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INTRODUCCION
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Figura 2: Didlisis renal.
Fuente: Classe Qsl, 2009.

Figura 1: Trasplante renal.

Fuente: ALCER-Gipuzkoa, 2015. %} E S I E
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TEEPLN AV R PAI Y o Deterioro repentino en la funcion renal.
de Aloinjerto Renal e M4ds comun y reversible.

Ecuador (Cuenca)

43.4% - rechazo agudo en los
primeros 6 meses.

(Carrion Monsalve, Espinoza Manzano, &
Flores Enderica, 2012)
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Figura 3: Rechazo agudo de aloinjerto renal.
Fuente: Human pathology, 2004.
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INTRODUCCION
Prondstico y Diagnostico de AR de Aloinjerto

Biomarcadores

No invasivo

Diagnadstico y Prondstico
Seguimiento

RT-qPCR

Figura 4: Muestras de fluidos corporales.
Fuente: UFMG, 2014
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Impreciso en Prediccion

Figura 5: Biopsia Renal.
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Células T reguladoras y FOXP3

Células Treg
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Treg aumentan durante
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FOXP3 ARNm como biomarcador

Muthukumar y cols. (2005)

Los niveles de ARNm
de FOXP3 en orina se
incrementan durante
AR renal.

Aquino-Dias y cols. (2008)

Los niveles de FOXP3
ARNm predijeron AR
renal con una
sensibilidad y
especificidad del
100%

Otras Investigaciones

Afaneh vy cols. (2010)
Keslar y cols. (2013)

Suthanthiran y cols.
(2013)
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Implementar y optimizar un ensayo de RT-gPCR del
biomarcador urinario FOXP3 ARNm para su futura potencial
utilizacion como indicador temprano de rechazo agudo en
pacientes sometidos a trasplante renal.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Estandarizar el protocolo de extraccion de ARN total y mensajero a
partir de muestras de sedimento urinario mediante un kit de
extraccion comercial.

— Implementar y optimizar ensayos de gPCR a partir de ARN (RT-
gPCR) extraido de sangre total para evaluar la expresion del
biomarcador FOXP3 ARNm y del gen 18S ARNr.

— Validar los ensayos de qPCR a partir de ARN (RT-qPCR) extraido de
orina para evaluar la expresion del biomarcador FOXP3 ARNm y del
gen 18S ARNr en pacientes trasplantados y no trasplantados

(ensayo de validacidon de campo).
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METODOLOGIA

Optimizacion de sistemas 18S y FOXP3

ARN: Sangre Total

RT-PCR convencional

SuperScript Ill One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase
(Invitrogen™)

I
\
RT-gPCR con SYBR® Green

Power SYBR® Green RNA-to-CT™ 1-Step

1 ®
Kit (Applied Biosystems™) LightCycler® Nano (Roche)

B
\
RT-qPCR con TagMan®

TagMan® RNA-to-CT™ 1-Step Kit
(Applied Biosystems™)

LightCycler® Nano (Roche)

&ESPE

UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

URIBAD DE ELLACIONLS DE COOPERACION INTEEINSTITUCIONAL



METODOLOGIA

Sensibilidad analitica y Eficiencia de amplificacion
de sistemas RT-qPCR con TagMan®

50 ng/ulL 5ng/ul 0.5 ng/uL 50 pg/ul 5 pg/uL 0.5 pg/uL 50 fg/uL 5 fg/ulL

10t 10 102 10 10 108 107

Figura 8. Procedimiento para la obtencién de diluciones seriadas de ARN para los ensayos de sensibilidad
analitica de RT-gPCR con TagMan®.

- Igualdad EA
Ensayo RT Curva Estandar Eficiencias de 1g85 FOXP3
gPCR con pe ez y
® C, vs. Logl10(Q) Amplificacion
TagMan ACq vs. Logy,
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METODOLOGIA

Extraccion de ARN a partir de muestras clinicas de orina

Obtencion de
sedimento
celular

e Muestras de orina del HCAM: 4 pacientes no trasplantados
renales (no nefropatas) y 4 trasplantados renales.

e MagPurix 12 System (Zinexts Life Science
Corporation) - HCAM

Extraccion de
ARN

e TURBO DNA-free™ kit (Ambion™)
e Fenol/cloroformo 1:1

Tratamiento
con DNasa

Analisis

Cuantitativo | NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™)
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METODOLOGIA

Evaluacion de los sistemas de RT-qPCR con TagMan®
en ARN de muestras clinicas de orina
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Paciente No Trasplantado/Trasplantado 1: A1 - A3, C1 - C3 (Azul)

m
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Paciente No Trasplantado /Trasplantado 2: AS — A8, C6 — C8 (Verde)
Paciente No Trasplantado /Trasplantade 3: B1 - B3, D1 -D3 (Amarillo)
Paciente No Trasplantado /Trasplantado 4: B6 — B8, D6 — D& (Violeta)
Control Positivo (Sangre): A4 — A5, C4 — C5 (Rojo)

Control Negativo (Agua): B4, D4 (Celeste)

Pocillo Vacio: B5, D5 (Blanco)

Figura 9. Disefio de placa de los ensayos de RT-qPCR con TagMan® con ARN de

muestras clinicas de orina de pacientes no trasplantados y trasplantados renales.

3 repeticiones con muestras de
pacientes no trasplantados

3 repeticiones con muestras de
paciente trasplantados
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Analisis estadistico

Variabilidad
intraensayo e
interensayo (R)

Coeficiente de
variacion (CV) de
valores de Cq

Prueba de Hipdtesis
de igualdad de CV

METODOLOGIA

Prueba de hipotesis
de igualdad de
medias (InfoStat)

Entre valores de Cq
de pacientes
trasplantados y no
trasplantados

Sistema 18S
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RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacion de RT-gPCR con TagMan® - 18S y FOXP3

Sistema 18S Sistema FOXP3
Tabla 1. Configuracién de la reaccidon de RT- Tabla 2. Configuracién de la reaccidon de RT-qPCR
gPCR con TagMan® para el sistema del gen 18S. con TagMan® para el sistema del gen FOXP3.

2X 1X
10uM  0.2uM  0.20
10uM  0.2uM  0.20
1000nM  100nM  1.00
40X 1X 0.25

- - 1.35

5ng/uL  1ng/ul

2X 1X
10uM  0.5uM  0.50
10uM  0.5uM  0.50
1000nM  100nM  1.00
40X 1X 0.25

- - 0.75

5ng/pL  1ng/ulL

Tabla 3. Programacion del termociclador para el ensayo de RT-gPCR con TagMan® del gen 18S y FOXP3.

Proceso Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Sintesis de ADNc 48°C 15 min 1
Denaturacion Inicial

. . . ° 1 i 1
(Activacion de DNA Polimerasa) ¢ 0 min
Denaturacion 95°C 15 seg

Annealing 63°C 30 seg 45
Extension 72°C 30 seg S p E
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RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion de RT-qPCR con TagMan® — 18S y FOXP3

Sistema 18S

Intensity (RFU)
e g
& &

C1
C2

20 2

£

Crcle

RFY

Sistema FOXP3

Figuras 10 y 11. Curvas de amplificacion de los ensayos de RT-gPCR con TagMan® para los genes 18S (izquierda) y FOXP3 (derecha).

C1, C2, C3: Controles positivos. C-: Control negativo sin ARN.

29.525
30.082
29.575
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sensibilidad analitica de sistemas RT-gPCR TaqgMan®

Sistema 18S // Sistema FOXP3

reraty (RF Uy
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Figura 12 y 13. Curvas de amplificacién de los ensayos de sensibilidad analitica de RT-qPCR con TagMan® para los genes 18S
(izquierda) y FOXP3 (derecha).

Sensibilidad e 18S: 1 fg/uL
Analitica e FOXP3: 1 pg/uL
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RESULTADOS Y DISCUSION
Eficiencia de amplificacidon de sistemas RT-qPCR TagMan®

Tabla 4. Eficiencias de amplificacion de los sistemas de RT-
gPCR con TagMan® para los genes 18S y FOXP3.

Sistema m (logl0) PEA
-2.6855 135.70
-2.6435 138.93

Curva ACq Promedio vs log10 (Q) -, .
30.000 Pendiente (m)
25.000 00419 > 01
% 20,000 k J
5 15.000 o el OCTIRITLLY .
E- 10.000 v=0.0419x+16.519 e log10
=] r \
5.000 EA de 185 y
L FOXP3 son
log10(C1) :
iguales
. g

Figura 14. Curva ACq promedio vs. Log10(Q) correspondiente a los
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RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion de ARN a partir de Orina

Tabla 5. Resultados de cuantificacidn por espectrofotometria con NanoDrop
2000™ de la extraccion de ARN a partir de muestras clinicas de orina.

Paciente Muestra  Conc. (ng/uL)  260/280

NT1 16 1.65

No Trasplantado NT3 19.6 151
NT6 18.3 1.86

NT7 27.7 1.64

T1 13.3 1.49

Trasplantado 12 16.1 1.52

T3 10.4 1.44

T5 8.5 1.46

12 ) e
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Figura 15. Espectro de muestras de ARN de sedimento celular urinario cuantificadas por espectrofotometria con NanoDrop 2000™.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados y analisis de la evaluacion de los sistemas de RT-qPCR con TagMan®
en ARN de muestras clinicas de orina -18S

Pacientes No Trasplantados Pacientes Trasplantados

Ensayo 1 Ensayo 3 Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo &

\NT3/

30

28

26

Cq
22

18

16

14

L]
I T T T T T T T T T T T T T T 1
NT1 NT3 HTE MHTT NT1 NT3 NTG HNTT ™ T2 T3 TS T T2 T3 L] T T2 T3 TS

FPacients

Figura 16. Grafico de valores de Cq resultados de cada paciente de los ensayos 1, 3, 4, 5 y 6 correspondientes a la
evaluacidn de los sistemas de RT-qPCR con TagMan® del gen 18S en muestras clinicas de ARN de orina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de Coeficiente de Variacion Intraensayo por paciente -18S
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Figura 17. Coeficientes de variacion (CV) por paciente y ensayo de los resultados de RT-gPCR con
TagMan® del sistema 18S en ARN de muestras clinicas de orina.

Variabilidad intraensayo - sistema 18S: 1.6%.

75

Prueba de hipétesis

de igualdad de CV

.

4 N
p-valores
0.524-0.871
\ J
4 N

No hay diferencias en
la variabilidad entre
ensayos segun cada
paciente (o = 0.05).

J
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de Coeficiente de Variacion Interensayo por ensayo -18S

g -
g —
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Figura 18. Coeficientes de variacidn (CV) por ensayo de los resultados de RT-

gPCR con TagMan® del sistema 18S en ARN de muestras clinicas de orina. No hay diferencias en la

variabilidad entre ensayos
e . ) . (a0 =0.05).
Variabilidad interensayo sistema 18S:

15.6% con paciente NT3

7.16% sin paciente NT3 @Esp
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RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis Estadistico de valores de Cq -18S

Tabla 6. Resultado de Kruskal-Wallis en Infostat de los valores de Cq de pacientes trasplantados y no trasplantados
en el sistema 18S, sin datos del paciente no trasplantado NT3.

|_Variable | Condicién Paciente | N | Medias | D.E. | Medianas | H [ p |
VEI A SNel e No Trasplantados 18  18.99 0.41 19.17 26.21 <0.0001

Valor de Cq Trasplantados 36 16.78 1.67 16.92 Diferencias
significativas entre

los Cq de pacientes
trasplantados y no
% w _ trasplantados

16.616

WValor de Cq

: Posible estudio de la A
expresion de 18S
ARNr como un

I biomarcador de

, . ‘ L rechazo agudo renal. )

No Trasplantados Trasplantados
Condicidn de los Pacientes

Figura 19. Grafico de cajas y bigotes de valores de Cq resultados del sistema de RT-qPCR con
TagMan® del gen 18S en muestras clinicas de ARN de orina pacientes trasplantados y no

trasplantados excluyendo los datos atipicos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados y analisis de la evaluacion de los sistemas de RT-qPCR con TagMan®
en ARN de muestras clinicas de orina —=FOXP3

Pacientes No Trasplantados Pacientes Trasplantados

Endnyo 1 Ensayo 3 Ensdyo 4 Endayia 5 Eradyn 6

Pacientes no
Trasplantados

¢ 0 pacientes detectados

' (0%)
|

Pacientes trasplantados

e 1 paciente detectado
(25%)

Paciente

Figura 21. Grafico de valores de Cq resultados de cada paciente de los ensayos 1, 3,4,5y 6
correspondientes a la evaluacién de los sistemas de RT-qPCR con TagMan® del gen 18S en
muestras clinicas de ARN de orina.
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77.78% de
reacciones —
detectado FOXP3

Paciente

trasplantado T3

5
B
£
]

Figura 22: Grafico de amplificacidn del ensayo 4 del
sistema FOXP3.

Variabilidad
—>| promedio (T3)
0.95%
s B
Limitante

Calidad del ARN extraido a

partir de sedimento
urinario
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CONCLUSIONES

Las eficiencias de amplificacion de los sistemas RT-qPCR con TagMan® de
18S y FOXP3 fueron de 135.70% y 138.93% respectivamente,
comprobando posible contaminacion en la muestra de ARN extraido a

partir de sangre.

Los resultados totales de extraccion de ARN a partir de orina indicaron
rendimientos de extraccion variables, baja calidad de ARN con tendencia a
degradarse.

El sistema de RT-gPCR con TagMan® del gen 18S en muestras clinicas de
orina es preciso y reproducible, con una variabilidad intraensayo aceptable
de 1.6%, y sin diferencias significativas entre las variaciones (CV) de Cq

respecto a cada paciente y entre ensayos.
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CONCLUSIONES

El analisis estadistico mostro diferencias significativas de las medias entre
los valores de Cq de pacientes trasplantados y no trasplantados en el
sistema 18S, comprobando que existe una mayor cantidad de ARN del gen
18S ARNr en pacientes trasplantado renales.

El sistema de RT-gPCR con TagMan® de FOXP3 fue capaz de detectar el
gen FOXP3 ARNm en solo una muestra clinica de ARN a partir de orina
correspondiente a uno de los pacientes trasplantados.

El sistema RT-qPCR con TagMan® del gen FOXP3 necesita mayor
optimizacion y aumento en la sensibilidad analitica para ser validado en
ARN de muestras clinicas de orina de pacientes trasplantados renales.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

* Serecomienda optimizar los ensayos de sensibilidad analitica de los
sistemas RT-qPCR con TagMan® de los genes 18S y FOXP3 para construir
nuevas curvas estandar y obtener eficiencias de amplificacion cercanas al
100%.

e Segun los resultados de este proyecto y hallazgos en varias
investigaciones, se deberia establecer posible estudio de la expresion de
18S ARNr como un biomarcador de rechazo agudo renal.

* Siendo el ARN la principal limitante del presente estudio, se recomienda
un mejoramiento de la cantidad y calidad general del ARN extraido a partir
de sedimento urinario.
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