deben las variaciones.
Si miramos como varian estos dos metabolitos respecto a la ERC en si misma, en la
orina no observamos variacién pero en el plasma se aprecia una subida de los niveles de
Treonina y una bajada de los niveles de Citrato. Hecho que confunde y realmente nos
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hace plantear nuevos experimentos con el fin de poder discernir a qué se deben esos
cambios en los niveles de Treonina y Citrato.

Por otro lado se han encontrado bajos niveles de Leucina en plasma en ratas
ateroescleroticas (126). En plasma humano, en nuestro caso, no se hall6 ninguna
significacion, pero si una tendencia a la disminucion de sus niveles. En orina de
individuos con EAC asociada a ERC, sin embargo, si encontramos niveles disminuidos
de Leucina respecto a los individuos que no tienen asociada esta patologia. Lo que si se
puede apreciar en plasma es un aumento de niveles de Leucina cuando los individuos
padecen ERC sin EAC, como en el caso de la Treonina.

Resulta interesante el incremento de Homocisteina en orina en la enfermedad vascular
con trombosis (127). Hecho que esta en consonancia con el estudio que se presenta,
donde los niveles de orina en individuos con EAC asociada a ERC estan elevados
respecto a ERC sin problemas vasculares asociados. La homocistinuria y la
hiperhomocistinemia han sido relacionados con trombosis coronaria y cerebral por
errores congeénitos del metabolismo (128) (129). Sin embargo, poca informacion se
tiene de la homocistinuria en ERC, salvo los presentados en este trabajo. Si se
relacionan los niveles altos en plasma de la Homocisteina con ERC y como un factor de
riesgo vascular entre la poblacion que sufre ERC (130). Algunos ensayos clinicos
corrigen los altos niveles plasmaticos de Homocisteina con vitaminas como B6 y B12
(131). Es importante comprender la relacién entre Homocisteina y acido fdlico,
vitamina B12, y vitamina B6; debido a que, en la mayoria de los individuos, una
nutricion éptima con respecto a estas vitaminas significa mantener bajas
concentraciones de Homocisteina. Algunos datos preliminares sugieren que la terapia
con vitamina B12 puede reducir el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares y retrasa la
progresion de ateroesclerosis. Sin embargo, aunque parece clara la relacion de la
Homocisteina con las enfermedades cardiovasculares, Kerins y colaboradores (132)
demostraron que la S-adenosylhomocysteine (SAH) -metabolito intermedio en la
conversion de Metionina a Homocisteina es un marcador méas sensible de enfermedad
cardiovascular clinica que la Homocisteina plasmatica. Ellos postulan que las
concentraciones de SAH plasmaticas reflejan las concentraciones de SAH tisulares y su
hipétesis es que la SAH podria ser el componente clave en la patofisiologia de la
enfermedad vascular relacionada con la Homocisteina. En nuestro estudio sin sesgo, sin
embargo este intermedio no fue hallado (130). El catabolismo de la Homocisteina por la
via de la transulfuracion genera compuestos sulfurados, como la Cistationina que se
relacionan con la proteccion vascular (133). Los polimorfismos en los genes de la
cistationina-f-sintasa se han estudiado como factores de riesgo de la enfermedad
cerebral vascular (134;135). Asi parece ser que la Homocisteina , sus intermedios y
moléculas relacionadas con ellas mediante mecanismos bioquimicos si tienen relacion
con lo que rodea a las diferentes patologias vasculares, pero hay diferentes tendencias
respecto a como varia a nivel plasmatico. En nuestro caso por ejemplo no resultd
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significativo en plasma pero si observamos una tendencia de los niveles al contrario de
como describen la mayoria de los estudios donde encuentran elevados.

Con esta informacion contradictoria entre los niveles de Homocisteina en plasma y
orina, en nuestro estudio relacionamos este aumento de la Homocisteina en orina y su
descenso en plasma con la EAC asociada a ERC. La Homocisteina en plasma se
encuentra en relacion inversa con los niveles en plasma de la Creatinina, la cual tiende a
acumularse en estos individuos con ERC. Es conocido el aumento de Creatinina en
suero de los individuos con fracaso renal, de hecho es uno de los pardmetros que se
utilizan para medir la funcion renal, mientras ésta sube sus niveles, la Homocisteina
baja los suyos. Este hecho esta en total comunion con lo hallado en nuestro estudio en
los individuos con ERC. Cuanto mas alto tienen la Creatinina plasmatica, mas bajo
tienen los niveles de Homocisteina en plasma. De hecho en los niveles iniciales
también es significativa. Lo que nos hace relacionarlo con la propia enfermedad renal.
Tanto es asi que es discutible que surge la pregunta ¢es acaso la Homocisteina un factor
independiente o se esta modificando con factores externos como la dieta, medicacion o
incluso el ejercicio?

3. Estudio de los metabolitos alterados en el tejido renal de rata en un
modelo temprano nefropatia diabética.

Se estudio a nivel molecular, en un modelo temprano de 8 semanas de rata con diabetes
tipo | y dafio renal, lo que ocurria en el tejido del rifion. Contamos con 6 ratas sanas
(control) y 5 ratas con nefropatia diabética.

En este estudio con el tejido renal intacto y sin manipulacion, se encontraron altos
niveles de la hormona esteroidea Aldosterona en el tejido renal de rata del modelo de
Nefropatia Diabética. Este corticoide se produce en la zona glomerular de la corteza
adrenal en la glandula suprarrenal, con lo cual no resulta extrafio encontrarla en el rifion
en este modelo (136).

La Aldosterona actla en la conservacion del Na+, secretando K+ e incrementando
la presion sanguinea. Hay varios factores que producen un incremento de los niveles de
Aldosterona, como los altos niveles plasmaticos de Angiotensina Il y de la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) o los altos niveles de K+, los cuales estan presentes
cuando existen deficiencias plasmaticas de Na+ (137-140). ElI aumento en el deterioro
de la funcion renal aumenta la eliminacion de K+ hasta un 35% (140). Se sabe que los
niveles de K+ son los estimuladores mas sensibles de Aldosterona, es 16gico pensar que
si se produce una situacion de desequilibrio en el rifion por alguna patologia, como
pudiera ser la nefropatia diabética, causando la excrecion de K+, se pudiesen activar
mecanismos que aumentasen los niveles de Aldosterona, como ocurre en nuestro
modelo. Cuando se detecta un aumento en los niveles de K+, la glandula suprarrenal es
estimulada llevando a la liberacion de Aldosterona, la cual incrementa la reabsorcién de
Na+ en la orina. Esto se produce mediante la despolarizacién de las células en la zona
glomerular, que abre los canales voltaje-dependientes de calcio.
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Por otro lado la Aldosterona forma parte del sistema Renina-Angiotensina directamente
relacionado con diabetes y con hipertension arterial, de hecho se utiliza para el
tratamiento de esta Ultima, bloqueando el sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(RAAS) (141).

Otro de los cinco metabolitos que se hallaron alterados en el rifion de rata diabética en
este modelo fue la fosfatidilcolina (PDC). La PDC es uno de los principales
constituyentes de las bicapas lipidicas de las membranas celulares .Se han encontrado
estudios, en suero de pacientes, que la relacionan junto con otros fosfolipidos con la
ERC, encontrandose maés elevada cuando miden el descenso de la funcion renal (142).
Yang y colaborares encuentran niveles en orina de PDC correlacionados con la
proteinuria pero negativamente correlacionados con la Albumina sérica (141;143;144).
Nuestros datos correlacionan negativamente los niveles en tejido de PDC con la
proteinuria. Los niveles de PDC en el tejido se podrian explicar con el hecho de que
estén siendo liberados al medio con el consiguiente aumento en orina y/o plasma. Sin
embargo esto no se pudo comprobar.

El TMANO vy el Glutamato se encontraron disminuidos en el tejido patolégico. Cuando
estudiamos la orina humana, sin embargo, ambos se encuentran en mayor abundancia
en los individuos con ERC. En consonancia con los datos observados en tejido es como
si se estuviera liberando desde él por algin mecanismo. Es importante destacar la
relacién entre estas dos moléculas, ya que el transporte del grupo amino desde los
tejidos se realiza a través del Glutamato (107). Es necesario eliminarlo ya que el cimulo
del i6n amonio es toxico para el organismo. Como ya se ha comentado en el primer
apartado de esta discusion.

Importante destacar que tanto en este estudio como en el estudio los metabolitos en
orina y plasma humano en ERC, se encuentran metabolitos asociado a la eliminacion de
nitrégeno. Ya se habl6 del aumento de Urea (EI 80% del nitrogeno total en el cuerpo en
finalmente expulsado como urea) en los individuos con ERC, que incluso era notable en
los espectros de RMN. A la Urea se suman pues, la AFAG, Glutamato y TMANO,
encontrandose estos dos ultimos en orina, plasma y tejido.

4. Estudio de las enzimas implicadas en el ciclo del Glutation via 5-
Oxoprolina.

Tras ver la clara alteracion de los metabolitos 5-Oxoprolina y Glutamato en la ERC se
estudiaron las enzimas implicadas en el catabolismo del Glutation via 5-Oxoprolina
(145). En concreto se estudiaron 3 enzimas que catalizan la relacion directa de éstos dos
metabolitos: 5-Oxoprolinasa (OPLA), y-Glutamilciclotransferasa (GGCT) y Glutamato-
cisteina ligasa (GSH). El paso directo de 5-Oxoprolina a Glutamato esta catalizado por
la 5-Oxoprolinasa (OPLA); ésta ha sido encontrada en este trabajo con niveles elevados
en la orina de individuos con ERC, sin embargo, y- Glutamilciclotransferasa (GGCT),
que cataliza dos pasos para llegar a 5-Oxoprolina, desciende sus niveles en la orina de
estos individuos. La ultima enzima, Glutamato-cisteina ligasa (GSH), encargada de la
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retroalimentacion desde el Glutation, aumenta sus niveles en orina en los pacientes con
ERC. Las variaciones observadas se encuentran en consonancia con los resultados
encontrados en el estudio de metabolitos en individuos con ERC. Si nos fijamos en la
figura 2, el hecho de que descienda en orina la 5-Oxoprolina es perfectamente
justificable debido a que el equilibrio de la reaccion 5-Oxoprolina->Glutamato se
encuentra desplazado hacia la produccion de Glutamato. Asi se encuentra éste
aumentado en orina mientras que la 5-Oxoprolina se va consumiendo. Ademas al hecho
de que se consuma la 50xoprolina, podemos sumarle su baja produccion, como indican
los bajos niveles de GGCT en las dos reacciones que cataliza y que dan lugar a 5-
Oxoprolina. Destacamos también, que en este equilibrio desplazado hacia la sintesis de
Glutamato, la enzima que cataliza dicha reaccion, 5-Oxoprolinasa, encuentra sus niveles
aumentados en orina en individuos con ERC seguramente para fomentar ese aumento
de niveles de Glutamato. Precisamente para conseguir ese aumento de la concentracion
de Glutamato, se produce una retroalimentacion desde el Glutation hacia el Glutamato,
confirmado por el aumento de los niveles de GSH en orina en individuos con ERC.

Estos resultados son coherentes con lo encontrado en estudios de transcriptomica en
fracaso renal agudo, que revelan un 22% de incremento en la expresion de 5-
Oxoprolinasa y una reducida expresion de y- Glutamilciclotransferasa (resultados no
publicados).
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Figura 2. Ciclo del catabolismo de Glutation via 5-Oxoprolina.

175



Las observaciones vistas en plasma de estas enzimas son justo las contrarias a las
encontradas en orina en individuos con ERC. Los niveles de 5-Oxoprolinasa
descienden, cuando aumentaban en orina y los niveles de y- Glutamilciclotransferasa
aumentan cuando descendian en orina en individuos con ERC. Este comportamiento es
coherente con lo encontrado en 5-Oxoprolina y el Glutamato en plasma, que también
encuentran sus niveles variados al contrario respecto la orina. Estos resultados
confirman esta variacion del catabolismo del glutation por la citada via (146).

El Glutatién es un antioxidante endégeno que se encuentra en bajos niveles en las
enfermedades que implican un aumento del estrés oxidativo (145;147-150). El estrés
oxidativo y la inflamacion conducen a la progresion en la ERC. Cabe destacar la
participacion de esta molécula en la eliminacién de xenobioticos. El abuso de farmacos
puede llevar a un gasto excesivo de Glutation, desencadenando un mecanismo para su
sintesis (151-153). Es conocida la alta ingestion de farmacos en los individuos con ERC
por todas sus complicaciones clinicas. No es de extrafiar entonces la asociacion de este
ciclo y sus alteraciones en estos individuos, sin embargo esto necesitaria ser estudiado
en profundidad. Sorprende, sin embargo, que el Glutation en si no presente ninguna
variacion visible en este estudio, no dando ninguna variacion cuando se comparan
individuos con ERC en todos sus estadios e individuos sanos.

En plasma de rata también fueron encontrados aumentados los niveles de y-
Glutamilciclotransferasa y de Glutamato-cisteina ligasa en situacion de éstres oxidativo
(147;149;154). La enzima Glutamato-cisteina ligasa, encargada de la retroalimentacion
al Glutamato desde Glutation, es una proteina heterodimérica compuesta por dos
subunidades, una subunidad reguladora y otra catalitica. En su subunidad reguladora se
han visto sus niveles reducidos en tejido renal de rata diabética (155). Sin embargo, se
observo alterada, aumentando su abundancia a nivel tisular, cuando se produce dafio
renal por una exposicion a un metal pesado (156). En este estudio es mas abundante en
ERC en orina y en plasma. Resulta coherente si sabemos que el Glutation actia como
inhibidor enzimatico de esta enzima y controla la retroalimentacion negativa en el caso
de déficit de Glutamato; no resulta extrafio encontrarla mas abundante en ERC. Otro
dato importante, sin embargo contradictorio es, que la vitamina D, la cual termina su
metabolismo en el rifion y de la cual estos individuos tienen un déficit, regula
positivamente a la subunidad catalitica de esta enzima (149).

5. Estudio de las proteinas asociadas a la Enfermedad Renal Cronica en
muestras de orina.

En un analisis complementario al de metabolitos asociados a ERC, se realiz6 un estudio
de protedémica diferencial en orina para ver las proteinas que pudieran estar alteradas en
esta patologia. Se encontraron 7 proteinas cuyos niveles variaban significativamente
respecto a controles: Kininogenl (KNG1), Whey acidic proteins core disulfide domain
protein 2 (WAP), complemento CD59 glicoproteina (CD59) y receptor polimérico de
inmunoglobulina (PIGR) con niveles significativamente disminuidos en individuos con
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ERC vy tres: Retinol binding protein 4 (RBP4), B -2 —microglobulina (f2-MGB) y a-1-
microglobulina/bikunina (AMPB) que encuentran incrementados sus niveles respecto a
los individuos control. Estas tres tultimas proteinas (RBP4, p2-MGB y AMBP) se
encuentran altamente estudiadas y relacionadas con la disfuncién renal en estudios
previos.

Una de las proteinas que se encontraron con niveles disminuidos respecto a controles es
la glicoproteina CD59, también llamada proteina inhibidora del complejo de ataque a
membrana (MAC), se encuentra en nuestro estudio en niveles disminuidos en
abundancia en los individuos con ERC. Esta proteina actia inhibiendo el MAC
previniendo la incorporacion de multiples copias de C9 y C5b-9 en el ensamblaje de
MAC (157;158). La protectina CD59, ha sido identificada con niveles aumentados en
dafo renal agudo (159-161) y se ha asociado también el aumento de los niveles de esta
proteina a la formacién de piedras en el rifion (162), encontrandose asi su papel en la
proteccion del rifion como lo avalan diferentes estudios en modelos animales carentes
en CD59 (163;164). De ellos se deduce que actia como mediador en la enfermedad
renal, jugando un papel importante en la proteccion del glomérulo, protegiéndolo
también de agentes externos como toxinas. La carencia en esta proteina deja abierta la
puerta al dafio renal. Hechos que son coherentes con lo encontrado en el estudio
diferencial realizado en este trabajo, donde encontramos a este complemento CD59 con
niveles muy disminuidos en orina de individuos con ERC respecto a controles. Cook ,no
solo establece una relacion con el dafio glomerular si no también con el dafio tubular,
aunque no de forma tan significativa en su modelo de dafio por Adriamycin en raton
(165). CD59 también se ha relacionado con el fracaso renal por Diabetes, encontrandose
en niveles disminuidos en los eritrocitos de los pacientes con nefropatia diabética que en
los eritrocitos de los pacientes con nefropatia no diabética (166).

Resulta extrafio, sin embargo, que estudiando en este estudio diferencial la EAC
asociada a ERC, no encontrar a CD59 significativamente variada en individuos con
ERC sin EAC documentada, ya que hay estudios que la relacionan con enfermedades
cardiovasculares y con ateroesclerosis. Li y colaboradores, creen que podria inhibir el
desarrollo de la placa ateroesclerotica por reducir los niveles de lipidos en sangre segun
un modelo en raton Apo E (-/-) (163).

Otra proteina cuyos niveles se encontraron disminuidos en individuos con ERC es
WAP. WAP, es una proteina del suero de leche en los mamiferos y es conocida por su
nacleo de 4-disulfuros. La funcion fisiologica con la que se ha relacionado es la
inhibicion de proteasas y con la formacion de células epiteliales en mamiferos
(167;168). Se relaciono con la fibrosis renal encontrandose expresada en cultivo de
myofibroblastos por Lindquist y colaboradores. Demuestran tras su hallazgo, que la
neutralizacion de esta proteina podria palia la fibrosis (169). Esta proteina, que nuestros
datos la reflejan en niveles disminuidos en orina de individuos con ERC, podria estar
formando parte de algin mecanismo compensatorio en proteccion de la fibrosis renal.
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Respecto a PIGR no se relaciona mucho en la bibliografia con la ERC, pero se sabe que
la Inmunoglobulina A (IgA) es dependiente de ella (170;171). La inmunoglobulina A
(IgA) es el anticuerpo més abundante en las secreciones de las superficies de las
mucosas del tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario y en secreciones
externas (172). PIGR también fue hallada por estudios de transcriptomica expresada en
células de rifion canino, sin ninguna transcendencia (173).

De las cuatros proteinas que descendian sus niveles en ERC en muestras de orina
respecto al grupo de individuos sanos (CD59, WAP, PIGR y KNG1), Kininogenl
(KNG1) se ha encontrado en numerosos estudios para detectar tanto dafio renal como
problemas cardiovasculares ya que reduce la resistencia vascular y estimula la excrecion
de agua y electrolitos en el rifion (174). La presencia de Kininogen 1 (KNG1) en orina
fue detectada por primera vez en la primera mitad del siglo XX, y ha sido objeto de
estudio de muchas investigaciones ya que se veia implicada en importantes procesos
bioldgicos (175).

En nuestro caso encontramos la proteina KNG1 en niveles disminuidos en individuos
con ERC, sobre todo en estadios avanzados de la enfermedad renal. Se encontraron
también poco expresados en orina cuando midieron la disfuncién renal por técnicas
protedmicas, como label-free LCMS y LC- MS/MS (MRM) en estudios previos (176).
Freue y otros, lo encuentran como opcion para monitorizar el post-trasplante renal,
encontrandolo en bajos niveles en el plasma de pacientes con enfermedad renal (177).Se
identificd en la orina de cosmonautas rusos con prolongadas horas de vuelo, con
técnicas protedmicas, para medir la preadaptacion fisiologica a través del rifién (178).
En su forma de alto peso molecular, KNG1, se ha relacionado con la formacion de
piedras de Ca en el rifion (179). En plasma se detectd junto B-2-microglobulina entre
otras, post-trasplante renal para monitorizar y permitir en caso necesario una
intervencion terapéutica temprana (180). También incrementada en suero de ratas por
exposicion a amianto (181). Posiblemente en el caso de exposicion a toxinas, crea
efectos similares a los de las citokinas proinflamatorias, contando con vasodilatacion,
aumento de la permeabilidad capilar y activacion de leucocitos polimorfonucleares y
macrofagos.

La proteina KNGL1 pertenece al sistema Kalikrein-Kininogen (KKS), este sistema esta
implicado en procesos inflamatorios, procesos de coagulacion sanguinea, homeostasis y
vasodilatacion, entre otros (175;182). También tiene funciones endocrinas, ademas de
ser inhibidores de las tiol-proteasas Yy participar con el sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (RAAS), donde la proteina Kalikrein tiene un papel en la activacion de la
Renina (183;184). EI KKS en el rifidén esta asociado con la membrana plasmatica
tubular cortical y las Kininas son formadas y secretadas al fluido tubular distal (183-
186;186;187). No resulta extrafio entonces haberla identificado en el rifién en los
individuos con ERC en nuestro estudio. Al estar relacionados los dos sistemas KKS 'y
RAAS, los dos se han estudiado asociado a la diabetes y a sus complicaciones
cardiovasculares. ElI KKS, en su conjunto se encontrd con niveles elevados en plasma
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de pacientes diabéticos tipo | (188). Asociado también el KKS, concretamente a la
apoptosis de podocitos bajo condiciones diabéticas (189). Estos hechos se contradicen
con el modelo experimental en diabetes de Bodin donde sugiere el papel protector de
KKS contra el desarrollo de la nefropatia diabética (188). El papel de KKS en la
nefropatia diabética y sus complicaciones cardiovasculares no esta claro y es un tema
con discrepancia. En nuestro caso, para el estudio principal no incluimos como objeto
de estudio la nefropatia diabética por sus complicaciones. Se considerd que constituye
un grupo para estudiar aparte. Sin embargo, es importante la relacion que establecen con
la DM y con sus complicaciones vasculares en las diferentes investigaciones. Tanto es
asi que la activacion de los receptores de las Kininas (B1R) y (B2R), pueden actuar
como receptores agosnistas con efectos terapéuticos en EAC y DM (186;190).
Respecto a su papel en el sistema vascular, aparece el KKS en plasma de pacientes
tratados con estatinas después de un trasplante renal asociado a la inflamacion vascular
(191). Estudios sugieren una proteccion del KKS tanto en enfermedad cardiovascular
como renal, como en infarto cerebral isquémico. KKS conduce al incremento de oxido
nitrico, protege del dafio por estrés oxidativo reduciendo los radicales libres y cuidando
asi dafio vascular (186;192;193). Lo sugieren también como posible terapia para la
insuficiencia coronaria e isquemia (194;195). En nuestro estudio los niveles de KNG1
estan disminuidos en individuos con ERC, pero también encontramos esta proteina con
niveles aumentados cuando esta asociada la EAC a la ERC.

Una de las proteinas que se encontraron con niveles aumentados respecto a controles
es RBP4, proteina transportadora de Retinol (Vitamina A). Como ya sabemos los
rifiones son esenciales para el metabolismo de esta vitamina (196). Se le atribuyen
numerosas funciones biol6gicas. Forma un complejo con la Transtiretina (conocida
también como prealbdmina transportadora de tiroxina) que previene su filtracion por el
rifidn en situacion no patologica. Estudios de estos ultimos afios, ya atribuyen su
presencia en orina como marcador de dafio renal (197). Huang y otros lo utilizan como
marcador cuando la Creatinina sérica no esta alterada, para controlar la funcion renal
durante la intervencién quirtrgica con laparoscopia en una nefrectomia parcial con
predicondicionamiento isquémico remoto (198). Otros, no niegan un importante papel
como marcador en normoalbuminuricos y microalbumindricos en nefropatia diabética,
sin embargo dicen que es independiente de la progresién en ERC cuando se trata de
macroalbumindricos en nefropatia diabética (199). Sin embargo, hay estudios en plasma
que contradicen este hecho cuando hablan de ERC, encerrando diversas causas y
atribuyen altos niveles plasmaticos de RBP4 en ERC es estadios de Il a V y en
coherencia con el filtrado glomerular (200). En nuestro caso separamos ERC inicial
(estadios I-11) de ERC en estados avanzados (IV-V) resultando incoherente su alteracion
encontrada en orina con los resultados encontrados en la progresion de la ERC. Sin dar
significacion estadistica en los estadios avanzados, RBP4 muestra una gran
significacion elevando sus niveles en los inicios de la ERC. Podria mostrarse como
marcador temprano, cuando el rifion empieza a fallar por diferentes causas, que luego
recuperase sus niveles con algln tipo de mecanismo compensatorio. Como marcador
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temprano de la disfuncién renal lo muestran en estudios por ejemplo, por intoxicacién
para detectar el dafio renal por &cido Aristolochip en orina en paises asiaticos (201);
para medir la disfuncién tubular, junto a B-2-microglobulina, por intoxicacion con
metales pesados como el Cd en un modelo animal en cerdo (202); para medir la
nefropatia hipertensiva en nifios en sindrome nefritico cuando se da como situacion
transitoria (203). El incremento en orina de RBP4 es marcador de la alteracion del
transporte tubular. Algunos estudios muestran que el ratio RBP/Creatinina es util como
marcador especifico de la disfuncién tubular asociada a farmacos, como es el caso del
antirretroviral Tenofovir (204;205).Todos ellos muestran altos niveles de orina de
RBP4, como en nuestro caso en estudios en ERC al comienzo de la disfuncion renal.
Sus niveles en suero también han sido estudiados en relacion con el fracaso renal, libre
o0 unido a albumina. Altos niveles en plasma fueron encontrados en ERC en ausencia de
otros factores como diabetes y obesidad (206). Por otro lado Ahn confirmo su aumento
en nefropatia diabética en plasma (207). Sin embargo, aunque juega un papel modulador
en la funcién renal, su papel en la ND no esta muy claro sobre todo en estados
avanzados de la ERC (208). En vista de los estudios que la relacionaban con la funcion
renal, se quiso relacionar con la mortalidad de estos individuos con ERC por
enfermedad vascular asociada, no se ha encontrado ningun indicio de esto por el
momento (209), tampoco evaluando las complicaciones cardiovasculares asociadas a la
diabetes, no se observd variaciones en los niveles plasmaticos en individuos con
diabetes tipo 2 (210).

La a-1-microglobulina/bikunina (AMBP) es una proteina de membrana, una
glicoproteina secretada con actividad inhibidora de serin proteasas que se expresa
constitutivamente en higado y rifion. Compuesta por dos proteinas Bikunina, la cual se
sintetiza en el higado para después unirse a la a-1-microglobulina, la otra proteina que
compone el dimero (211). Esta ultima si ha sido relacionada con diferentes patologias
renales, incluso como marcador de toxicidad renal (212;213). Esta proteina, AMBP
junto con otras, ha sido patentada por Saemann y Weichhart como método de
diagnostico de la enfermedad renal, encontrandose aumentada en individuos con ERC
(214). Estos resultados coinciden con lo encontrado en este estudio, donde se encontro
con niveles mas altos en individuos con ERC. Previamente en un estudio de exosomas
de orina en nuestro laboratorio se encontrd en niveles elevados en nefropatia diabética
(105). En suero de pacientes fueron halladas proteinas enriquecidas en HDL, entre ellas
AMBP, asi su relacién inflamacion y riesgo cardiovascular (215). En nuestros
resultados encontramos esta proteina en niveles disminuidos cuando la EAC esta
asociada a ERC en orina. Como predictor de riesgo cerebrovascular se relacioné en un
estudio con pacientes con microalbuminuria (216). Substanciales diferencias y altos
niveles en plasma fueron hallados en pacientes con ateroesclerosis en ERC (217). Por
protedmica cuantitativa se hallo en el plasma de individuos con Aneurisma abdominal
aortico (218). En los inicios de la enfermedad de Fabry, enfermedad caracterizada por el
cumulo de glicoesfingolipidos en diferentes organos incluido el rifidn aparece la
Bikunina en orina en los inicios de la patologia (219). En lesiones tubulares se halld
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excretada en la orina la a-1-microglobulina (220). Todas estas observaciones nos llevan
a pensar en su relacion con el dafo renal, tal y como se muestra en el presente trabajo.

6. Metabolitos indicadores de la Enfermedad Arterial Coronaria asociada a la
Enfermedad Renal Crénica en muestras de orina y plasma.

Cuatro proteinas se han encontrado alteradas en ERC relacionadas con el riesgo
cardiovascular. Dos dieron también significacion cuando comparabamos individuos con
ERC con individuos sanos, KNG1 y AMBP. Otras dos sélo se encontraron
significativas comparado grupos con ERC con y sin enfermedad cardiovascular
asociada: Nidogen 1 (NDG1) y Zinc-a-2-glicoproteina (ZA2GP); ambas se encontraron
tanto en estadios iniciales como en avanzados en la ERC cuando tenian EAC
documentada.

Una de las proteinas que resultaron estadisticamente significativas entre los grupos de
ERC con y sin EAC documentada, Nidogen, es una glicoproteina sulfatada que forma
parte de la membrana basal de los tejidos epiteliales, entre ellos el glomérulo. Por lo que
su implicacion en la filtracion de proteinas como albimina a través del glomérulo es un
tema a debate (221). En el presente trabajo esta glicoproteina se encuentra disminuida
cuando existen problemas vasculares asociados a ERC. Al jugar un papel crucial en el
ensamblaje de las membranas basales tanto bioquimico como funcional, autores como
Bader lo relacionan con el mantenimiento e integridad del tejido cardiaco (222). Tejido
cardiaco de raton también ha sido estudiado por “Label free” LCMS para examinar la
cardiopatia en la enfermedad de Duchenne, revelando un drastico decrecimiento de
Nidogen entre otras proteinas de la matriz extracelular (223). Se encontré aumentada
también en los proteomas de las véalvulas aortica y pulmonar demostrando su
contribucion a la funcién valvular (224). Hawkes y colaboradores encuentran una
reduccién de los niveles de esta proteina a nivel tisular en el cortex e hipocampo, que
sugieren cambios en el drenaje vascular (225). A priori estos estudios no tienen relacién
alguna con lo encontrado pero sugieren la relacion entre los problemas vasculares y esta
proteina. Esta relacion podria ser independiente de la enfermedad renal pero dado que se
trata de una proteina de la matriz extracelular, ubicada en las membranas basales,
incluidas las renales, se ha visto también implicada en el dafio glomerular (226). Asi, su
carencia se ha visto asociada al incremento de la mesangioproliferacion, a la alta
expansion de la matriz mesangial y a la reduccion de la capilaridad del glomérulo (227).
Estos hechos sugieren un papel critico de Nidogen. Altas concentraciones en plasma de
esta proteina también han sido relacionadas con estrés oxidativo (228). Al formar parte
de la membrana basal junto con la Laminina y el Colageno IV, se ha intentado buscar la
relacién en varias patologias, sobre todo las relacionadas con el sistema vascular y
renal. Estudio previos, sin mucho éxito en los posteriores afios, demuestran que altera
su distribucion a nivel tisular tras una intervencion quirurgica de un aneurisma (229).
Aunque casi todos los estudios descritos en la literatura estudian a esta proteina a nivel
tisular, en nuestro caso la encontramos en orina en inferiores niveles en individuos con
EAC dentro de la ERC. Esta situacion se produce cuando ya existe EAC en estadios
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tempranos de ERC como cuando existe EAC en los estadios avanzados, pudiendo ser
independiente de la enfermedad renal. No es raro encontrar esta proteina asociada a
problemas vasculares al formar parte del tejido epitelial, pero si es curioso encontrarla
en orina como en nuestro caso.

Otra glicoproteina que resultd diferencial en el estudio cuando comparamos individuos
con EAC asociada a ERC fue la Zinc-a-glicoproteina (ZAGP) (230). Anteriormente ya
se habia identificado en orina humana por 2D electroforesis, junto con RBP4 y B-2-
MGB (231). La expresion de esta proteina es regulada por glucocorticoides. Asi se la ha
relacionado con muchas funciones y con su implicacion en muchas enfermedades.
Conocida porque estimula la degradacion de lipidos en adipocitos, su relacién con el
riesgo cardiovascular puede deberse a ello, ya que altas concentraciones pueden
modular la degradacién de los &cidos grasos (232;232;233). La hiperlipidemia acelera la
ERC porque el mesangio atrapa los lipidos y estimula su proliferacion, siendo la lesion
proporcional a la concentracion de LDL. Tanto VLDL como LDL tienen la capacidad
de fijarse a los polianiones en el mesangio y en la membrana basal glomerular,
alterando su permeabilidad y produciendo un flujo de macromoléculas y una sobrecarga
del mesangio que produce a termino final esclerosis. De hecho, Roos y colaboradores la
identificaron en suero en niveles bajos cuando en la dieta se ingieren n-3LCPUFA
(&cido grasos poliinsaturados) (234). Aungue a menor nivel, se observaron altos niveles
de ZAGP relacionados con retinopatia diabética como complicacion microvascular a la
diabetes (235). Correlaciona con lo encontrado en orina cuando se compara individuos
con ERC con EAC asociada con individuos con ERC sin EAC asociada, donde se
elevan sus niveles en el primer caso de tener la EAC asociada. Esta situacion se
produce, como en el caso de NID1, tanto en los estadios iniciales como avanzados de la
ERC.

7. Analisis global del estudio en la Enfermedad Renal Cronica.

Los datos encontrados en este trabajo revelan alteraciones en un conjunto de moléculas
que en algunos casos se encuentran formando parte de diversos procesos bioldgicos
correlacionados entre si. A continuacion se ofrece una posible explicacién de su
interaccion.

Como ya se comentd hay evidencias de que el KKS y RAAS se complementan en
diferentes funciones bioldgicas sobre todo en las relacionadas con el sistema vascular y
renal. La activacion de KKS se produce por el inhibidor de la enzima convertidora de
Angiotensina 1 (185;192). Este sistema (KKS) interaccionan con las prolicarboxilasas
en la inactivacion de la Angiotensina Il, en activacion de Bradikinina y en la formacion
de heterodimeros del receptor B2R con la Angiotensina | (175). Otras evidencias de la
relacion de KKS y Aldosterona son, que altos niveles de K+ ayudan a la sintesis y
excrecion de KKS en el tejido y a un aumento en la sintesis de Aldosterona, esto va
acompafiado de una reduccion de la presion sanguinea y una reduccion de la fibrosis
renal (183;236). No es de extrafiar entonces los resultados de este trabajo en relacion a
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lo descrito en literatura. Nosotros encontramos claras evidencias de un aumento de los
niveles de Aldosterona en tejido renal patoldgico y en orina una disminucion de los
niveles de KNG1.

No sélo interaccionan en procesos implicados con el equilibrio electrolitico del rifién,
sino también en procesos relacionados con el sistema cardiovascular. EI RAAS es
conocido en este campo y en los estudios del KKS cada vez hay mas avances en el
conocimiento de sus implicaciones en el ser humano. El proceso de formacién de KKS,
pasa por Kallikrein plasmatico (PK) que se une a KNG de alto peso molecular
conduciendo a maltiples reacciones proteoliticas envueltas en el sistema cardiovascular
(183). Los sistemas KKS y RAAS (Renina-Angiotensina-Aldosterona) se
complementan en este sentido. Como RAAS contribuye al tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares, a la hora de regular la presion arterial, se espera que
con estos datos el KKS también pueda estudiarse en profundidad como diana
terapéutica (190;237). Al estudiarse la respuesta de Aldosterona a dos farmacos
antihipertensivos (una tiazida-diurético y un bloqueante del receptor de Angiotensina)
los resultados implicaron a una o mas variantes del gen Kininogen (KNG) en la
variacion interindividual de la respuesta de Aldosterona (238). Viendo una vez mas la
interaccion entre estos dos sistemas, no es de extrafiar que en nuestro estudio por
separado y por técnicas diferentes, estas dos moléculas de ambos sistemas (Aldosterona,
encontrada aumentada en tejido renal con nefropatia diabética y KNG1, encontrada en
muestras de orina con niveles disminuidos en el caso de la ERC y aumentados en el
caso de estar asociada la EAC) hayan sido halladas.

Otro dato curioso e importante a la vez es que en este trabajo, realizado sin sesgo, se
han encontrado proteinas inhibidoras de proteasas (KNG1, WAP y AMBP)
diferenciales en ERC y todas con sus niveles disminuidos en orina de estos individuos.
Teniendo en cuenta la fibrosis renal en ERC puede ser, asi postulan varios autores que
estas proteinas sean un ligando alternativo para el receptor del activador de
plasmindgeno (UPA) cuya deficiencia ha sido muy relacionada con un papel protector
de la fibrosis renal en modelos animales (239). También puede estar relacionado con el
cumulo de matriz extracelular que caracteriza a la fibrosis y que ocurre en cada causa de
ERC (240). De este modo, las proteinas encontradas en tejidos endoteliales en este
trabajo (NID1, WAP y PIGR), pueden tener un papel importante en el progreso de la
fibrosis renal.

Aunque no se ha estudiado el dafio renal que produce la DM en profundidad en este
trabajo, se han encontrado en otros estudios como marcadores de la Diabetes tipo 2,
AMBP, ZAGP y RPB4 todas ellas incrementados en orina. Todo nos hace sospechar
gue no s6lo sean marcadores de DM, sino marcadores de dafio renal al haberlas
encontrado en nuestro estudio en el que han participado individuos no diabéticos con
dafio renal en su mayor parte.
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Las dos microglobulinas (o y ) han sido relacionadas en el presente estudio y en los
previos con la disfuncion renal en diferentes patologias incluso en estudios de toxicidad.
Incluso se ha discutido cual de las dos seria mejor marcador de la funcién renal. Nguyen
y colaboradores estudiaron las dos en suero fetal viendo diferencias en la concentracién
de las dos, pero determinando que era mejor marcador de la funcion renal la proteina -
2-MGB (241). Petrica y colaboradores relacionan las dos microglobulinas para medir la
disfuncion tubular en la administracion de Pioglitazone en Diabetes tipo 2 (242). En
nuestro caso por la técnica utilizada, se observo mejor la a-1-microglobulina mediante
la AMBP. Podemos asegurar esto porque el analisis mediante LC MS/MS de las
proteinas se produce mediante la digestion previa por una proteasa (tripsina). Al
romperse la secuencia de la proteina AMBP (compuesta por dos proteinas: a-1-
microglobulina y Bikunina) nos deja a péptidos de a-1-microglobulina estadisticamente
significativos en el estudio.

Otro metabolito en relacion con las proteinas estudiadas en el estudio diferencial es
PDC. PDC se encuentra identificado en estudios de protedmica con la enzima PDC-
esterol aciltransferasa que aparece junto a KNG1 y -2 MGB aumentada en el plasma
de individuos tras un trasplante renal (180), también nos cerciora de la observacion
obtenida de PDC en el tejido renal.

Datos obtenidos en este trabajo es la relacién de la proteina ZAGP con Aldosterona, ya
que su respuesta esta regulada por corticoides. Ademas ZAGP, interacciona con los
receptores B-adrenérgicos como B2R (230;243). Esta glicoproteina no es la Unica que
estd relacionada con el RAAS y KKS. La glicoproteina, CD59 esta implicada en el
proceso de coagulacién donde se une como C5 y C5b a la Trombina. Si describimos
brevemente el proceso de coagulaciébn comenzamos con la activacion de alto peso
molecular Kininogen, preKallikrein y el factor XII (cada vez més datos experimentales
relacionan a KKS a este proceso) y termina con el paso final catalizado por la Trombina
que se une a C5 y C5b, entre otros complementos (244).

Se quiere destacar que estos datos englobados en todas la nefropatias a la vez no dan
respuesta a ninguna patologia concreta, que desgraciadamente es lo que piden los
nefrologos para poder asegurar y diagndstico y un tratamiento adecuados y
personalizados. Estos metabolitos responden Gnicamente al fracaso renal. Es decir, que
aungue se trate de un proceso agudo y no crénico los ciclos se alteran al alterase todo el
equilibrio y el metabolismo propio de rifion. Si patologia produce una disfuncion renal
de forma cronica entonces los ciclos alterados tenderan a alterarse cada vez mas
afectando a la vez a otros sistemas. El cuerpo humano con sus mecanismos de
compensacion intentara solucionar con otras vias esta situacion. Esto lo podra realizar
durante un tiempo determinado, hasta el fracaso total. No es asi en un proceso agudo
donde por logica, esa situacion de desequilibrio revertira cuando revierta la causa del
fracaso. En este trabajo se han referenciado por la bibliografia cientifica existente
algunas de estas moléculas, ya sean metabolitos o proteinas con procesos agudos,
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cuando lo que se esta estudiando es fracaso crénico, es decir, irreversible. Aun asi es
correcto ya que podrian corresponder a las primeras alteraciones de las moléculas, que
ademas no tuviesen mecanismos de compensacion o no estén reflejados.

Respecto a la comparacion con estudios en animales, habria que pensar en un escalado y
cuantos estudios se han realizado con éxito en animales menores y han fracasado en el
hombre. Muchos ensayos en preclinica sugieren precaucion a la hora de transferir los
resultados observados en modelos animales al hombre. Lo que si observamos es que
puede ser un reflejo de lo que podria ocurrir, pero esperando a ese escalado que nos
indique que efectivamente es cierto.

Tenemos asi un cuadro de proteinas relacionadas con ERC donde encontramos elevadas
en orina de estos individuos proteinas ya relacionadas en la literatura con la medida de
la funcion renal como son -2-MG y RBP4. Sin embargo, encontramos otras 5 que no
han sido descritas y que encuentran sus niveles de abundancia en ERC en estadios
avanzados disminuidos frente a controles sanos, asi tenemos a KNIG1, CD59, PIGR,
WAP y AMBP. Tal y como se hizo en el estudio de metabolitos se estudio la EAC
dentro de la ERC, tenemos dos proteinas relacionadas de manera independiente con
EAC: NID1 y ZA2GP. Estas no estan dieron significacion en ERC frente a controles
sanos, sin embargo si resultaron significativas cuando la EAC estaba asociada a la
enfermedad renal tanto en los estadios iniciales como en avanzados de esta.
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CONCLUSIONES

1. Se ha establecido una metodologia de anélisis del metaboloma de un fluido
bioldgico de diagndstico clinico como es la orina, de individuos sanos y con
enfermedad renal cronica (ERC), incluyendo elevados niveles de proteinuria,
mediante RMN y nLC-MS/MS (metodologia MRM).

2. Se ha identificado una huella metabolomica en orina asociada a la enfermedad
renal crénica (ERC), tanto en estadios iniciales como en avanzados, compuesta
por: Trimetilamina-N-Oxido (TMANO), a-Fenilacetilglutamina, Taurina,
Guanidoacetato, Citrato y dos componentes del ciclo del catabolismo de
Glutation: 5-Oxoprolina y Glutamato. La variacion de estos metabolitos
corresponde con la evolucion de la ERC.

3. Adicionalmente se ha identificado una huella metabolémica en orina con
potencial para identificar enfermedad arterial coronaria (EAC) asociada a la ERC
tanto en estadios iniciales como en avanzados compuesta por: Homocisteina,
Treonina, Leucina y Citrato.

4. El estudio del tejido renal en un modelo temprano de nefropatia diabética reveld
18 metabolitos con niveles alterados en animales patoldgicos frente a controles.
De estos 18, 5 metabolitos presentan significacion estadistica en su alteracion:
Aldosterona, Myoinositol, Fosfatidilcolina (PDC), Trimetilamina-N-oxido
(TMANO) y Glutamato.

5. La variacion encontrada para dos componentes del ciclo del catabolismo del
Glutation, 5-Oxoprolina y Glutamato, se ve corroborada por la variacion
observada para las enzimas que catalizan su trasformacion: 5-Oxoprolinasa
(OPLA), gamma-Glutamilciclotransferasa (GGCT) y Glutamato-cisteinaligasa
(GSH). Estas alteraciones metabdlicas se reflejan tanto a nivel de orina como de
plasma, en estadios avanzados y en estadios iniciales de la ERC.

6. Se ha establecido una metodologia de anélisis diferencial del proteoma de la
orina, tanto control como patoldgica con altos niveles de proteinuria, mediante
iTRAQ.

7. Hemos descubierto potenciales marcadores de ERC: Kininogeno 1 (KNG1),
Complemento 59 (CD59), Receptor parainmunoglobulina (PIRG), Whey acidic
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proteins WAP y Alfa-1-microglobulina/bikunina (AMBP) y confirmando otros
encontrados ya en uso clinico como marcador de la disfuncion renal como es el
caso de la Proteina transportadora de retinol 4 (RBP4) y beta-2-microglobulina
(B-2-MG). Hemos descubierto un panel de proteinas en orina compuesto por
Zinc-alfa-2-glicoproteina (ZA2G) y Nidogeno 1 (NID1), que se encuentra
alterado en respuesta a la presencia de enfermedad arterial coronaria (EAC)
asociada a ERC, y que solo responde a esa condicion clinica y no a la propia
ERC. . KNG1 y AMBP sin embargo responden significativamente a las dos
patologias (ECR por si misma, y EAC en ERC).

Hemos puesto a punto y establecido las condiciones &ptimas de analisis
protedmico y metabolémico de fluidos bioldgicos como orina y plasma en una
plataforma pionera compuesta por nano-cromatografia en formato chip acoplada
en linea a espectrometria de masas en tandem (nLC-MS/MS) mediante la
tecnologia ChipCUBE.
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