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RESUMEN

El rechazo agudo a aloinjerto es el principal obstaculo para la supervivencia
de un rifidn trasplantado. La biopsia renal todavia es la prueba de referencia
en el diagndstico de la disfuncidn del injerto, pese a ser un procedimiento
invasivo. Diversos estudios indican que los linfocitos T reguladores, que
expresan el gen FOXP3, aumentan en el aloinjerto durante el rechazo agudo.
En esta investigacion, se evaluaron sistemas de RT-gPCR con la quimica
TagMan® para analizar la expresion del biomarcador urinario FOXP3 ARNmM
y del gen de referencia 18S ARNr en muestras clinicas de ARN de orina de
pacientes no nefropatas y de pacientes trasplantados renales, proporcionadas
por el Hospital Carlos Andrade Marin en Quito, Ecuador. Para ello, se
optimizaron los sistemas de RT-gPCR a partir de ARN de sangre total, y
paralelamente se estandarizé un método de extraccion de ARN a partir de
sedimento urinario. El aislamiento de ARN de muestras clinicas de orina tuvo
rendimientos de 4.15-13.85 ng de ARN por mL de orina, baja calidad y
tendencia del ARN a degradarse. El sistema 18S en muestras clinicas de orina
es preciso y reproducible, con una variabilidad intraensayo de 1.6% Yy sin
diferencias entre las variaciones de los ensayos. Se comprob6é una mayor
cantidad del gen 18S en muestras de pacientes trasplantados respecto a
muestras de pacientes no trasplantados. El sistema FOXP3 no detecto el gen
en muestras de ARN de pacientes no trasplantados, pero si lo hizo en una de
cuatro muestras de pacientes trasplantados, demostrando que este sistema
necesita mayor optimizacion para poder detectar el gen en todos los pacientes
trasplantados. Pese a una sensibilidad analitica del sistema FOXP3 de hasta
1 pg/uL de ARN a partir de sangre total, en muestras de ARN a partir de orina
se dificultdé la deteccién y amplificacion del gen debido a una cantidad de
ARNmM del gen FOXP3 menor en muestras de orina y presencia de inhibidores
de PCR. Por lo tanto, el sistema FOXP3 necesita aumentar su sensibilidad
analitica para ser validado en muestras de orina, y se recomienda mejorar la

calidad de las muestras de ARN e implementar una etapa de preamplificacion.

PALABRAS CLAVES: RECHAZO AGUDO RENAL, BIOMARCADOR,
FOXP3, 18S, RT-gPCR.



XXV

ABSTRACT

Acute allograft rejection is the main complication in kidney transplantation.
Despite being an invasive procedure, renal biopsy is still the gold standard in
the diagnosis of graft dysfunction. Several studies indicate that regulatory T
cells, which express the gene FOXP3, increase in the allograft during acute
rejection. In this research, RT-gPCR TagMan® systems were evaluated in
order to study the potential applicability of FOXP3 mRNA as a urinary
biomarker for acute kidney rejection. A housekeeping gene, 18S rRNA was
used as reference gene for quantitation of gene expression. For both systems,
RNA was extracted from urine samples from patients without kidney disease
and from kidney transplant patients. Biological samples were kindly provided
by the Transplant Unit and the Laboratory of Molecular Biology of Carlos
Andrade Marin Hospital in Quito, Ecuador. RT-gPCR systems were optimized
with whole blood extracted RNA. A method of RNA extraction from urine
epithelial cell pellet was also standardized. Yields of extracted RNA from urine
were 4.15-13.85 ng of RNA per mL of urine, low quality and RNA tended to
degradate. The 18S system on urine samples is accurate and reproducible,
with intra-assay variability of 1.6%, and no significant differences in variation
between essays. More quantity of the 18S gene was proved in transplanted
patient samples compared with non-transplanted patient samples. The FOXP3
system did not detect the gene in RNA from non-transplanted patient samples,
but it detected the gen in one of four transplant patient samples, showing that
this system needs further optimization in order to detect the gene in all
transplant patients. Despite an analytical sensitivity of FOXP3 system of 1
pg/mL of RNA from whole blood, detection and amplification of the gene
became more difficult in RNA samples from urine due to a less amount of
MRNA of FOXP3 gene in urine samples and the presence of PCR inhibitors.
Therefore, the system FOXP3 needs to increase analytical sensitivity to be
validated in urine samples, and it is recommended to improve the quality of the

RNA samples and implement a preamp stage.

KEYWORDS: ACUTE ALLOGRAFT REJECTION, BIOMARKER, FOXP3,
18S, RT-gPCR.



CAPITULO 1
INTRODUCCION

1. Formulacioén del problemay antecedentes

El trasplante de rifién es el tratamiento definitivo para la mayoria de los
pacientes con enfermedad renal en fase terminal (Lo, Kaplan, & Kirk, 2014).
El desarrollo cientifico en el &rea de trasplantes ha sido considerable durante
el altimo medio siglo, tanto en la comprension de los mecanismos moleculares
de rechazo del aloinjerto como en su relacion con el sistema inmunolégico
(Morris, 2004) (Sayegh & Carpenter, 2004).

Unos de los principales problemas con el trasplante renal es la gran
disparidad entre la oferta y la demanda de 6rganos, en donde la mayoria de
los pacientes tienen que esperar algunos afios para disponer de un rifidon
compatible (Harper, McBride, & Ellison, 1999). Pese a que los avances en el
tratamiento de inmunosupresion han disminuido los porcentajes de rechazo
agudo y mejorado los resultados a largo plazo (Kaneku & Terasaki, 2006), el
rechazo del aloinjerto renal continGia siendo una de las principales causas para
el desarrollo de enfermedad renal terminal (Agodoa, y otros, 1999), lo cual
contribuye mas a la escasez de d6rganos (Muthukumar, y otros, 2005).
Aproximadamente el 20 por ciento de los pacientes en los Estados Unidos que
estan en lista de espera son aquellos que tienen un injerto rechazado (Harper,
McBride, & Ellison, 1999), de los cuales, sélo el 15 por ciento repiten el
trasplante (Cecka, 1998).

El rechazo agudo es el principal obstaculo y factor de riesgo para el dafio
del injerto y su supervivencia a largo plazo (Akhtar, y otros, 1998) (Meier-
Kriesche, Schold, Srinivas, & Kaplan, 2004). Se define como el deterioro
repentino en la funcién renal del aloinjerto debido a una respuesta inmune del
receptor al érgano del donante (Gulanikar, MacDonald, Sungurtekin, &
Belitsky, 1992). Alrededor del 35 por ciento de los receptores de aloinjertos
tiene un episodio de rechazo agudo en el primer afio después del trasplante
(Hariharan, y otros, 2000).
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A inicios de 1960, los farmacos utilizados en los pacientes receptores de
aloinjerto renal fueron la azatioprina y los corticosteroides; sin embargo, el
desarrollo de rechazo agudo, acompafiado con fiebre y sensibilidad del injerto,
era habitual (Nankivell & Al, 2010). En 1980, con el aparecimiento de la
inmunosupresioén utilizando inhibidores de calceurina y una mejor eleccion de
los pacientes donantes y receptores, basado en sus caracteristicas
inmunoldgicas, disminuyo el riesgo de rechazo agudo. A pesar de eso, los
episodios de rechazo actualmente se producen con mayor severidad que
antes y los porcentajes de supervivencia del aloinjerto no han variado (Meier-
Kriesche, Schold, Srinivas, & Kaplan, 2004).

En un estudio realizado en pacientes con trasplante renal entre los afios
2007 y 2012 en Cuenca, Ecuador, se encontré que seis meses después del
trasplante, el 43.4 por ciento de los pacientes presentaron rechazo agudo

(Carrion Monsalve, Espinoza Manzano, & Flores Enderica, 2012).

Pese a los avances en los tratamientos de inmunosupresion, la eficacia
de estas terapias se ha visto obstaculizada por correlaciones inexactas entre
las dosis y/o concentraciones administradas de los farmacos y los resultados
o efectos adversos, lo que ha contribuido a la morbilidad de los pacientes que

han recibido un trasplante (Lo, Kaplan, & Kirk, 2014).

El enfoque actual para el tratamiento del rechazo agudo es uniforme, a
pesar de que se conoce que algunos episodios de rechazo no son totalmente
reversibles, conduciendo a la disfuncion y fracaso del aloinjerto a largo plazo,
mientras que otros son facilmente tratables (Opelz, 1997). El reconocimiento
de que cada paciente tiene un repertorio inmunoldgico Unico ha centrado el
interés en realizar terapias de inmunosupresion de forma individual. Para eso,
algunas pautas han sido validadas en estudios prospectivos para dirigir
terapias personalizadas; sin embargo, la imprecision en la capacidad
predictiva de las pruebas de diagnéstico para determinar cualquier rechazo
aumenta la dificultad de manejo terapéutico direccionado (Lo, Kaplan, & Kirk,
2014).

Pese a que los niveles de creatinina en suero del paciente pueden dar

una idea de un posible rechazo renal, los rechazos subclinicos pueden
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determinarse Unicamente con la biopsia del injerto; por lo que en dicho
escenario, al no existir una evidente disfuncién renal, puede dafar el érgano
(Nankivell, y otros, 2003). Al ser la biopsia la prueba validada para determinar
el rechazo de aloinjerto, influye tanto en el prondstico de su estado asi como

la terapia que se llevaré cabo en el paciente (Halloran, 2004).

La biopsia por puncién percutdnea del aloinjerto renal se utiliza
actualmente para el diagndstico de rechazo agudo (Hartono, Muthukumar, &
Suthanthiran, 2010). Aunque la biopsia sigue siendo considerado el "estandar
de oro" en el diagnostico de la disfuncion del injerto, tiene sus limitaciones
(Nagvi, Jafri, Imani, Mubarak, & Muzaffar, 2011).

En el procedimiento de la biopsia del aloinjerto, se pueden presentar
complicaciones como hematuria, anuria, hematoma perirrenal, hemorragia y
shock, fistulas arteriovenosas, y hasta la pérdida del injerto (Huraib, y otros,
1989). Ademés de ser un procedimiento invasivo, la biopsia puede tener
errores de muestreo y variaciones inter observador por lo tanto, se necesitan
varias muestras para aumentar la precision diagnéstica (Sorof, y otros, 1995).
Riesgos y complicaciones relacionadas con el procedimiento limitan su
aplicacion rutinaria en un programa de trasplante de donante emparentado
Vivo y seguimiento post trasplante (Naqvi, Jafri, Imani, Mubarak, & Muzaffar,
2011).

2. Justificacion del Problema

La enfermedad renal en etapa terminal requiere como tratamiento
decisivo el trasplante de rifion; sin embargo, este tipo de intervenciones
quirurgicas representan demandas elevadas de Organos respecto a los
disponibles, sin contar con los riesgos que conlleva toda operacion (Tonelli, y
otros, 2011). Cabe destacar que un trasplante exitoso no garantiza el
mantenimiento del aloinjerto a largo plazo. En Estados Unidos,
aproximadamente el 35 por ciento de los pacientes trasplantados tiene un
episodio de rechazo agudo luego del primer afio del trasplante y un 75 por
ciento aproximadamente de estos pacientes perdieron el injerto debido a un

dafo irreversible (Hariharan, y otros, 2000). En Ecuador se manejan cifras del
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43.4 por ciento de los receptores de aloinjertos que presentan rechazo agudo,
y alrededor de 34 por ciento de los mismos perdieron el injerto (Carrién

Monsalve, Espinoza Manzano, & Flores Enderica, 2012).

El desarrollo del rechazo agudo actualmente es dificil de predecir, para
lo cual se tiene como prueba “gold standard” a la biopsia por puncién
percutanea para observar las caracteristicas histologicas del injerto (Matas, y
otros, 1983). La biopsia del aloinjerto, al ser un procedimiento invasivo, puede
generar complicaciones como hematuria, hematoma perirrenal, hemorragia,
fistulas arteriovenosas, entre otras, llegado incluso a la pérdida del injerto
(Huraib, y otros, 1989).

Varios estudios han demostrado que mediante el uso de biomarcadores
no invasivos se puede identificar el rechazo agudo renal de manera temprana
(Lo, Kaplan, & Kirk, 2014). Algunas de estas investigaciones han
implementado una reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)
para analizar los niveles de ARN mensajero especificos dentro de las células
urinarias de los pacientes trasplantados (Muthukumar, y otros, 2005).
Implementar esta técnica no invasiva permitiria un diagnéstico temprano del
rechazo agudo mediante la deteccion de niveles elevados de productos de
linfocitos T CD8+ (Li, y otros, 2001), integrinas (Ding, y otros, 2003),
quimiocinas y combinaciones quimiocina-receptor que promueven el
reclutamiento de células T efectoras hacia el aloinjerto (Tatapudi, y otros,
2004).

Diversos estudios revelaron el papel de los linfocitos T reguladores
CD4+CD25+ en la supresion de la autoinmunidad y en ciertos tipos de
tolerancia inmune, los cuales expresan de manera especifica un factor
regulador de la transcripcion llamado forkhead box P3 (FOXP3), que participa
directamente en la funcion de estas células. Hasta la actualidad FOXP3 es
considerado el principal marcador molecular de esta subpoblaciéon reguladora

(Gonzalez Parias, Duque Giraldo, & Velasquez-Lopera, 2010).

La cantidad de células T reguladoras (Treg) en el humano, que expresan
el factor de transcripcion FOXP3, aumenta durante un episodio de rechazo
agudo de aloinjerto (Muthukumar, y otros, 2005).



5

Considerando la funcion predominante de los linfocitos T reguladores en
el control de la autotolerancia (Sakaguchi S. , 2005) y su funcién supresora en
modelos experimentales de tolerancia al trasplante (Zheng, y otros, 2003),
varios estudios de medicion del ARNm de FOXP3 en células urinarias se han
llevado a cabo debido a que puede indicar los eventos inmunoldgicos dentro
de un aloinjerto renal sometido a rechazo agudo, y muchos de ellos con
resultados alentadores (Muthukumar, y otros, 2005) (Aquino-Dias, y otros,
2008) (Afaneh, y otros, 2010).

En Ecuador, hasta el momento no se han realizado estudios sobre
biomarcadores para su evaluacién y validacibn como una prueba de apoyo en
el diagnéstico temprano de rechazo agudo post trasplante, constituyéndose

como el inicio de un estudio pionero en el pais.

El objetivo de este proyecto es implementar y optimizar un sistema de
RT-PCR cuantitativo que permita analizar la expresion del biomarcador
urinario FOXP3 ARNmM para su futura utilizacibn como posible indicador

temprano de rechazo agudo en pacientes sometidos a trasplante renal.

3. Objetivos del proyecto

3.1. 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.

3.2. Objetivos especificos

e Estandarizar el protocolo de extraccion de ARN total y
mensajero a partir de muestras de sedimento urinario mediante

un kit de extraccién comercial.

e Implementar y optimizar ensayos de qPCR a partir de ARN (RT-
gPCR) extraido de sangre total para evaluar la expresion del
biomarcador FOXP3 ARNm y del gel 18S ARN:T.



6

e Validar los ensayos de qPCR a partir de ARN (RT-gPCR)
extraido de orina para evaluar la expresion del biomarcador
FOXP3 ARNm y del gen 18S ARNr en pacientes trasplantados

y no trasplantados (ensayo de validacién de campo).

4. Marco teorico

4.1. Trasplante renal

El trasplante renal es un procedimiento quirdrgico para colocar un rifion
de un donante vivo 0 muerto en un paciente cuyos rilones no poseen
funcionamiento normal. En el momento en el que los rifiones pierden su
capacidad de filtrar, desechos peligrosos y exceso de liqguido empiezan a
acumularse en la sangre y en todo el cuerpo. Esta condicidon se conoce como
insuficiencia renal o enfermedad renal en etapa terminal (ESRD) (Mayo Clinic
Staff, 2015).

Los pacientes con enfermedad renal en etapa terminal tienen dos
opciones de tratamiento: el retiro de residuos de su torrente sanguineo,
conocido como didlisis, o el trasplante de rifion. Procedimientos con los cuales
el paciente trasplantado pueden mantenerse con vida (Mayo Clinic Staff,
2015).

Avances considerables en la supervivencia y funcién del injerto a largo
plazo han transformado al trasplante de rifién en la alternativa mas rentable
de tratamiento, comparado con la didlisis (Collins, 2015). En los Estados
Unidos se han llevado a cabo mas de 375.000 trasplantes de rifién y hasta el
2012, 191.400 pacientes mantuvieron el rifion trasplantado en funcionamiento
(Matas, y otros, 2014).

4.2. Rechazo del aloinjerto renal

El rechazo del aloinjerto renal consiste en el desarrollo de una respuesta
inmune del receptor al interactuar con los aloantigenos del organo del

donante, debido a que se realiza el trasplante de rifion de un donante que
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difiere genéticamente con el receptor. La respuesta generada destruye al
injerto si no es controlada a tiempo (Nankivell & Al, 2010). La disfuncion del
riidn provocada por el rechazo al aloinjerto es un problema comun y es el
principal obstaculo para el éxito del trasplante a mediano y largo plazo (Zhang
R., 2014).

Varias son las caracteristicas del donante que influyen en una mayor o
menor posibilidad de desarrollo de rechazo y, por lo tanto, en la decision de si
se acepta o no el rifidn, tales como edad, presencia de hipotension o
hipertension, dafio renal, isquemia prolongada en donantes fallecidos, entre
otras (Terasaki, Cecka, Gjertson, & Takemoto, 1995). Por otro lado, con la
donacion de un paciente vivo, sea relacionado con el receptor o un donante
altruista, en 6ptimas condiciones y con tiempos menores de isquemia, se
obtienen excelentes resultados, asi exista gran diferencia genética en el
genotipo HLA (Antigeno Leucocitario Humano) entre ellos (Terasaki, Cecka,
Gjertson, & Takemoto, 1995).

Incluso antes del trasplante renal, se inicia la amenaza inmunologica por
muerte cerebral del donante o dafio isquémico perioperatorio, el cual induce
una sobreexpresion de antigenos HLA en el injerto. Este aumento en la
presencia de antigenos HLA intensifica la respuesta inmunitaria, por lo tanto,
se incrementa la infiltracion celular y el riesgo de rechazo (Kim, Bedi, Denecke,
Ge, & Tullius, 2008).

El rechazo de aloinjerto se puede clasificar dependiendo de varios
criterios. La clasificacion mas importante es segun el momento post trasplante
de desarrollo del rechazo, que puede ser hiperagudo, agudo acelerado, agudo
o cronico (Nankivell & Al, 2010).

Otros criterios de clasificacion del rechazo renal comprenden cambios
fisiopatoldgicos  (celular-intersticial, vasculares, anticuerpo-endotelial),
gravedad del rechazo (grado de inflamacién histologica y lesiones, dado por
el esquema de Banff) (Haas, y otros, 2014), respuesta al tratamiento
(presencia o ausencia de resistencia a glucocorticoides), presencia o ausencia

de disfuncion renal (lo cual indica rechazo agudo o subclinico,
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respectivamente), y mecanismos inmunologicos (innato o adaptativo)
(Nankivell & Al, 2010).

4.2.1. Rechazo hiperagudo

El rechazo hiperagudo es un proceso que inicia minutos después del
trasplante renal y generalmente termina por la eliminacion del injerto
(Nankivell & Al, 2010). Este tipo de rechazo se produce por una accién de
anticuerpos previamente formados contra moléculas del HLA que se expresan
en el endotelio glomerular y vascular (Colvin, 2007). El sistema inmune innato
actla activando el sistema del complemento intrainjerto, lo cual provoca
necrosis del endotelio y coagulacion intravascular en el érgano trasplantado
(Terasaki P. , 2003).

4.2.2. Rechazo agudo acelerado

El rechazo agudo acelerado puede ocurrir entre uno y varios dias
después del trasplante (Kumbala & Zhang, 2013). Al existir una exposicion
previa del antigeno especifico, se genera una respuesta anamnésica por las
células B y T de memoria que produce rapidamente gran cantidad de
anticuerpos y respuesta celular respectivamente (Nankivell & Al, 2010)
(Kumbala & Zhang, 2013).

4.2.3. Rechazo agudo

El rechazo agudo (AR) se desarrolla generalmente en los primeros 3 a 6
meses post trasplante; sin embargo, puede ocurrir en cualquier momento
durante la vida de un aloinjerto renal. El rechazo agudo puede ser mediado
por células T, mediado por anticuerpos o ambos. Es mas comun y reversible
este tipo de rechazo comparado con el rechazo hiperagudo y agudo acelerado

(Zhang, Kumar, Ramcharan, & Reisin, 2004).



4.2.4. Rechazo crénico

El rechazo cronico es una lesion inmune en curso para el injerto, la cual
se desarrolla luego de varios meses o afios. Este rechazo se produce al no
mantener el tratamiento de inmunosupresion para controlar los linfocitos o
anticuerpos residuales contra los antigenos del aloinjerto renal. El rechazo
cronico genera disminucion progresiva de la funcion renal e infiltracién en el
parénquima e intersticio renal por células T y macréfagos (Solez, y otros,
2008). Por lo general es irreversible y no hay intervencion efectiva para este

tipo de rechazo (Djamali, y otros, 2014).

4.3. Rechazo agudo a aloinjerto renal

El rechazo agudo renal consiste en un deterioro subito de la funcién de
un rifldn trasplantado debido a una respuesta inmune destructiva del paciente
receptor al aloinjerto del donante (Hartono, Muthukumar, & Suthanthiran,
2010), lo cual se transforma en un factor de riesgo para el fracaso de injerto
renal (Cecka, 1998).

Algunos episodios de rechazo agudo renal no son completamente
reversibles, lo que conducen a la disfuncion y fracaso del rifidén a largo plazo,

mientras que otros son tratables (Opelz, 1997).

El rechazo agudo, pese a que ha tenido una decreciente incidencia a lo
largo de los ultimos afios debido a avances en la terapia inmunosupresora y
comprensién de sus mecanismos moleculares (Hartono, Muthukumar, &
Suthanthiran, 2010), continda siendo un importante inconveniente dentro del

trasplante renal (Meier-Kriesche, Schold, Srinivas, & Kaplan, 2004).

Aproximadamente el 35 por ciento de los pacientes trasplantados tienen
un episodio de rechazo agudo antes del primer afio luego del trasplante
(Hariharan, y otros, 2000). Los pacientes que han sufrido un episodio de
rechazo agudo poseen una vida media proyectada de su aloinjerto cuatro

afios menor que los pacientes que no lo han padecido (Cecka, 1998).
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Dentro del rechazo agudo, el Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) juega un papel importante ya que codifica el sistema HLA, en donde,
si existe diferencias entre el HLA del donante y del receptor, aumenta las
probabilidades de rechazo (Trowsdale & Parham, 2004). Cabe destacar que
diferencias en pocos aminoacidos en el sitio de unién al péptido del MHC
bastan para inducir rechazo del aloinjerto renal.

En el rechazo agudo de aloinjerto renal, el sistema inmune innato cumple
un papel importante en la aceleraciéon del rechazo y reclutamiento de
linfocitos. Cabe sefialar que, como se menciond anteriormente, el rechazo

agudo puede ser mediado por células T, mediado por anticuerpos o ambos.

4.3.1. El sistemainmune innato en el rechazo agudo renal

Las vias de inflamacién generan una regulacion al alta de las moléculas
de dafo innatas, acelerando el proceso de rechazo renal activando y

reclutando linfocitos T, ya sea directa o indirectamente (Nankivell & Al, 2010).

Los tejidos lesionados expresan ligandos del sistema TLR (Receptor de
tipo Toll) denominados moléculas DAMP (patrén molecular asociado a dafo),
asi como otras moléculas innatas de peligro. Los TLRs tienen la capacidad de
detectar, aparte de patégenos, moléculas de tejido extrafio y con lo cual
generan factores de activacion y maduracién de células dendriticas que
promueven el rechazo agudo (Kim, Bedi, Denecke, Ge, & Tullius, 2008)
(Alegre, y otros, 2008).

El sistema de complemento, parte de la inmunidad innata, genera las
proteinas C3a y Cbha, que activan los linfocitos T dentro del injerto y células
presentadoras de antigenos (APCs) directamente (Zhou, Medof, Heeger, &
Sacks, 2007).

De la misma forma, en la superficie del endotelio del rifion se produce un
incremento de antigenos relacionados con la secuencia del péptido A del MHC
de clase | (MICA), lo que puede activar linfocitos T CD8+ y células NK (Zou,
Stastny, Susal, Dohler, & Opelz, 2007).
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Los macrofagos activados deterioran la funcion del injerto al secretar
varias citocinas (IL-1, IL-12, IL-18, TNFa e IFN-y), y aumentan el rechazo
mediado por linfocitos T (Wyburn, Jose, Wu, Atkins, & Chadban, 2005).

4.3.2. Rechazo mediado por anticuerpos

Los anticuerpos que intervienen en el proceso de rechazo de aloinjerto
renal son los que reaccionan contra antigenos de células endoteliales, del
grupo sanguineo ABO y moléculas del HLA. Cabe resaltar que, a excepcion
de casos especiales como pacientes con trasplantes anteriores o pacientes
expuestos a aloantigenos, la mayor parte de receptores no cuentan con

anticuerpos para moléculas del HLA pre trasplante (Nankivell & Al, 2010).

El rechazo mediado por anticuerpos, el cual inicia dias después del
trasplante, provoca la disfuncién del aloinjerto rapidamente al generar
inflamacion (Nankivell & Al, 2010). Los antigenos del MHC expresados en el
endotelio de los capilares peritubular y glomerular del donante son las
principales moléculas a detectarse por dichos anticuerpos; en donde, luego
de darse la unién antigeno-anticuerpo, se desencadena la fijacién del

complemento (Figura 1) (Terasaki P. , 2003).

Tras el dafio producido en el endotelio, las células endoteliales segregan
varias moléculas de dafio, las cuales inducen agregaciéon plaquetaria (factor
von Willebrand y P-selectina), producen que leucocitos se adhieran al
glomérulo o a capilares peritubulares (citocinas como IL-la y IL-8, y
guimiocinas como CCL2) y activan la via clasica del complemento

(quimioatrayentes C3a y C5a) (Colvin, 2007).

La activacion del sistema de complemento y formacién del complejo
membrana-ataque causa necrosis y apoptosis de las células endoteliales, asi

como su desprendimiento de la membrana basal (Colvin, 2007).
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Figura 1. Rechazo agudo renal mediado por anticuerpos.
Fuente: (Nankivell & Al, 2010).

Los anticuerpos se unen a los antigenos del donante expresados en la superficie de las
células endoteliales en los vasos de injerto. La unién antigeno-anticuerpo favorece la
activacién del complemento, que da como resultado la adhesién celular y la necrosis de las
células endoteliales, seguido de deposicion de plaquetas y coagulacién. PMN: células

polimorfonucleares.

4.3.3. Rechazo mediado por células T

El rechazo mediado por células T es el rechazo agudo de injerto renal
mas comun, el cual se produce al presentar los aloantigenos del donante a
los linfocitos T del receptor mediado por las células presentadoras de
antigenos (APCs) (Nankivell & Al, 2010).

4.3.3.1. Presentacion del aloantigeno

Las células dendriticas inmaduras transportan el antigeno del donante
desde el rifién trasplantado hacia los ganglios linfaticos y el bazo. Las células
dendriticas inmaduras pueden provenir del donante, que se encuentran
presentes intrainjerto, o del receptor, las cuales circulan a través del rifion
(Larsen, Morris, & Austyn, 1990).

Conforme se movilizan, las células dendriticas (DC) maduran en APCs
y viajan a los 6rganos linfoides, donde activan los linfocitos T del receptor; las
cuales se diferencian, migran al érgano trasplantado y participan en la

destruccion del mismo (Nankivell & Al, 2010).
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Las células dendriticas y los macréfagos presentan el antigeno a las
células T de manera eficiente; sin embargo, pueden funcionar como APCs las
células B, mediante las moléculas MHC de clase Il, las células epiteliales y
endoteliales tubulares, que participan sensibilizando las células T en la
periferia 0 en 6rganos linfoides internos en el aloinjerto (Hagerty & Allen,
1992).

4.3.3.2. Reconocimiento de aloantigeno por las células T

Alrededor de 1 en 105 a 106 linfocitos T responden normalmente a un
antigeno especifico (Gudmundsdottir & Turka, 2001); sin embargo, la cantidad
de linfocitos T que responden en un trasplante renal aumenta, llegando a

porcentajes de 1 a 10 por ciento (Suchin, y otros, 2001).

Los linfocitos T del receptor pueden detectar los antigenos del donante
presentados tanto por las APCs del donante, que se conoce como via directa,
como por las APCs del receptor, denominada via indirecta y es similar al
proceso de reconocimiento de antigenos extrafios al organismo (Figura 2)
(Vella, Vos, Carpenter, & Sayegh, 1997). Al inicio del rechazo, pocos linfocitos
T reconocen los antigenos por la via indirecta; sin embargo, al agotarse los
APCs del donante, esta via adquiere mayor protagonismo en el rechazo
(Womer, Sayegh, & Auchincloss, 2001). Las APCs del receptor pueden
incluso desarrollar una via semidirecta tomando fragmentos de membrana de
otras células que contienen moléculas de MHC con péptidos pre-digeridos del
MHC del donante, los cuales pueden ser presentados a los linfocitos T CD4+,
que activan a los linfocitos T CD8+ (Ely, Burrows, Purcell, Rossjohn, &
McCluskey, 2008).
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Figura 2. Via directa, indirecta y semidirecta de alorreconocimiento.

Fuente: (Wood & Goto, 2012).

La via directa es la interaccién de las células T del receptor a través de los TCR con complejos
MHC-péptido alogénicos presentados por las APCs del donante. La via indirecta se produce
cuando péptidos derivados del MHC del donante son degradados por las vias de
procesamiento de antigenos y presentados por las APCs del receptor. La via semi-directa es
la captura de complejos MHC-péptido del donante por las APCs del receptor. DC: Célula

dendritica.

4.3.3.3. Diferenciacion de células Ty movimiento en el aloinjerto

Luego de la presentacion del antigeno del donante por las APCs, los
linfocitos T se activan, proliferan y diferencian en subtipos con funciones
diferentes y citocinas caracteristicas (Zha, Ghobrial, Busuttil, & Kupiec-
Weglinski, 1999). Las células T helper tipo 1 (Thl) median la respuesta
inmune celular, las células T helper tipo 2 (Th2) inducen la respuesta inmune
humoral, las células T helper tipo 17 (Th17) producen el rechazo resistente a
glucocorticoides, y las células T reguladoras (Treg) pueden limitar la respuesta
al rechazo (Figura 3) (Nankivell & Al, 2010).
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Figura 3. Activacion de los linfocitos T.
Fuente: (Nankivell & Al, 2010).

Después de la presentacion de antigeno por las APCs, los linfocitos T virgenes se activan,
proliferan y se diferencian en subtipos con perfiles de citocinas diferentes: las células Th1,
Th2, Tregy Thl7. APC: célula presentadora de antigeno, IFN-y: interferén-y, MHC: complejo
mayor de histocompatibilidad, TCR: receptor de células T, y TGF-f3: factor de crecimiento

transformante .

Los linfocitos T utilizan moléculas de adhesion, tales como el antigeno
asociado a la funcion leucocitaria 1 (LFA-1), mediante las cuales permiten
sujetarse y rodar a lo largo del endotelio, para luego movilizarse a través de
los capilares peritubulares e ingresar al aloinjerto (Briscoe, Alexander, &
Lichtman, 1998). De esta manera, linfocitos T CD4+, linfocitos CD8+, demas
células mononucleares, citocinas proinflamatorias y quimiocinas se acumulan
en los sectores de rechazo agudo mediado por células (Hoffmann, y otros,
2005).

4.3.3.4. Accion de las células T efectoras en el aloinjerto

Las células T intervienen en la lesion de manera directa al contacto con
las células epiteliales tubulares y con la accion de citocinas liberadas en el
sitio de ataque. De forma indirecta, los linfocitos T activan células endoteliales

inflamatorias y vasculares para lesionar al injerto (Barry & Bleackley, 2002).
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Los linfocitos T CD8+ liberan perforina, cuya funcion es perforar la
membrana de células objetivo, y granzimas A y B, que ingresan a las células
para inducir apoptosis activando la via de caspasas. También se activa un
receptor de las células del injerto denominado Fas mediante el ligando del
mismo nombre presente en la membrana de los linfocitos T CD8+; en donde
la célula muere también por apoptosis mediada por caspasas (Barry &
Bleackley, 2002).

Los linfocitos T CD4+ pueden atacar células que expresan antigenos del
MHC menos relevantes (Zorn, y otros, 2004), y también secretan factor de
necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a y TNF-B), los cuales se unen a los
receptores en las membranas de las células endoteliales o tubulares,

sometiéndolas a apoptosis (Al-Lamki, y otros, 2001).

En aloinjertos renales con rechazo agudo, los linfocitos T se infiltran y
multiplican dentro del espacio intersticial. Luego se internan e invaden los
tubulos renales, produciendo tubulitis. Ademas, los linfocitos T internalizados
secretan citocinas proinflamatorias que activan las células epiteliales
tubulares, las cuales secretan quimiocinas, tales como CCL2, CCL5, y
CX3CL1, que atraen mas linfocitos T (Robertson & Kirby, 2003). Los linfocitos
T CD8+ atraidos y con especificidad inmunoldgica para atacar al aloinjerto,
cruzan la membrana basal e induce apoptosis de las células tubulares. Con la
muerte de las células epiteliales tubulares, se da una ruptura de la membrana
basal que genera pérdida de orina y disfuncién del injerto (Bonsib, y otros,
2000).

4.4. Células T reguladoras

Los linfocitos T cumplen un papel central en la discriminacion de lo
propio, lo desconocido y la regulacion de las respuestas inmunes no deseadas
(Jiang & Chess, 2006). Estudios han identificado el papel de un subgrupo
especializado de los linfocitos T CD4+CD25+, denominados linfocitos T
reguladores (Treg), en la supresion de la autoinmunidad (Sakaguchi S. , 2005)
(Schwartz, 2005). Ahora son reconocidos como una subpoblacién de células

supresoras altamente eficaces (Veronese, y otros, 2007).
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Los linfocitos T reguladores CD4+CD25+ que se originan en el timo de
forma normal actian a nivel periférico suprimiendo la activacion y el aumento
poblacional de células T reactivos al propio organismo, los cuales se
encuentran normalmente en el sistema inmunitario. El control que ejercen las
células T reguladoras sobre las células T efectoras puede ser directo o
indirecto, este ultimo con la ayuda de las células presentadoras de antigenos
(APCs) (Sakaguchi S. , 2005).

Existen evidencias que comprueban que las células T reguladoras
CD4+CD25+ actuan en el control negativo de varias respuestas inmunitarias,
como en la prevencibn de enfermedades autoinmunes, tolerancia
inmunoldgica a antigenos extrafios provenientes de dérganos o tejidos
trasplantados y prevencion de alergias, y también en el control positivo de
dichas respuestas, como en el incremento de defensas dentro de la inmunidad

tumoral y microbiana (Sakaguchi S. , 2004).

Las células T reguladoras (Treg) se relacionan con algunos tipos de
tolerancia inmune; pero en el humano la cantidad de estas células aumenta
durante un episodio de rechazo agudo de aloinjerto, y no se tiene claro aun si
estas células proliferan con el objetivo de detener la respuesta inmune o
simplemente como consecuencia de la activacion de linfocitos T inmaduros
(Muthukumar, y otros, 2005). Aunque, durante una respuesta inmune celular,
se puede esperar que los linfocitos T reguladores aumenten en nimero para

controlar y limitar esta respuesta en Ultima instancia (Batsford, y otros, 2011).

Cabe destacar que en algunos estudios se comprob6 que el nimero de
linfocitos Treg se correlaciona con marcadores de rechazo renal mediado por
células T, los cuales incluyen inflamacion intersticial, tubulitis, y expresion del
gen citotoxico; sin embargo, no se correlaciond con implicaciones en el injerto.
Por lo tanto, se concluyé que los linfocitos T reguladores colaboran en la

estabilizacion del proceso de inflamacion intrainjerto (Bunnag, y otros, 2008).

La mayoria de los linfocitos T reguladores CD4+ expresan la molécula
CD25 que funciona como un receptor de la cadena a de la IL-2 (IL-2Ra)
(Sakaguchi, Sakaguchi, Asano, Itoh, & Toda, 1995). Las células T reguladoras
también expresan de manera especifica FOXP3 que es un factor de
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transcripcion clave en el control del desarrollo y funcién celular (Hori, Nomura,
& Sakaguchi, 2003) (Fontenot, Gavin, & Rudensky, 2003).

4.4.1. Forkhead box P3 (FOXP3)

El sindrome de inmunodeficiencia ligada al cromosoma X IPEX
(sindrome de desregulacién inmune, poliendocrinopatia, enteropatia, ligado al
cromosoma X) se asocia a varias enfermedades autoinmunes causantes de
afecciones en organos endocrinos (tiroiditis, diabetes tipo I), inflamaciones de
intestino, alergias severas (dermatitis, alergia a los alimentos), entre otras
(Gambineri, Torgerson, & Ochs, 2003). Este sindrome es mortal en la infancia
(Bennett, y otros, 2001).

IPEX se produce debido a mutaciones en el gen forkhead box P3
(FOXP3), el cual codifica el factor de transcripcion FOXP3 (X-linked
forkhead/winged helix transcription factor) (Fontenot, Gavin, & Rudensky,
2003). Los linfocitos T reguladores expresan especificamente el gen FOXP3
y es importante para su actividad y desarrollo (Hori, Nomura, & Sakaguchi,
2003) (Fontenot, Gavin, & Rudensky, 2003).

El gen FOXP3 humano se localiza en la region cromosémica Xp11.23 y
se encuentra formado por 11 exones, los cuales codifican una proteina de 431

aminoéacidos (Gonzalez Parias, Duque Giraldo, & Velasquez-Lopera, 2010).

FOXP3 (o Foxp3 en ratones) se considera luego de varios estudios como
un gen maestro en el control del desarrollo y la funcion de los linfocitos T
reguladores; en donde la actividad de estas células se encuentra programada
y depende genéticamente del factor de transcripcion FOXP3 (Sakaguchi S. ,
2005).

Varios estudios han identificado algunas vias de sefalizacion que
promueven la expresién del gen FOXP3; sin embargo, los mecanismos
exactos de expresion en las células Treg no estan completamente claros. Se
necesita de una sefializacion a través del TCR, moléculas coestimuladoras y
receptores de citocinas para inducir la transcripcion del gen FOXP3 (Figura 4)

(Gonzalez Parias, Duque Giraldo, & Velasquez-Lopera, 2010).
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Figura 4. Diferenciacion de células Treg y expresion de FOXP3.

Fuente: (Gonzalez Parias, Duque Giraldo, & Velasquez-Lopera, 2010).

La expresion de FOXP3 es dependiente de la sefializacién a través del TCR, del CD28, de
receptores de citocinas que comparten la cadena gamma comun y(yc) (IL 2,4,7,9,15,y21) y

del receptor del factor estimulante de crecimiento 3 (TGF-BR).

El factor de trascripcion FOXP3 controla la expresion de algunos genes
que codifican moléculas asociadas a las células T reguladoras, que son
importantes en su funcién supresora, tales como CD25, antigeno asociado al
linfocito T citotoxico 4 (CTLA-4) y receptor del factor de necrosis tumoral

inducible por glucocorticoides (GITR) (Hori, Nomura, & Sakaguchi, 2003).

Al igual que las células T reguladoras CD4+CD25+, los timocitos
CD4+CD8-CD25+, que son precursores de las células T reguladoras
naturales generadas normalmente en el timo, también expresan de manera
especifica FOXP3, contrario a otras células inmunitarias como células T,
células B células NK y otros timocitos, las cuales no lo expresan. Cabe resaltar
gue los linfocitos T activados y diferenciados a células T helper tipo 1y 2 (Thl
y Th2) tampoco expresan FOXP3 (Hori, Nomura, & Sakaguchi, 2003)
(Fontenot, Gavin, & Rudensky, 2003).

La interrupcion en la expresion de FOXP3 debido a mutaciones altera la
funcién de las células T reguladoras, provocando hiperactivacién de células T
reactivas frente a antigenos propios, bacterias intestinales beneficiosas y

sustancias ambientales, y asi desarrollando enfermedades autoinmunes,
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inflamatorias intestinales y alergias (Sakaguchi S. , 2005). Por lo
anteriormente descrito, se corrobora el papel clave de los linfocitos T
reguladores y de FOXP3 en la respuesta inmune frente a antigenos propios y

extrafos en el humano.

4.5. Biopsiarenal

La biopsia renal consiste en la extraccion de una muestra de tejido del
riion para su estudio al microscopio (Saludemia, s.f.). La biopsia por puncién
del aloinjerto es la prueba estandar para el diagndstico de rechazo agudo renal
(Huraib, y otros, 1989).

La biopsia por puncion se considera la técnica mas utilizada y habitual
dentro de las biopsias renales. Esta técnica también es conocida como biopsia
percutanea (Saludemia, s.f.). Consiste en la introduccion de una aguja de
biopsia al paciente a través de una pequefia incision haciéndola llegar al
interior del aloinjerto para la obtencion de una muestra de tejido renal (Clinica

Alemana, s.f.).

El diagnéstico del rechazo agudo se basa en el andlisis histoldgico de la
muestra de injerto obtenido en la biopsia (Geddes, Woo, & Jardine, 2002).
Aunqgue la biopsia del injerto es la prueba de referencia para el diagndstico de

la disfuncion del injerto, tiene sus limitaciones (Akhtar, y otros, 1998).

Este procedimiento con el tiempo se ha refinado, volviéndose mas
seguro, y la interpretacion de la biopsia se ha estandarizado (Williams, Taheri,
Tolkoff-Rubin, & Colvin, 2012). Sin embargo, todavia se presentan
complicaciones que corresponden a una técnica invasiva, tales como
hematuria, anuria, hematoma perirrenal, hemorragia e incluso pérdida del
injerto (Beckingham, Nicholson, & Bell, 1994). También se presentan errores
de muestreo y la variabilidad entre observadores en la lectura de biopsias
problematicas (Sorof, y otros, 1995) (Furness & Taub, 2001).

La imprecision en la capacidad predictiva de esta prueba de diagnostico

de rechazo agudo de aloinjerto y el riesgo que la técnica conlleva aumenta la



21

dificultad de manejo terapéutico, limitando asi su aplicacién rutinaria en

seguimiento de pacientes con trasplante renal (Lo, Kaplan, & Kirk, 2014).

4.6. Biomarcador

Un biomarcador de define como una caracteristica celular, bioquimica,
molécula o alteracion genética que puede medirse y evaluarse objetivamente
como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patégenos o
respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica, con lo cual tiene
utilidad diagndstica y pronostica (Biomarkers Definitions Working Group,
2001) (Lesko & Atkinson, 2001).

4.6.1. Biomarcadores de rechazo agudo renal

Pese a que las posibilidades de eleccién de biomarcadores renales es
aparentemente ilimitada, existen soélo tres fuentes que se pueden utilizar en la
practica para evaluar el estado de un aloinjerto de rifién: el tejido del injerto
que se obtiene a través de una biopsia, orina y sangre, estas dos Ultimas
consideradas no invasivas y las cuales no poseen los limitantes y riesgos de

la biopsia mencionados anteriormente (Lo, Kaplan, & Kirk, 2014).

Con respecto al diagnostico de rechazo agudo renal mediante la
evaluacion de biomarcadores no invasivos, hay que considerar que las
muestras de sangre y orina se obtienen facil y econémicamente, sin contar
con la posibilidad de seguimiento en el tiempo. Esta capacidad de
monitorizacion seria importante debido a la creciente comprension de la
variacion dinamica del estado inmunitario del paciente post trasplante (Ting,
Coates, Walker, & Alexander, 2012).

Pese a los beneficios descritos, la sangre periférica es un medio remoto
y diluido dentro de evaluacidon de los eventos que ocurren intrainjerto.
También, aunque se supone acertada una evaluacion en sangre debido al
trafico de células inmunes o factores liberados como resultado de la
inflamacion del aloinjerto, son también una fuente no especifica,

particularmente aquellos biomarcadores asociados con infecciones remotas o
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inflamacion. Una mayor atencion por parte de los investigadores se esta
dirigiendo hacia la orina como una fuente potencial de biomarcadores de
rechazo agudo, ya que se deriva del propio aloinjerto renal. La proximidad de
la orina al aloinjerto disminuye la posibilidad de tener eventos no especificos

al rifién trasplantado y de confundir a los resultados (Lo, Kaplan, & Kirk, 2014).

Un biomarcador renal puede ser una molécula de membrana (expresada
por células epiteliales tubulares TEC renales o por leucocitos filtrados en el
sitio de la lesion local) o moléculas secretadas tales como citocinas. Este
biomarcador puede ser expresado o liberado por actividad proteolitica durante
la inflamacion. También un biomarcador puede estar presente en condiciones

normales, pero sobreexpresarse durante la inflamacién (Nickerson, 2009).

Algunas investigaciones han realizado estudios de analisis de los niveles
de ARN mensajero de productos inmunes de las células presentes en la orina
y sangre de los pacientes trasplantados (Muthukumar, y otros, 2005),
detectando niveles elevados de productos de linfocitos T CD8+ (Li, y otros,
2001), integrinas (Ding, y otros, 2003), quimiocinas y combinaciones
quimiocina-receptor que promueven el reclutamiento de células T efectoras

hacia el aloinjerto (Tatapudi, y otros, 2004), entre otros.

4.6.2. FOXP3 como biomarcador de rechazo agudo renal

Considerando el papel dominante de las células T reguladoras en el
mantenimiento de la autotolerancia y en vista de su funcién supresora en
modelos experimentales de tolerancia al trasplante, se razoné que la medicion
de los niveles de ARNm del gen FOXP3 en células del sedimento urinario
pueden dar una idea de los eventos inmunolégicos dentro de un aloinjerto
renal sometido a rechazo agudo, demostrandose en varios estudios que es
un biomarcador preciso para la prediccién de episodios de rechazo agudo

renal.

El papel del biomarcador FOXP3 ARNmM que se expresa en las células T
reguladoras en el trasplante se esta estudiando en varios laboratorios
(Hartono, Muthukumar, & Suthanthiran, 2010).
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En un estudio realizado por Muthukumar y otros (2005) se informd que
los niveles de ARNm de FOXP3 en las células urinarias se incrementan
durante un episodio de rechazo agudo renal, y que estos niveles estan
inversamente correlacionados con los niveles de creatinina en suero medidos

en el momento de la biopsia al grupo con rechazo agudo.

En otra investigacion llevada a cabo por Aquino-Dias y otros (2008) se
informo6 que los niveles de ARNm para perforina, granzima B, FasL, PI-9 y
FOXP3 de células urinarias predicen el rechazo agudo con alto grado de
precision. En dicho estudio, los niveles de FOXP3 ARNm fueron los mas
exactos y predijeron rechazo agudo renal con una sensibilidad y especificidad
del 100%.

4.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR)

La reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain
reaction por sus siglas en inglés) en tiempo real es la técnica cuantitativa mas
sensible y fiable actualmente para el analisis de la expresion génica. Se ha
aplicado ampliamente para la verificacion de microarrays, cuantificacion de
patdgenos, cuantificacién del cancer, determinacién del nimero de copias
transgénicas, estudios de terapia de drogas, entre otras (Yuan, Reed, Chen,
& Stewart, 2006).

Con la llegada de la PCR en tiempo real y PCR a partir de ARN con
transcripcion reversa a ADNc (RT-PCR) en tiempo real, ha cambiado
drasticamente el campo de la medicién de la expresién génica (Wong &
Medrano, 2005). En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacion y
deteccion se producen de manera simultdnea, sin necesidad de ninguna
accion posterior (Costa, 2004). Mediante deteccion por fluorescencia se
puede medir durante la amplificacién la cantidad de ADN sintetizado en cada
momento, ya que la emisién de fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN generado. Esta tecnologia permite conocer
y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion.
(Higuchi, Fockler, Dollinger, & Watson, 1993). La dinAmica de la PCR se

observa normalmente a través de dos métodos: colorantes de union (agente
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intercalante) al ADN como SYBR® Green, y sondas de hibridacién como
Molecular Beacons® (Strategene) o sondas TagMan® (Applied Biosystems)
(Bustin, 2000).

Una PCR tiene tres fases: la fase exponencial, fase lineal y fase de
meseta. La fase exponencial es el segmento en el que producto aumenta
exponencialmente ya que los reactivos no estan limitados. La fase lineal se
caracteriza por un aumento lineal de producto conforme los reactivos de la
PCR se convierten en limitante. La PCR con el tiempo se llega a la fase de
meseta durante los ciclos posteriores, en donde la cantidad de producto no
cambiara debido a que algunos reactivos se agotan (Yuan, Reed, Chen, &
Stewart, 2006).

En PCR en tiempo real los datos se cuantifican en términos absolutos o
relativos. La cuantificacién absoluta emplea una curva de calibracién interna
0 externa para derivar el nimero de copias de la plantilla de entrada. En estos
ensayos es importante determinar el numero exacto de copias
transcripcionales. La cuantificacion relativa se basa en la comparacion entre
la expresion de un gen diana en comparacion con un gen de referencia y la
expresion de un mismo gen en la muestra diana frente muestras de referencia
(Pfaffl, 2001).

4.7.1. Cuantificacion Absoluta

La cuantificacién absoluta utiliza una curva estandar que se genera a
partir de diluciones seriadas de concentraciones conocidas con el objetivo de
producir una relacion lineal entre los Ct y las cantidades iniciales de ARN o
ADNCc en la reaccion. El uso de la curva de calibracion permite determinar la
concentracion de una muestra desconocida en funcion de sus valores de Ct
(Heid, Stevens, Livak, & Williams, 1996).

El método de cuantificacion absoluta es importante en ensayos que sea
necesario determinar el nUmero exacto de copias de plantilla inicial (Pfaffl,

2001). Ademas, se asume que todos los estandares y las muestras poseen
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eficiencias de amplificacién aproximadamente iguales (Wong & Medrano,
2005).

4.7.2. Cuantificacion Relativa

La cuantificacion relativa se utiliza principalmente en ensayos de
expresion génica. En este caso se parte de los niveles del transcrito o ARNm
de las muestras, por lo que es necesario realizar la transcripcion reversa (RT)
y los ensayos de RT-PCR en tiempo real (Aguilera, Ruiz Tachiquin, Rocha

Munive, Pineda Olvera, & Chanez Céardenas, 2004).

En un ensayo de la cuantificacion relativa, los cambios en la expresion
génica de la muestra se miden a partir de una muestra de referencia, también
conocida como un calibrador (Livak & Schmittgen, 2001). Cuando se utiliza un
calibrador, solo se pueden determinar los cambios relativos del gen de interés
con referencia al gen endégeno (Wong & Medrano, 2005). Existen varios
modelos matematicos disponibles para calcular la expresidon génica
normalizada de los ensayos de cuantificacién relativa. Segun el método
empleado, se pueden dar resultados diferentes y medidas discrepantes de

error estadndar (Muller, Janovjak, Miserez, & Dobbie, 2002).

Dos modelos matematicos son ampliamente aplicados: el modelo de
eficiencia calibrada (Pfaffl, 2001) y el modelo AACt (Livak & Schmittgen,
2001). Los sistemas experimentales para ambos modelos son similares. El
experimento se lleva a cabo con una muestra control y una muestra
tratamiento. Para cada muestra, un gen diana y un gen de referencia para el
control interno se incluyen para amplificacion por PCR en tiempo real a partir
de alicuotas diluidas en serie. Varias repeticiones se suelen utilizar para cada
concentracion diluida, normalmente tres repeticiones, para obtener la
eficiencia de amplificacién. La eficiencia de amplificacion de la PCR en tiempo
real se puede definir como el porcentaje (de 0 a 1) o como el tiempo de
aumento de producto de PCR por ciclo (de 1 a 2). El modelo de eficiencia de
calibrado es un modelo AACt mas generalizada. El modelo matematico AACt
se obtiene al sustraer el numero Ct del gen target, blanco o problema del Ct
del gen control (Yuan, Reed, Chen, & Stewart, 2006).
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Debido a que este método incluye una correccién no ideal para la
eficiencia de amplificacion, la eficiencia de amplificacion del gen blanco y del
gen de referencia del ensayo debe ser aproximadamente igual, por lo tanto,
se trabaja con el supuesto de igualdad de eficiencia de amplificacion. En el
caso de que la eficiencia sea diferente para ambos genes, se deberia
optimizar las condiciones de reaccion para cumplir dicho supuesto (Yuan,
Reed, Chen, & Stewart, 2006).

4.8. Precision de un ensayo

La precision de un ensayo para medir variables biolégicas es la
estimacion del potencial de error de medicion, el cual debe ser determinado
ya que frente a una calidad poco satisfactoria de datos biolégicos puede
terminar en hallazgos falsos y conclusiones erroneas (Hanneman S. K., Cox,
Green, & Kang, 2011).

El error de medicion puede darse por factores pre-analiticos, analiticos
y post-analiticos. Los factores pre-analiticos corresponden a los pacientes,
recoleccion, procesamiento y almacenamiento de muestras bioldgicas. Los
factores analiticos son las posibles fuentes de error existentes en los pasos
de ensayo, por ejemplo, reactivos, temperatura, equipos, técnico, etc. Los
factores post-analiticos se refieren a los posibles errores en el manejo e
interpretacion de datos (Persson, Garde, AM, K, & B, 2008).

Para identificar y controlar el error analitico, se llevan a cabo
generalmente ensayos bioldgicos con repeticiones y se calculan coeficientes
de variacion (CV) intraensayo e interensayo para determinar la precision de la
medicion biolégica (Hanneman S. K., Cox, Green, & Kang, 2011). La precision
intraensayo se refiere a la variabilidad en el analisis repetitivo de una muestra
en un sélo ensayo, mientras que la precision interensayo es la variabilidad en
el analisis repetitivo de varias muestras y repeticiones del ensayo (de la

Fuente & Rodriguez-Carranza, 1996).

El coeficiente de variacion (CV) relaciona la desviacion estandar para la

media muestral y representa el grado de variabilidad de un ensayo. El CV
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normalmente se presenta como un porcentaje de desviacion de la media;
cuanto mayor sea el valor de CV, mayor es el error en el ensayo (Hanneman
S. K., Cox, Green, & Kang, 2011).

5. Hipotesis

La expresion génica del biomarcador urinario FOXP3 ARNm puede ser
estudiado a partir de ARN extraido de muestras de orina mediante RT-qPCR.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

1. Andlisis de cebadores y sondas

Las secuencias de los cebadores y sondas de los genes blanco (FOXP3)
y de referencia (18S) a utilizarse fueron obtenidas a partir del estudio realizado
por Muthukumar y otros (2005). Se verificd que las secuencias correspondan
a sus respectivos genes y no produzcan alineamientos indeseados, mediante
la herramienta informética Primer-BLAST de NCBI (National Center for

Biotechnology Information).

Cada par de cebadores fueron analizados, con la ayuda de los paquetes
de software OligoAnalyzer 3.1 de Integrated DNA Technologies y Oligo
Calculator desarrollado por Northwestern University, con el fin de examinar
sus caracteristicas termodinamicas y verificar que cumplan con pardmetros
estandares recomendados de disefio como: temperatura de melting (Tm),
longitud, contenido de guanina-citosina (GC), posibilidad de formacion de

homodimeros y heterodimeros, entre otros.

Tras la sintesis por Invitrogen, se reconstituyeron los cebadores
liofilizados afiadiendo agua libre de nucleasas en un volumen necesario para
obtener una solucion de primers a una concentracion de 100 UM, se incubaron

por 24 horas a 4°C y se almacenaron los cebadores reconstituidos a -20°C.

Para determinar que los cebadores fueron reconstituidos correctamente,
se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, configurando la fuente
de poder a un voltaje constante de 100 voltios (V), amperaje de 300

miliamperios (mA) y tiempo de 40 minutos (min).

El protocolo para la preparacion del gel y el procedimiento general para

la corrida se detallan en el Anexo 1.
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2. Extraccion de ADN a partir de sangre total

La extraccion de ADN a partir de sangre total se llevd a cabo mediante
el uso del kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen™, y de acuerdo

a modificaciones realizadas al protocolo recomendado por el fabricante.

El protocolo de extraccion de ADN utilizado se detalla en el Anexo 2

(Invitrogen™, Life Technologies™, 2012).

3. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

La cuantificacion del ADN extraido se realizé en el equipo NanoDrop™
2000 de Thermo Scientific™, siguiendo las recomendaciones del fabricante,
en el cual también se determiné su pureza bioldgica y quimica (radios 260/280
y 260/230 respectivamente).

El protocolo para el uso del equipo se especifica en el Anexo 3 (Thermo
Scientific™, 2009).

4. Analisis cualitativo del ADN extraido mediante electroforesis en gel

de agarosa

Para determinar la presencia y la calidad del ADN extraido se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, configurando la fuente de poder a un
voltaje constante de 100 voltios (V), amperaje de 300 miliamperios (mA) y

tiempo de 50 minutos (min).

5. Optimizacion de PCR convencional

Como paso inicial para de la optimizacion del sistema de RT-PCR, se
estandarizo el sistema de PCR convencional del gen FOXP3, con el objetivo
de tener un punto de partida en cuanto a concentracion de cebadores en la
reaccion y temperatura de annealing en la programacion del termociclador. La
estandarizacion se llevé a cabo mediante el uso del kit GoTag® Flexi DNA
Polymerase de Promega Corporation y de ADN de sangre total extraido

previamente.
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Se disefi6 el sistema de PCR del gen FOXP3 que consistié en dupletas
de control positivo y un control negativo sin ADN, para corroborar que no
existe contaminacion en los ensayos. Se llevaron a cabo modificaciones al
protocolo recomendado por el fabricante del kit a un volumen final de reaccion
de 50 pL.

La configuracion de la reaccion de PCR del gen FOXP3 se muestra en
la Tabla 1, donde se presentan las concentraciones de los reactivos utilizados,
los voliumenes respectivos en una reaccion del sistema y los volumenes para
el ensamblaje del master mix. La programaciéon estandarizada del

termociclador se muestra en la Tabla 2.

Para determinar la temperatura de annealing del sistema, se realizaron
ensayos con gradiente de temperatura respecto a la temperatura de annealing
tedrica de los cebadores. La concentracion éptima de los cebadores en la
reaccion de PCR se definié mediante ensayos de variacion de concentracion

y balance de primers.

Tabla 1.
Configuracion de la reaccién de PCR convencional para el sistema del gen
FOXP3.

Componente C.Inicial C.Final 1X(puL) 3X(uL)
Primer Forward 30 uM 0.3 uM 0.50 1.50
Primer Reverse 30 uM 0.3 uM 0.50 1.50
dNTPs 20 mM 0.4 mM 1.00 3.00
MgCl2 25mM 1.5mM 3.00 9.00
Green GoTaq® Flexi Buffer 5X 1X 10.00  30.00
Agua libre de nucleasas - - 29.75  89.25
GoTag® DNA Polymerase 5U/uL  0.025U/uL  0.25 0.75
ADN* 15ng/uL 1.5 ng/uL 5.00 -
Volumen Total (uL) 50.00 135.00

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ADN se afiadi6 sélo en los
controles positivos. El volumen que no se adicioné en el control negativo se reemplaz6 con

agua libre de nucleasas.
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Tabla 2.
Programacion del termociclador para el ensayo de PCR convencional para el
gen FOXP3.

Proceso Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Denaturacion Inicial 94°C 4 min 1
Denaturacion 94°C 1 min

Annealing 65°C 1 min 35
Extension 72°C 1 min

Extensién Final 72°C 7 min 1

Espera 4°C 10 min 1

Para visualizar los resultados y comprobar la amplificacion de los
productos en los ensayos de PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%, configurando la fuente de poder a un voltaje constante de
120 voltios (V), amperaje de 300 miliamperios (mA) y tiempo de 45 minutos

(min).

6. Ensayo de sensibilidad analitica de PCR convencional

Luego de la optimizacién del sistema en PCR convencional del gen
FOXP3, se llevo a cabo un ensayo de sensibilidad analitica con diluciones
seriadas de ADN 1:10, con el objetivo de determinar hasta que concentracion
de ADN el sistema detecta y amplifica &cidos nucleicos.

Se inici6 a partir de una concentracion inicial de ADN de 15 ng/uL, igual
gue en los ensayos de optimizacion del sistema. En seis microtubos estériles
se colocaron a cada uno 9 pL de agua libre de nucleasas. En cada microtubo
se afladio 1 pL de la dilucién de ADN que le precedia. Se obtuvieron diluciones
hasta una concentracion de 0.015 pg/uL, es decir en un factor de 106 respecto
a la concentracién inicial de ARN. El procedimiento para la obtencion de las

muestras de ADN diluidas se visualiza en la Figura 5.
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15 ng/uL 1.5 ng/uL 0.15 ng/pL 15 pg/uL 1.5 pg/uL 0.15pg/uL 15 fg/uL

10? 10 103 10* 10° 10

Figura 5. Procedimiento para la obtencion de diluciones seriadas de ADN

para el ensayo de sensibilidad analitica de PCR convencional.
Se generaron muestras diluidas con concentraciones desde 15 ng/pL hasta 15 fg/uL en

proporciones 1:10.

La configuracion de la reaccién de PCR del gen FOXP3 para el ensayo
de sensibilidad analitica se muestra en la Tabla 3, donde se presentan las
concentraciones de los reactivos utilizados, los volimenes respectivos en una

reaccion del sistema, y los volumenes para el ensamblaje del master mix.

Tabla 3.
Configuracion de la reaccion de PCR convencional para el ensayo de

sensibilidad analitica del sistema del gen FOXP3.

Componente C.Inicial C.Final 1X(uL) 16X (uL)
Primer Forward 30 uM 0.3 uM 0.50 8.00
Primer Reverse 30 uM 0.3 uM 0.50 8.00
dNTPs 20 mM 0.4 mM 1.00 16.00
MgCl2 25 mM 1.5 mM 3.00 48.00
Green GoTaq® Flexi Buffer 5X 1X 10.00 160.00
Agua libre de nucleasas - - 29.75  476.00
GoTaqg® DNA Polymerase 5U/uL  0.025U/uL  0.25 4.00
ADN* A1 A2 5.00 -
Volumen Total (uL) 50.00 720.00

A1 = 15000 — 1500 — 150 — 15 — 1.5 — 0.15 — 0.015 pg/pL

A2 =1500-150-15-1.5-0.15-0.015-0.0015 pg/uL

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ADN se afiadio sélo en los
controles positivos. El volumen que no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.
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Se llevé a cabo el ensayo con dupletas de controles positivos para cada
dilucién y una dupleta de control negativo sin ADN. La programacion del

termociclador se muestra en la Tabla 2.

7. Estandarizacion del protocolo para obtencion de leucocitos a partir
de sangre total

La obtencion de leucocitos a partir de sangre total para su posterior
extraccion de ARN se llevo a cabo mediante el uso de una solucion de lisis de
eritrocitos, cuya composicion fue creada por UC San Diego Health Sciences,

y de acuerdo a modificaciones realizadas al protocolo original.

La composicién de la solucion de lisis de eritrocitos y el protocolo de
concentracion de leucocitos utilizado se detalla en el Anexo 4 (UC San Diego

Health Sciences).

8. Estandarizacion del protocolo para la extraccion de ARN a partir de

leucocitos

La extraccién de ARN a partir de leucocitos se llevo a cabo mediante el
uso del kit PureLink® RNA Mini Kit de Ambion™, y de acuerdo a

modificaciones realizadas al protocolo recomendado por el fabricante.

El protocolo de extraccidon de ARN utilizado se detalla en el Anexo 5
(Ambion™ Life Technologies™, 2012).

9. Estandarizacion del tratamiento de ARN con DNasa

Para eliminar la contaminacion con ADN de las muestras de ARN
previamente extraidas, se utilizo el kit TURBO DNA-free ™ kit de Ambion™ de
acuerdo a modificaciones del protocolo recomendado por el fabricante. Se
realizd dos tratamientos con DNasa para garantizar la eliminacion total de

ADN de las muestras.

El protocolo de tratamiento de ARN con TURBO DNA-free™ kit utilizado
se detalla en el Anexo 6 (Ambion™, 2012).
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10. Cuantificacién de ARN por espectrofotometria

La cuantificacion del ARN extraido se realiz6é en el equipo NanoDrop™
8000 de Thermo Scientific™, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
También se determind su pureza biolégica y quimica (radios 260/280 y

260/230 respectivamente).

El protocolo para el uso del equipo se especifica en el Anexo 7 (Thermo
Fisher Scientific, NanoDrop 8000 Spectrophotometer, 2010).

11. Andlisis cualitativo del ARN extraido mediante electroforesis en gel

de agarosa

Para determinar la presencia y la calidad del ARN extraido se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, configurando la fuente de poder a un
voltaje constante de 100 voltios (V), amperaje de 300 miliamperios (mA) y

tiempo de 50 minutos (min).

12. Optimizacion de RT-PCR convencional

Se establecieron las condiciones para el 6ptimo desempefio en los
sistemas de RT-PCR convencional del gen objetivo FOXP3 y del gen de
referencia 18S, como procedimiento preliminar a la optimizacion de los
sistemas de RT-gPCR con SYBR® Green. La optimizacion de los sistemas de
RT-PCR permitié tener una base para determinar las concentraciones de

reactivos y la programacion del termociclador.

Los ensayos se llevaron a cabo mediante el uso del kit SuperScript IlI
One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase de
Invitrogen™ y de ARN de leucocitos previamente extraido. El kit utilizado
permite realizar una RT-PCR de un solo paso, es decir que se lleva a cabo la
sintesis de ADN complementario a partir del ARN y la amplificacion de PCR

uno a continuacién de otro en la misma reaccion.

Se disefaron los sistemas de RT-PCR de los genes 18S y FOXP3 que

consistieron en dupletas de control positivo, un control negativo sin ARN, para
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corroborar que no existe contaminacion en los ensayos, y un control negativo
afiadido PlatinumTag DNA Polymerase de Invitrogen™ en lugar del mix de
enzimas SuperScript Il RT/ Platinum® Tag Mix disponible en el kit. Esto ultimo
se realizé para comprobar la ausencia de ADN genémico contaminante en las

muestras de ARN de leucocitos.

Se llevaron a cabo modificaciones al protocolo recomendado por el
fabricante del kit, optimizando los ensayos a un volumen final de reaccion de
12.5 pL.

La configuracién de la reaccion de RT-PCR de los genes 18S y FOXP3
se muestra en la Tabla 4 y 5 respectivamente, donde se presentan las
concentraciones de los reactivos utilizados, sus volimenes en una reaccion
del sistema y los volimenes para el ensamblaje del méaster mix. La
programacion del termociclador estandarizada se muestra en la Tabla 6y 7,

para los genes 18S y FOXP3 respectivamente.

Para determinar la temperatura de annealing de los sistemas, se
realizaron ensayos con gradiente de temperatura respecto a la temperatura
de annealing teorica de los cebadores y, en el caso de FOXP3, respecto al
programa del termociclador en el sistema de PCR convencional estandarizado

anteriormente.

La concentracion 6ptima de los cebadores en la reaccion de RT-PCR se
defini6 mediante ensayos de variacion de concentracion, balance de primers
y, en el caso de FOXP3, de la configuracion de la reaccion de PCR

convencional previamente estandarizada.

Para visualizar los resultados y comprobar la amplificacion de los
productos en los ensayos de RT-PCR, se realizo una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%, configurando la fuente de poder a un voltaje constante de
120 voltios (V), amperaje de 300 miliamperios (mA) y tiempo de 45 minutos

(min).
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Tabla 4.
Configuracion de la reaccién de RT-PCR convencional para el sistema del
gen 18S.

Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 4X (uL)
Reaction Mix 2X 1X 6.25 25.00
Primer Forward 10uM 0.2uM 0.25 1.00
Primer Reverse 10pM 0.2uM 0.25 1.00
SuperScript Il RT/ i ) 0.50 i
Platinum Taq Mix* '
Agua libre de nucleasas - - 2.75 11.00
ARN* 5ng/uL  1ng/uL 2.50 -
Volumen Total (pL) 12.50  38.00

*Componentes no presentes en todas las reacciones. La muestra de ARN y el mix de enzimas
SuperScript Il RT/ Platinum Taq Mix se afiadieron respecto a cada control. En los controles
positivos se colocaron ambos reactivos, en un control negativo se afiadié el mix de enzimas
y agua libre de nucleasas en un volumen igual al de ARN no afiadido, y en el otro control

negativo se adiciond ARN y Taqg DNA Polimerasa Platinum en lugar del mix de enzimas.

Tabla 5.
Configuracion de la reaccién de RT-PCR convencional para el sistema del
gen FOXP3.

Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 4X (uL)
Reaction Mix 2X 1X 6.25 25.00
Primer Forward 10uM 0.5uM 0.63 2.50
Primer Reverse 10uM 0.5uMm 0.63 2.50
SuperScript lll RT/ ) i 0.50 )
Platinum Taqg Mix* '
Agua libre de nucleasas - - 2.00 8.00
ARN* 5ng/uL  1ng/uL 2.50 -
Volumen Total (pL) 12.50  38.00

*Componentes no presentes en todas las reacciones. La muestra de ARN y el mix de enzimas
SuperScript 1l RT/ Platinum Taq Mix se afiadieron respecto a cada control. En los controles
positivos se colocaron ambos reactivos, en un control negativo se afiadié el mix de enzimas
y agua libre de nucleasas en un volumen igual al de ARN no afiadido, y en el otro control

negativo se adiciond ARN y Tag DNA Polimerasa Platinum en lugar del mix de enzimas.
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Tabla 6.

Programacion del termociclador para el ensayo de RT-PCR convencional

para el gen 18S.

Proceso Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Sintesis de ADNc 55°C 15 min 1
Denaturacion Inicial 94°C 2 min 1
Denaturacion 94°C 15 seg

Annealing 66°C 30 seg 30
Extensién 68°C 30 seg

Extension Final 68°C 5 min 1

Espera 4°C 5 min 1

Tabla 7.

Programacion del termociclador para el ensayo de RT-PCR convencional

para el gen FOXP3.

13.

Proceso Temperatura Tiempo Numero de Ciclos
Sintesis de ADNc 55°C 15 min 1
Denaturacion Inicial 94°C 2 min 1
Denaturacion 94°C 15 seg

Annealing 66°C 30 seg 35
Extension 68°C 30 seg

Extension Final 68°C 5 min 1

Espera 4°C 5 min 1

Estandarizacién del procesamiento de muestras de orinay obtencion

de sedimento celular urinario

La obtencion de sedimento celular a partir de muestras de orina para su

posterior extraccion de ARN se llevo a cabo de acuerdo a modificaciones

realizadas al protocolo original desarrollado por el programa de investigacion

Clinical Trials in Organ Transplantation (CTOT) del National Institute of Allergy

and Infectious Diseases (NIAID).

Para llevar a cabo este protocolo se preparé una solucién de

estabilizacion y almacenamiento denominada RNAlater. El protocolo de
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preparacion y las concentraciones de los reactivos utilizados se especifican
en el Anexo 8.

El protocolo estandarizado que se utiliz6 para la concentracion de células
a partir de orina se detalla en el Anexo 9 (Clinical Trials in Organ

Transplantation, 2009).

14. Estandarizacion del protocolo para la extracciéon de ARN a partir de

sedimento celular urinario

La extraccion de ARN a partir de sedimento celular de orina se llevo a
cabo mediante el uso del kit PureLink® RNA Mini Kit de Ambion™, y de
acuerdo a modificaciones realizadas al protocolo recomendado por el
fabricante y el programa de investigacién Clinical Trials in Organ
Transplantation (CTOT) del National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID).

El protocolo de extraccion de ARN utilizado se detalla en el Anexo 10
(Ambion™ Life Technologies™, 2012) (Clinical Trials in Organ Transplantation
CTOT, 2009).

15. Estandarizacién del tratamiento de ARN con DNasa y extraccion

fenol/cloroformo.

Para eliminar la contaminacion con ADN de las muestras de ARN de
orina previamente extraidas, se utilizé el kit TURBO™ DNase de Ambion™ de
acuerdo a modificaciones del protocolo recomendado por el fabricante. Para
inactivar la enzima TURBO™ DNase y purificar las muestras, se llevo a cabo
un protocolo de extraccion de ARN con solucién de fenol/cloroformo 1:1,

seguido de precipitacion y lavado del ARN con etanol.

El protocolo de tratamiento de ARN con TURBO™ DNase y extraccion
fenol/cloroformo utilizado se detalla en el Anexo 11 (Ambion™ by Life
Technologies™, 2012).
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Para la cuantificacion del ARN extraido se utilizé el equipo NanoDrop™
2000 de Thermo Scientific™. Dentro del andlisis cualitativo de las muestras,
se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% de las muestras de ARN,
configurando la fuente de poder a un voltaje constante de 100 voltios (V),

amperaje de 300 miliamperios (mA) y tiempo de 50 minutos (min).

Para comprobar la integridad de las muestras de ARN para aplicaciones
posteriores, se montdé un ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S
previamente estandarizado. La configuracion de la reaccion y la programacion
del termociclador del ensayo de RT-PCR convencional para el sistema del gen

18S se presentan en las Tablas 4 y 6 respectivamente.

Para visualizar los resultados y comprobar la amplificacion de los
productos en ensayos de RT-PCR convencional, se realizé una electroforesis
en gel de agarosa al 1.5%, configurando la fuente de poder a un voltaje
constante de 120 voltios (V), amperaje de 300 miliamperios (mA) y tiempo de

45 minutos (min).

16. Andlisis de estabilizacién y almacenamiento del RNAlater

Se implementaron dos ensayos para determinar si el estabilizante de
ARN preparado (RNAlater) puede preservar el ARN integro dentro de las

células del sedimento urinario.

En el primer ensayo, se llevo a cabo la recoleccién y tratamiento de 4
muestras de orina. Luego de colocar el RNAlater se dej6 a temperatura
ambiente una de las muestras por 3, 2, 1 o 0 horas respectivamente. Después
se realizd la extraccién y purificacion de ARN de las muestras. Para la
cuantificacion se utilizo el equipo NanoDrop™ 2000 de Thermo Scientific™, y
posteriormente se monté un ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S

para comprobar la integridad del ARN obtenido.

En el segundo ensayo, se realiz0 la recoleccion y tratamiento de 4
muestras de orina. Luego de colocar el RNAlater se dej6 a temperatura
ambiente una de las muestras por 12, 6, 4 o 0 horas respectivamente.

Después se las guardé en el ultracongelador a -80°C. Al dia siguiente se llevo
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a cabo la recoleccion y tratamiento de una muestra mas de orina.
Inmediatamente después se realizé la extraccion y purificacion de ARN de
todas las 5 muestras, tanto las congeladas el dia anterior como la recolectada
ese momento. Al igual que en el primer ensayo, para la cuantificacion se utilizé
el equipo NanoDrop™ 2000 de Thermo Scientific™, y posteriormente se
montd un ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S para comprobar la
integridad del ARN obtenido.

Lo que se buscé con este analisis es determinar el tiempo de estabilidad
del ARN tratado con RNAlater a temperatura ambiente. También si el
RNAlater preserva integro el ARN dentro de las células del sedimento urinario
al someterlas a ultracongelacion a -80°C.

Los protocolos utilizados para la concentracion de células a partir de
orina, extracciéon de ARN del sedimento celular y tratamiento de ARN usando
DNasa con extraccion fenol/cloroformo se detallan en los Anexos 9, 10y 11.
Para la cuantificacién del ARN extraido se utilizé el equipo NanoDrop™ 2000

de Thermo Scientific™.,

La configuracion de la reaccion de RT-PCR convencional y la
programacién del termociclador para el sistema del gen 18S, los cuales se
utilizaron en estos ensayos para comprobar la integridad del ARN, se

presentan en las Tablas 4 y 6 respectivamente.

Para visualizar los resultados y comprobar la amplificacion de los
productos en los ensayos de RT-PCR convencional, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, configurando la fuente de poder a
un voltaje constante de 120 voltios (V), amperaje de 300 miliamperios (mA) y

tiempo de 45 minutos (min).

17. Optimizacion de RT-qPCR con SYBR® Green

Se estandarizaron los sistemas de RT-gPCR con SYBR® Green del gen
objetivo FOXP3 y del gen de referencia 18S, como procedimiento preliminar

a la optimizacion de los sistemas de RT-gPCR con TagMan®.
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Los ensayos realizados para la optimizacion de estos sistemas de RT-
gPCR con SYBR® Green se llevaron a cabo mediante el uso del kit Power
SYBR® Green RNA-to-CT™ 171-Step Kit de Applied Biosystems™ a partir de
ARN extraido de leucocitos. Se utilizo el instrumento LightCycler® Nano de

Roche y de ARN de leucocitos.

Se disefiaron los sistemas de RT-gPCR con SYBR® Green de los genes
18S y FOXP3, que consistieron en tripletas de control positivo y un control
negativo sin ARN, para corroborar que no existe contaminacion en los
ensayos. Se realizaron modificaciones al protocolo recomendado por el
fabricante del kit, optimizando los ensayos a un volumen final de reaccion de
10 pL.

La programacion en el equipo LightCycler® Nano, a diferencia de
anteriores sistemas estandarizados, conté con una fase de disociacion que
permiti6 la construccidbn de curvas de melting, las cuales indicaron la
temperatura de melting de los fragmentos amplificados. Las curvas de
disociacion permiten identificar la presencia del producto especifico buscado,
asi como de productos inespecificos y dimeros de cebadores para su

eliminacién con ensayos de optimizacion.

La configuracion de la reaccion de RT-qPCR con SYBR® Green de los
genes 18S y FOXP3 se muestra en las Tablas 8 y 9 respectivamente, donde
se presentan las concentraciones de los reactivos utilizados, sus volumenes
por reaccion y los volimenes para el ensamblaje del master mix. La
programacion estandarizada del equipo se muestra en las Tablas 10 y 11,

para los genes 18S y FOXP3 respectivamente.

Para determinar la temperatura de annealing de los sistemas, se
realizaron ensayos con gradiente de temperatura respecto al programa del
termociclador en los sistemas de RT-PCR convencional estandarizado

anteriormente.
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Tabla 8.

Configuracion de la reaccion de RT-gPCR con SYBR® para el sistema del

gen 18S.
Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 4X (uL)
Power SYBR® Green
RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 20.00
Primer Forward 10uM 0.2uM 0.20 0.80
Primer Reverse 10pM 0.2uM 0.20 0.80
RT Enzyme Mix 125X 1X 0.08 0.32
Agua libre de nucleasas - - 2.52 10.08
ARN* 5ng/uL  1ng/puL 2.00 -

Volumen Total (pL) 10.00  32.00

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6 sélo en los

controles positivos. El volumen gque no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.

Tabla 9.

Configuracion de la reaccién de RT-qgPCR con SYBR® para el sistema del

gen FOXP3.
Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 4X (uL)
Power SYBR® Green
RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 20.00
Primer Forward 10uM 0.5uM 0.50 2.00
Primer Reverse 10uM 0.5uM 0.50 2.00
RT Enzyme Mix 125X 1X 0.08 0.32
Agua libre de nucleasas - - 1.92 7.68
ARN* 5ng/pL  1ng/pL 2.00 -

Volumen Total (uL) 10.00 32.00

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6 sélo en los

controles positivos. El volumen gue no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.
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Programacion del equipo para el ensayo de RT-gPCR con SYBR® para el

gen 18S.
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Proceso

Temperatura Tiempo Numero de Ciclos

Sintesis de ADNc
Denaturacion Inicial
(Activacion de AmpliTaq
Gold® DNA Polymerase)
Denaturacion

Annealing

Extension

Fase de Disociacion
(Curvas de Melting)

48°C

95°C

95°C
63°C
72°C
95°C
60°C
95°C
60°C

15 min
10 min

15 seg
30 seg
30 seg
15 seg
1 min
15 seg
15 seg

1

1

30

Tabla 11.

Programacion del equipo para el ensayo de RT-gPCR con SYBR® para el

gen FOXP3.

Proceso

Temperatura Tiempo Numero de Ciclos

Sintesis de ADNc
Denaturacion Inicial
(Activacién de AmpliTaq
Gold® DNA Polymerase)
Denaturacion

Annealing

Extension

Fase de Disociacion
(Curvas de Melting)

48°C

95°C

95°C
63°C
72°C
95°C
60°C
95°C
60°C

15 min
10 min

15 seg
30 seg
30 seg
15 seg
1 min
15 seg
15 seg

1

1

45

La concentracion optima de los cebadores en la reaccion de RT-gPCR

con SYBR® Green se tomé de la configuracion de la reaccion de RT-PCR

convencional previamente estandarizada.
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18. Optimizacion de RT-qPCR con TagMan®

Se estandarizaron y optimizaron los sistemas de RT-gPCR con
TagMan® del gen objetivo FOXP3 y del gen de referencia 18S, para los
ensayos posteriores en muestras clinicas de orina de pacientes trasplantados

y no trasplantados renales.

Los ensayos realizados para la optimizacion de estos sistemas de RT-
gPCR con TagMan® se llevaron a cabo mediante el uso del kit TagMan®
RNA-to-CT™ 1-Step Kit de Applied Biosystems™, el instrumento
LightCycler® Nano de Roche y ARN de leucocitos, los cuales permitieron

definir las concentraciones de reactivos y la programacion del termociclador.

Se disefiaron los sistemas de RT-gPCR con TagMan® de los genes 18S
y FOXP3, que consistieron en tripletas de control positivo y un control negativo
sin ARN, para corroborar que no existe contaminacion en los ensayos. Se
realizaron modificaciones al protocolo recomendado por el fabricante del kit,

optimizando los ensayos a un volumen final de reaccion de 10 pL.

La configuracion de la reaccién de RT-gPCR con TagMan® de los genes
18S y FOXP3 se muestra en las Tablas 12 y 13 respectivamente, donde se
presentan las concentraciones de los reactivos utilizados, sus volumenes en
una reaccion del sistema y los volimenes para el ensamblaje del master mix.
La programacion estandarizada del equipo se muestra en la Tabla 14, para
ambos genes 18S y FOXP3.

La temperatura de annealing y la concentracion de los cebadores de los
sistemas de RT-gPCR con TagMan® se tomé respecto a los sistemas de RT-
gPCR con SYBR® Green de ambos genes estandarizados anteriormente. Se
unificé los programas del equipo para ambos sistemas 18S y FOXP3, fijando
la etapa de ciclado, como Unico elemento que no existia igualdad respecto a

los dos sistemas en RT-gPCR con SYBR® Green, a 45 ciclos.
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Tabla 12.

Configuracion de la reaccion de RT-qgPCR con TagMan® para el sistema del

gen 18S.
Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 4X (uL)
TagMan® RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 20.00
Primer Forward 10uM 0.2uM 0.20 0.80
Primer Reverse 10uM 0.2uM 0.20 0.80
Sonda TagMan 1000nM  100nM 1.00 4.00
TagMan® RT Enzyme Mix 40X 1X 0.25 1.00
Agua libre de nucleasas - - 1.35 5.40
ARN* 5ng/uL  1ng/uL 2.00 -

Volumen Total (pL) 10.00 32.00

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6 sélo en los

controles positivos. El volumen que no se adicioné en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.

Tabla 13.

Configuracion de la reaccion de RT-gPCR con TagMan® para el sistema del

gen FOXP3.
Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 4X (uL)
TagMan® RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 20.00
Primer Forward 10uM 0.5uM 0.50 2.00
Primer Reverse 10uM 0.5uM 0.50 2.00
Sonda TagMan 1000nM  100nM 1.00 4.00
TagMan® RT Enzyme Mix 40X 1X 0.25 1.00
Agua libre de nucleasas - - 0.75 3.00
ARN* 5ng/uL  1ng/uL 2.00 -

Volumen Total (uL) 10.00 32.00

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6 sélo en los

controles positivos. El volumen que no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.
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Tabla 14.
Programacion del equipo para los ensayos de RT-qPCR con TagMan® para
los genes 18S y FOXP3.

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

(Activacion de AmpliTaq 95°C 10 min 1

Gold® DNA Polymerase)

Denaturacion 95°C 15 seg

Annealing 63°C 30 seg 45
Extension 72°C 30 seg

19. Cuantificacion de ARN por espectrofotometria y fluorometria

Para comprobar la cuantificacion por espectrofotometria para los
ensayos posteriores, se llevé a cabo una extraccion de ARN a partir de
leucocitos con el kit PureLink® RNA Mini Kit de Ambion™, la eliminacion de
ADN de las muestras de ARN con el kit TURBO DNA-free™ kit de Ambion™,
y la cuantificacion del ARN. Para determinar la concentracion de ARN de las
muestras, se utilizé el equipo NanoDrop™ 2000 de Thermo Scientific™, como
cuantificacion por espectrofotometria, y el equipo Qubit® 1.0 Fluorometer de
Invitrogen con el kit Qubit® RNA BR Assay Kit de Molecular Probes para

cuantificacion por fluorometria.

Para determinar la presencia y la calidad del ARN extraido se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, configurando la fuente de poder a un
voltaje constante de 110 voltios (V), amperaje de 300 miliamperios (mA) y

tiempo de 60 minutos (min).

El protocolo para el uso del equipo Qubit® 1.0 Fluorometer y el kit Qubit®
RNA BR Assay Kit se especifica en el Anexo 12 (Molecular Probes™ Life
Technologies™, 2015).
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20. Ensayo de sensibilidad analitica de RT-gPCR con TagMan®

Luego de la optimizacion de los sistemas en RT-gPCR con TagMan® de
los genes 18S y FOXP3, se llevaron a cabo ensayos de sensibilidad analitica
con diluciones seriadas de ADN 1:10, con el objetivo de determinar el limite

inferior de deteccion del sistema.

Para ello, se inicié a partir de una concentracion inicial de ARN de 50
ng/uL. En microtubos estériles se colocd en tubo 9 pL de agua libre de
nucleasas. En cada microtubo se afiadié 1 puL de la dilucion de ARN que le
precedia. Se obtuvieron diluciones hasta una concentracion de 5 fg/uL para el
ensayo con el sistema 18S y 0.5 pg/uL para el para el ensayo con el sistema
FOXP3, es decir en un factor respecto a la concentracién inicial de ARN de
10° y 107 respectivamente. El procedimiento para la obtenciéon de las

muestras de ARN diluidas se visualiza en la Figura 6.

Se llevaron a cabo los ensayos para cada sistema realizando dupletas
de controles positivos para cada dilucion y un control negativo sin ARN por
ensayo. La configuracion de la reaccion de RT-gPCR con TagMan® de los
genes 18S y FOXP3 para los ensayos de sensibilidad analitica se muestran
en la Tabla 15 y 16 respectivamente, donde se presentan las concentraciones
de los reactivos utilizados, los volumenes respectivos en una reaccion del
sistema, y los volumenes para el ensamblaje del master mix. La programacion

del equipo estandarizada anteriormente se muestra en la Tabla 14.
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Figura 6. Procedimiento para la obtencion de diluciones seriadas de ARN
para los ensayos de sensibilidad analitica de RT-gPCR con TagMan®.

Se generaron muestras diluidas con concentraciones desde 50 ng/uL hasta 5 fg/uL para el

sistema 18S y desde 50 ng/uL hasta 0.5 pg/uL para el sistema FOXP3, en proporciones 1:10.

Tabla 15.
Configuracion de la reaccion de RT-gPCR con TagMan® para el ensayo de

sensibilidad analitica del sistema del gen 18S.

Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 17X (uL)
TagMan® RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 85.00
Primer Forward 10uM 0.2uM 0.20 3.40
Primer Reverse 10uM 0.2uM 0.20 3.40
Sonda TagMan 1000nM  100nM 1.00 17.00
TagMan® RT Enzyme Mix 40X 1X 0.25 4.25
Agua libre de nucleasas - - 1.35 22.95
ARN* A1 A2 2.00 -
Volumen Total (uL) 10.00 136.00

A1 = 50000000, 5000000, 500000, 50000, 5000, 500, 50, 5 fg/pL

A2 = 10000000, 1000000, 100000, 10000, 1000, 100, 10, 1 fg/pL

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6 sélo en los
controles positivos. El volumen gue no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.
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Tabla 16.
Configuracion de la reaccion de RT-qgPCR con TagMan® para el ensayo de

sensibilidad analitica del sistema del gen FOXP3.

Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 213X (uL)
TagMan® RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 65.00
Primer Forward 10uM 0.5uM 0.50 6.50
Primer Reverse 10uM 0.5uM 0.50 6.50
Sonda TagMan 1000nM  100nM 1.00 13.00
TagMan® RT Enzyme Mix 40X 1X 0.25 3.25
Agua libre de nucleasas - - 0.75 9.75
ARN* A1 A2 2.00 -
Volumen Total (uL) 10.00 104.00

A1 = 50000, 5000, 500, 50, 5, 0.5 pg/uL
A2 = 10000, 1000, 100, 10, 1, 0.1 pg/uL

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6 sélo en los
controles positivos. El volumen gque no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.

21. Andlisis de la eficiencia relativa de amplificacién

Se determiné la eficiencia relativa de amplificacion de los sistemas de
RT-gPCR con TagMan® de los genes 18S y FOXP3. Para ello se utilizaron

los resultados del ensayo de sensibilidad analitica de cada sistema.

Con el uso del software de analisis de datos Excel de Microsoft® se
calcularon los logaritmos en base 10 y en base 2 de las concentraciones de
ARN (Q) utilizadas en cada reaccién y se tomaron los datos de los valores de
Cq obtenidos del ensayo de sensibilidad analitica. Se realizaron curvas de
correlaciéon Cq vs. Logio (Q) o0 Logz (Q). Se llevaron a cabo regresiones lineales
de cada curva y se obtuvieron las ecuaciones de la recta con las pendientes

correspondientes a cada grafica.

Para determinar la eficiencia de amplificacibn se aplicaron las

Ecuaciones 1y 2. En la Ecuacion 1 la eficiencia de amplificacion se expresa
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en porcentaje (PEA) y en la Ecuacion 2 se expresa en funcidén del aumento
del producto por ciclo (EA).

Ecuacion 1. Calculo de la eficiencia de amplificacién de una reaccion de RT-

gPCR expresada en porcentaje (PEA).

PEA = [(10‘1/m - 1)] x 100

En donde:

m: pendiente de la recta formada por regresion lineal de Cq vs. Logio (Q).

Ecuacion 2. Célculo de la eficiencia de amplificacién de una reaccion de RT-

gPCR expresada en funcion del aumento del producto por ciclo (EA).

EA = 27 /m
En donde:

m: pendiente de la recta formada por regresion lineal de Cq vs. Logz (Q).

A continuacion, se determiné si es posible aplicar el método de AAC+
para obtener la expresion génica del gen FOXP3, que es importante para
futuros andlisis fuera de este proyecto en pacientes trasplantados. Para poder
utilizar este método matematico, es necesario comprobar si la eficiencia
relativa la amplificacion del gen target FOXP3 y del gel de referencia 18S son

aproximadamente iguales.

Para verificar si ambos sistemas tienen la misma eficiencia de
amplificacion, se evalué como el ACq (Cq target — Cq referencia) varia respecto
a la concentracion de ARN en la reaccion. En los ensayos de sensibilidad
analitica de RT-gPCR con TagMan® se obtuvieron los valores de Cq para
cada sistema. Con los valores promedio de Cq de cada concentracion de ARN
(Q) en ambos ensayos se calculan los valores de ACq, los cuales se utilizan
para formar una grafica ACq versus el logaritmo en base 10 de la
concentracion de ARN. Se realizé una regresion lineal y la pendiente de la

recta se tom6 como un criterio de validaciébn general de igualdad de
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eficiencias. En donde, si el valor absoluto de la pendiente de ACq vs. Logio
(Q) es < 0.1 se consideran eficiencias relativas iguales.

22. Obtencion de muestras clinicas de orina de pacientes trasplantados

y no trasplantados renales

Las muestras clinicas de orina de pacientes no trasplantados y
trasplantados renales fueron recolectadas por la Unidad de Trasplantes y el

Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Carlos Andrade Marin (HCAM).

Se recolectdé un total de 10 muestras de orina, 5 de pacientes no
trasplantados y 5 de pacientes trasplantados para su posterior extraccion de
ARN. Cabe resaltar que todos los procedimientos para la obtencion de
muestras de orina, procesamiento, extraccion de ARN, tratamiento con DNasa
y purificacion se realizaron el mismo dia. Sin embargo, el procesamiento de
las 5 muestras clinicas de orina de los pacientes no trasplantados y las 5
muestras de los pacientes no trasplantados se realizaron en dos dias

diferentes.

23. Procesamiento de muestras clinicas y obtencion de sedimento

celular urinario

La obtencién de sedimento celular a partir de las 10 muestras clinicas de
orina para su posterior extraccion de ARN se llevo a cabo en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Hospital Carlos Andrade Marin (HCAM) y de
acuerdo a modificaciones realizadas al protocolo estandarizado

anteriormente.

Se optimiz6 en procedimiento basandose en recomendaciones
presentes en los protocolos desarrollados por el programa de investigacion
Clinical Trials in Organ Transplantation (CTOT) del National Institute of Allergy
and Infectious Diseases (NIAID), y por Early Detection Research Network
(EDRN) de National Cancer Institute (NCI), con el fin de optimizar el

procedimiento y minimizar la degradacion de ARN.
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El protocolo optimizado que se utilizo para la concentracion de células a
partir de muestras clinicas de orina se detalla en el Anexo 13 (Clinical Trials

in Organ Transplantation, 2009) (Early Detection Research Network, 2011).

24. Extraccion de ARN a partir del sedimento celular urinario de
muestras clinicas, tratamiento del ARN con DNasa y extraccion con

fenol/cloroformo.

La extraccion de ARN a patrtir del sedimento celular urinario de las 10
muestras clinicas de pacientes no trasplantados y trasplantados se realizo en
el Laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Carlos Andrade Marin
(HCAM), mediante el uso del robot de extraccibn MagPurix 12 System de

Zinexts Life Science Corporation.

Para eliminar la contaminacion con ADN de las muestras clinicas de
ARN, se utilizd el kit TURBO DNA-free™ kit de Ambion™ de acuerdo a
modificaciones del protocolo recomendado por el fabricante. El protocolo de
tratamiento de ARN con TURBO DNA-free™ kit utilizado se detalla en el

Anexo 6.

Luego del tratamiento con DNasa, se transportaron las muestras en
congelacion al Laboratorio de Nanomedicina y Nanobiologia del CENCINAT
en la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, donde se llevo a cabo un
protocolo de extraccion de ARN con solucion de fenol/cloroformo 1:1, seguido
de precipitacién y lavado del ARN con etanol, con el fin de purificar las
muestras clinicas de ARN de orina para su aplicacién posterior. El protocolo

de extraccion fenol/cloroformo utilizado forma parte del Anexo 11.

Para la cuantificacion del ARN extraido se utilizé el equipo NanoDrop™
2000 de Thermo Scientific™.

25. Evaluacién de los sistemas de RT-qPCR con TagMan® en muestras

clinicas

Se analizaron las muestras clinicas de ARN a partir de orina de los

pacientes no trasplantados y trasplantados renales en los sistemas de RT-
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gPCR con TagMan® del gen blanco (FOXP3) y el gen de referencia (18S)
para obtener los datos necesarios en el analisis estadistico. Estos ensayos se
implementaron utilizando el kit TagMan® RNA-to-CT™ 1-Step Kit de Applied
Biosystems™ del equipo LightCycler® Nano de Roche.

El equipo LightCycler® Nano de Roche cuenta con una placa de 32
pocillos, esto permitio realizar un maximo de 32 reacciones por ensayo, lo cual

fue un punto importante dentro del disefio de los ensayos.

Se disefié cada ensayo para de la siguiente manera: tripletas de cada
paciente (no trasplantado o trasplantado) en ambos sistemas (18S y FOXP3),
dupletas de controles positivos y un control negativo por sistema, como se

muestra en la Figura 7.

. 0000000
0000000®
.. 0000000®
90000000

Paciente No Trasplantado/Trasplantado 1: A1 — A3, C1 — C3 (Azul)

W\l

Paciente No Trasplantado /Trasplantado 2: A6 — A8, C6 — C8 (Verde)
Paciente No Trasplantado /Trasplantado 3: B1 — B3, D1 — D3 (Amarillo)
Paciente No Trasplantado /Trasplantado 4: B6 — B8, D6 — D8 (Violeta)
Control Positivo (Sangre): A4 — A5, C4 — C5 (Rojo)

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

Pocillo Vacio: B5, D5 (Blanco)

Figura 7. Disefo de placa de los ensayos de RT-gPCR con TagMan® con
ARN de muestras clinicas de orina de pacientes no trasplantados y

trasplantados renales.
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Se corrid este ensayo 3 repeticiones con las muestras de pacientes no
trasplantados, y 3 con las muestras de paciente trasplantados.

Los seis ensayos se llevaron a cabo el mismo dia uno a continuaciéon de
otro. El dia anterior a la corrida de los ensayos, se prepararon las reacciones
a partir de un sélo master mix para cada sistema, en donde se colocaron todos
los reactivos excepto el ARN, se hicieron 6 alicuotas de reacciones 15X de
ambos sistemas y se llevaron a congelacion a -20°C. El dia siguiente se
ensamblaron las reacciones descongelando una alicuota de cada sistema por
ensayo y colocando las muestras de ARN respectivas o agua libre de

nucleasas para los controles negativos.

El objetivo del disefio de la placa y la preparacion de los mix de reaccion
al congelarlos el dia anterior es eliminar la mayor cantidad de fuentes de
variabilidad garantizando la mayor homogeneidad posible de los ensayos.

La configuracion de la reaccion de RT-gPCR con TagMan® de los genes
18S y FOXP3 para los ensayos con muestras clinicas de ARN a partir de orina
de pacientes no trasplantados y trasplantados se muestran en las Tablas 17
y 18 respectivamente, donde se presentan las concentraciones de los
reactivos utilizados, los volimenes respectivos por reaccion, y los volimenes
para el ensamblaje del master mix. La programacion del equipo estandarizada

anteriormente se muestra en la Tabla 14.

A partir de los valores de Cq obtenidos se realizaron analisis estadisticos
necesarios para determinar variabilidad intraensayo e interensayo. También
se compararon los valores de Cq de los sistemas de los genes 18S y FOXP3
entre los pacientes no trasplantados y trasplantados.
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Tabla 17.
Configuracion de la reaccion de RT-qgPCR con TagMan® del sistema del gen
18S para los ensayos con ARN de muestras clinicas de orina de pacientes

no trasplantados y trasplantados renales.

Componente C. Inicial C.Final 1X (uL) 90X (uL)
TagMan® RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 450.00
Primer Forward 10uM 0.2uM 0.20 18.00
Primer Reverse 10pM 0.2uM 0.20 18.00
Sonda TagMan 1000nM  100nM 1.00 90.00
TagMan® RT Enzyme Mix 40X 1X 0.25 22.50
Agua libre de nucleasas - - 1.35 121.50
ARN* 2ng/uL  0.4ng/uL  2.00 -
Volumen Total (L) 10.00 720.00

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6é sélo en los
controles positivos. El volumen que no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.

Tabla 18.

Configuracion de la reaccion de RT-gPCR con TagMan® del sistema del gen
FOXP3 para los ensayos con ARN de muestras clinicas de orina de
pacientes no trasplantados y trasplantados renales.

Componente C.Inicial C.Final 1X(uL) 90X (pL)
TagMan® RT-PCR Mix 2X 1X 5.00 450.00
Primer Forward 10pM 0.5uM 0.50 45.00
Primer Reverse 10uM 0.5uMm 0.50 45.00
Sonda TagMan 1000nM  100nM 1.00 90.00
TagMan® RT Enzyme Mix 40X 1X 0.25 22.50
Agua libre de nucleasas - - 0.75 67.50
ARN* 2ng/uL  0.4ng/uL  2.00 -
Volumen Total (pL) 10.00 720.00

*Componente no presente en todas las reacciones. La muestra de ARN se afiadi6 sélo en los
controles positivos. El volumen gue no se adiciond en el control negativo se reemplazé con

agua libre de nucleasas.
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26. Analisis estadistico RT-gPCR con TagMan® de ARN de muestras

clinicas de orina

Para el andlisis estadistico se utilizo el software R (R Core Team, 2016)
y los valores de Cq de los resultados obtenidos de los ensayos de RT-qPCR
con TagMan® de los genes 18S y FOXP3 en ARN de muestras clinicas de

orina.

Para determinar la variabilidad o precision intraensayo e interensayo de
los sistemas de RT-gPCR con TagMan® de 18S y FOXP3, se calcularon los
coeficiente de variacién (CV) de los valores de Cq obtenidos segun ensayos
y pacientes aplicando la Ecuacién 3, y los intervalos de confianza para los
coeficientes de variacion con el uso de la Ecuacién 4 segun Martin Andres &
Luna del Castillo (2004).

Ecuacién 3. Célculo del coeficiente de variacion (CV).

S

CV: ——r
X1

En donde:
S: desviacion estandar.
X: media.

Ecuacion 4. Célculo del intervalo de confianza para el coeficiente de
variacion (CV) (Martin Andres & Luna del Castillo, 2004).

__ 14 2CV2
CVi Za/Z Z(n——l)

CV: coeficiente de variacion de la muestra

En donde:

n: nimero de datos.

Zq /> - cuartil asociado al nivel de confianza estadistica.
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El cuartil asociado al nivel de confianza en los intervalos de confianza se
determind bajo el supuesto de distribucién normal. En este caso, al 95% de

confianza, el valor es de 1.96.

También se llevo a cabo un contraste de hipotesis estadistica con el fin
de probar si los CV de dos grupos de observaciones poseen diferencias
significativas entre si. Para ello, segun Martin Andres & Luna del Castillo
(2004) se contrasta:

Ho: CV1 = CV2
Ha: CV1 #CV2

Para ello se aplico el estadistico de prueba definido en la Ecuacion 5, y
se calculd el intervalo de confianza para la diferencia de los dos valores de

CV de los grupos contrastados usando la férmula mostrada en la Ecuacion 6.

Cabe sefialar que, segun Martin Andres & Luna del Castillo (2004), las
férmulas se pueden aplicar tras cumplir ciertas condiciones, las cuales no
necesariamente cumplen los datos de los valores de Cq obtenidos, sin
embargo, se las utilizd con el objetivo de analizar los resultados de manera

exploratoria.

Ecuacién 5. Estadistico de prueba para el contraste de hipétesis de igualdad
de coeficientes de variacién (CV) entre dos grupos muestrales (Martin Andres
& Luna del Castillo, 2004).

o7, - v

(G + ) vefos + ov?]

Zobs -

-1 "n,—1
En donde:

C"T/: 1[n1_1CI‘T/1+1[n2_1C’T/2

n1+n2_2




58

Ecuacidon 6. Intervalo de confianza para la diferencia de coeficientes de
variacion (CV) entre dos grupos muestrales (Martin Andres & Luna del
Castillo, 2004).

v," (0.5 + 0,

ey — 1 __ 2
(CVy = TV) + Zgps jmcv1 o5+ °| + —

Como parte del analisis estadistico, se planteé la hipotesis de igualdad
de medias entre los valores de Cq de pacientes trasplantados y no
trasplantados en el sistema 18S, para lo cual se utilizo el programa InfoStat
version estudiantil (Di Rienzo, y otros, 2016). En cada sistema se verificaron
los supuestos de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilks modificada,
y de homocedasticidad aplicando la prueba F de igualdad de varianzas. Con
el fin de evaluar dicha hipétesis, se aplicé un andlisis de varianza no
paramétrica con la prueba de Kruskal Wallis, debido a que se determiné que
los datos no siguen una distribucion normal. Se verificaron todas las hipotesis

y supuestos con un nivel de significancia del 5% (a = 0.05).
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CAPITULO 3
RESULTADOS

1. Andlisis de cebadores y sondas
Las caracteristicas de los cebadores y sondas utilizados para la presente
investigacion se muestran en la Tabla 19 y 20 respectivamente.

Tabla 19.

Caracteristicas de los cebadores de los genes 18S y FOXP3.

Cebador Secuencia5b' - 3' Longitud Inicio Fin Tm (°C) % GC
18S F GCCCGAAGCGTTTACTTTGA 20 929 948 59.13 50.00
185 R TCCATTATTCCTAGCTGCGGTATC 24 1009 986 60.08 45.83

FOXP3 F GAGAAGCTGAGTGCCATGCA 20 939 958 60.68 55.00

FOXP3 R GGAGCCCTTGTCGGATGAT 19 1025 1007 59.17 57.89

Tabla 20.

Caracteristicas de las sondas de los genes 18S y FOXP3.

Sonda Secuencia 5'-FAM - TAMRA-3' Longitud Inicio Fin Tm (°C) % GC

18S Pr AAAGCAGGCCCGAGCCGCC 19 965 983 66.6 73.70
FOXP3 Pr TGCCATTTTCCCAGCCAGGTGG 22 983 962 62.7 59.10

En la Tabla 21 se detallan los resultados del analisis de cada par de
cebadores en el software OligoAnalyzer 3.1 y en el software Oligo Calculator,
en donde se calcul6 la energia libre de Gibbs (AG) de horquillas, homodimeros
y heterodimeros posibles a formarse con los cebadores, lo cual determina la

espontaneidad para formar estas estructuras secundarias no deseadas.
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Tabla 21.
Valores de energia libre de Gibbs (AG) de estructuras secundarias de
cebadores de los genes 18S y FOXP3.

Horquillas Homodimeros Heterodimeros

Cebador AG (kcal/mol) AG (kcal/mol) AG (kcal/mol)
18S F -0.35 -3.61
18S R 0.80 -6.34 6.8
FOXP3 F -0.87 -7.05, -6.34 474
FOXP3 R -0.58 -3.61 '

La energia libre de Gibbs (AG) es la medida de espontaneidad de una
reaccion, que en este caso se refiere a la espontaneidad para generar
horquillas, homodimeros y heterodimeros de cebadores. Los valores de AG
limites para estructuras secundarias de cebadores son: -2 kcal/mol para
horquillas con terminacién 3, -3 kcal/mol para horquillas internas, -5 kcal/mol
para dimeros con terminacion 3', y -6 kcal/mol para dimeros internos
(PREMIER Biosoft, 2016). Con valores de AG menores se corre el riesgo de
formar estructuras secundarias que afectarian la amplificacion del producto de
PCR.

Para el sistema 18S, la AG para la formacién de dimeros presentan
valores de -6.34 kcal/mol (homodimero interno) y -6.68 kcal/mol (heterodimero
interno), los cuales se encuentras fuera de los parametros recomendables e
indican la posible formacién de dimeros de cebadores. Con respecto al
sistema FOXP3, la AG para la formacion de dimeros presentan valores de -
7.05 kcal/mol (homodimero con terminacion 3') y -6.34 kcal/mol (homodimero
interno), los cuales se encuentras distantes de los limites sugeridos y

muestran la posible formacion de dimeros de primers en los sistemas.

Las caracteristicas de los amplicones obtenidos y formados de los genes
18S y FOXP3 con sus respectivos cebadores sintetizados se detallan en la
Tabla 22.
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Tabla 22.
Caracteristicas de los amplicones obtenidos de los genes 18S y FOXP3.

Amplicén Longitud Tm (°C) Ta(°C) % GC
18S 81 79.58 5150 49.00
FOXP3 87 82.88 54.10 59.00

Los alineamientos de cebadores y sondas de los sistemas 18S y FOXP3
en sus correspondientes genes 18S (Human 18S rRNA gene) y FOXP3
(Homo sapiens forkhead box P3 FOXP3, transcript variant 1, mRNA) se
encuentran en los Anexos 14 y 15 respectivamente.

A diferencia del gen 18S, los ensayos de PCR convencional con ADN
humano y el par de cebadores sintetizados formaron un amplicon de mayor
tamafo al formado con el ARNm, que si bien se trata de la secuencia de ADN
en la que se encuentra el mismo gen FOXP3, se eliminan secuencias
intrénicas dentro de la regién comprendida por los cebadores. Por lo tanto
luego del procesamiento del ARNm, el fragmento de 1448 pb formado con los
cebadores a partir de ADN gendémico se reduce a un fragmento de 87 pb en
ARNM.

Las caracteristicas del amplicon obtenido y formado con ADN gendmico
humano y los cebadores del gen FOXP3 se presentan en la Tabla 23.

Tabla 23.
Caracteristicas del amplicdn obtenido en ensayos de PCR con ADN humano

y los cebadores del gen FOXP3.

Amplicon Longitud Tm (°C) Ta (°C) % GC
FOXP3 1448 87.30 53.30 53.00

El alineamiento de cebadores y sondas del sistema FOXP3 en el ADN
humano (Homo sapiens chromosome X, GRCh38.p7) se encuentran en el
Anexo 16.
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En la Figura 8 se muestra la corrida electroforética de los cebadores
reconstituidos de los sistemas 18S y FOXP3, que se llevaron a una

concentracion de 100 uM.

Figura 8. Evaluacion cualitativa de cebadores reconstituidos de los genes 18S

y FOXP3 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Gel de agarosa tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador 100pb de Labnet, (F): Primer Forward,

(R): Primer Reverse.

2. Extraccion de ADN a partir de sangre total

Dos muestras de ADN a partir de sangre total humana se aislaron y
cuantificaron segun lo detallado en las secciones 2 y 3 de Metodologia. Los
datos de cuantificacion por espectrofotometria se detallan en la Tabla 24 y los
espectros de cada muestra se presentan en la Figura 9. Los resultados de
cuantificacion mostraron concentracion, radios de pureza y espectro
correspondientes a ADN en buenas condiciones, tanto para la muestra C1

como para la muestra C2.
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Tabla 24.
Valores de cuantificacién por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ de la

extraccion de ADN a partir de sangre total.

Muestra A260 Concentracion (ng/pL) 260/280 260/230

Blanco 0.004 0.2 8.14 0.27
Ci1 0.777 38.9 1.88 1.72
C2 0.748 374 1.82 1.56

Blanco: buffer de elucién del ADN utilizado como blanco en el equipo, C1-C2: muestras
extraidas de ADN.

Blanco

10mm Absorbance
\

T - T . T T T T T T ~
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Figura 9. Espectro de muestras de ADN a partir de sangre total cuantificadas

por espectrofotometria con NanoDrop 2000™,

Blanco: buffer de elucién del ADN utilizado como blanco en el equipo, 1-2: muestras extraidas

de ADN C1 y C2 respectivamente.

Con el fin de comprobar la presencia e integridad del ADN de las
muestras se evalud cualitativamente mediante electroforesis en gel de
agarosa segun las especificaciones descritas en la seccion 4 de Metodologia.
La evaluacion cualitativa del ADN aislado mediante electroforesis en gel de
agarosa corroboro la presencia de ADN en ambas muestras extraidas, como

se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Evaluacion cualitativa de ADN de sangre total mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Gel de agarosa tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador 1Kb Plus de Invitrogen, (C1, C2):
muestras extraidas de ADN.

3. Optimizacion de PCR convencional

El sistema de PCR convencional para el gen FOXP3 se estandariz
luego de realizarse varios ensayos con gradiente de temperatura de
annealing, variacion de concentracién de primers y balance de primers, hasta
obtener las condiciones 6ptimas para la reaccién del sistema, en cuanto a
concentraciones de reactivos y programacioén del termociclador, como se

muestran en la seccion 5 de Metodologia.

En la Figura 11 se visualiza la corrida electroforética del sistema
estandarizado de PCR convencional del gen FOXP3. Se observa una banda
correspondiente al fragmento amplificado (1441 pb) en ambos controles
positivos (+1 y +2), el cual se sitda levemente por debajo respecto a la altura
de la banda de 1500 pb del marcador de peso molecular. Se comprueba en la
electroforesis la ausencia de contaminacion del ensayo en el control negativo
sin ADN (C-).
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Figura 11. Resultados del sistema de PCR convencional del gen FOXP3.
Fotografia de gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador de peso molecular
de 100pb Labnet, (+1, +2): Controles positivos del gen FOXP3, (C-): Control negativo sin ADN.

4. Ensayo de sensibilidad analitica de PCR convencional

El ensayo de sensibilidad analitica del sistema de PCR convencional
para el gen FOXP3 se llevo a cabo conforme a lo detallado en la seccion 6 de

Metodologia, el cual permitié identificar su limite de deteccion.

Como resultado del ensayo, se encontré que el sistema FOXP3 es capaz
de detectar y amplificar hasta una concentracion de ADN de 15 pg/uL,
correspondiente a la dilucién 102 respecto a la concentracion inicial de ADN,

como se muestra en la Figura 12.



66

Figura 12. Sensibilidad Analitica del sistema de PCR convencional del gen
FOXP3.

Fotografia de gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador de peso molecular
de 100pb Labnet, (SD): 1.5 ng/pL [ADN], (10-1): 0.15 ng/uL [ADN], (10-2): 15 pg/pL [ADN], (10
%): 1.5 pg/uL [ADN], (10-4): 0.15 pg/pL [ADN], (10%): 15 fg/uL [ADN], (10%): 1.5 fg/uL [ADN],

(C-): Control negativo sin ADN. Rectangulo naranja: limite de amplificacién del sistema.

5. Extraccion de ARN a partir de leucocitos de sangre

Dos muestras de ARN a partir de leucocitos, que se obtuvieron a partir
de sangre total humana, se aislaron, purificaron para eliminar ADN genémico
y cuantificaron antes y después de su purificacion segun lo detallado en las
secciones 7, 8, 9 y 10 de Metodologia. Los datos de cuantificacion por
espectrofotometria se presentan en la Tabla 25 y los espectros de cada

muestra se visualizan en la Figura 13.

Tabla 25.
Valores de cuantificacion por espectrofotometria con NanoDrop 8000™ de la

extraccién de ARN a partir de leucocitos de sangre.

Muestra A260 Concentraciéon (ng/uL) 260/280 260/230

Blanco 0.000 0.0000 0.32 0.82
A-sin  8.898 355.92 1.98 1.90
B-sin  8.525 341.00 2.06 2.17
A-con 6.420 256.79 1.80 1.62
B-con 5.653 226.12 1.88 1.74

Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo, A-sin, B-sin: muestras
extraidas de ARN antes del tratamiento con DNasa, A-con, B-con: muestras extraidas de ARN

después del tratamiento con DNasa.
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Figura 13. Espectro de muestras de ARN a partir de leucocitos de sangre

cuantificadas por espectrofotometria con NanoDrop 8000™,

A-sin, B-sin: muestras extraidas de ARN antes del tratamiento con DNasa, A-con, B-con:

muestras extraidas de ARN después del tratamiento con DNasa.

Los resultados de cuantificacion mostraron concentracion, radios de
pureza y espectro correspondientes a ARN en condiciones adecuadas para
sus aplicaciones posteriores, tanto para la muestra A como para la muestra

B, antes y después de purificar.

Con el fin de comprobar tanto la presencia e integridad del ARN como la
ausencia de ADN gendémico luego de la purificacion, se evalud
cualitativamente las muestras extraidas y purificadas mediante electroforesis
en gel de agarosa segun las especificaciones descritas en la secciéon 11 de
Metodologia. La evaluacion cualitativa mediante electroforesis en gel de
agarosa corroboro la presencia de ARN integro y la eliminacién del ADN
después de aplicarse el protocolo de purificacion, como se muestra en la

Figura 14.
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Figura 14. Evaluacion cualitativa de ARN de leucocitos de sangre mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Gel de agarosa tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador 1Kb de Labnet, (A-sin, B-sin): muestras
extraidas de ARN antes del tratamiento con DNasa, (A-con, B-con): muestras extraidas de

ARN después del tratamiento con DNasa.

6. Optimizacién de RT-PCR convencional

Los sistemas de RT-PCR convencional para los genes 18S y FOXP3 se
estandarizaron luego de realizarse varios ensayos con gradiente de
temperatura de annealing, con variacibn de concentracién y balance de
primers, y con variacion de nimero de ciclos, hasta obtener las condiciones
Optimas para la reaccién del sistema, como se muestran en la seccién 12 de
Metodologia. Todos los ensayos para la estandarizacién se llevaron a cabo
con el fin de eliminar la mayor cantidad de productos inespecificos existentes

en ambos sistemas.

En las Figuras 15 y 16 se visualizan las corridas electroforéticas de los
sistemas estandarizados de RT-PCR convencional de los genes 18S y FOXP3

respectivamente.
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Figura 15. Resultados del sistema de RT-PCR convencional del gen 18S.
Fotografia de gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador de peso molecular
de 100pb Labnet, (+1, +2): Controles positivos del gen 18S, (-P): Control negativo con Taq

Polimerasa sin enzima RT, (-A): Control negativo sin ADN.

Figura 16. Resultados del sistema de RT-PCR convencional del gen FOXP3.
Fotografia de gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador de peso molecular
de 100pb Labnet, (+1, +2): Controles positivos del gen FOXP3, (-P): Control negativo con Taq

Polimerasa sin enzima RT, (-A): Control negativo sin ADN.

En la corrida del sistema 18S, se observa una banda correspondiente al
fragmento amplificado (81 pb) en ambos controles positivos (+1 y +2) que se

sitla por debajo respecto a la altura de la banda de 100 pb del marcador de
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peso molecular. Para este sistema, el establecimiento de ensayos de
variacion de numero de ciclos permiti6 determinar que se evitaba la
degradacion del fragmento reduciendo el nimero de ciclos de 40 a 30. El
aumento de la temperatura de melting a 66°C permitié la eliminacion de todos
los productos inespecificos, como se verifica en la Figura 15, en donde se
llevo el sistema al limite de especificidad respecto a la temperatura de melting

ya que a 68°C el sistema no amplificaba.

En la corrida del sistema FOXP3, se visualiza una banda
correspondiente al fragmento amplificado (87 pb) en ambos controles
positivos (+1y +2), la cual se sitla por debajo respecto a la altura de la banda
de 100 pb del marcador de peso molecular. Contrario a lo sucedido en el
sistema 18S, los ensayos de optimizacion, manipulando variables como
temperatura de annealing, concentracion de cebadores y numero de ciclos,
no permitieron la eliminacion total de gran cantidad de productos inespecificos
formados, como se muestra en la Figura 16. Sin embargo, se fijaron estas
condiciones para el sistema de RT-PCR convencional del gen FOXP3 pese a

la eliminacion parcial de productos inespecificos.

Se comprueba en la electroforesis de ambos ensayos la ausencia de
contaminacion de la muestra de ARN con ADN gendmico en el control
negativo con Tag Polimerasa sin enzima RT (-P), y de contaminacion del

ensayo en el control negativo sin ARN (-A).

7. Extraccion de ARN a partir de sedimento celular urinario

Dos muestras de ARN a partir de sedimento celular, que se recolect6 a
partir de orina, se aislaron, purificaron para eliminar ADN gendmico y
cuantificaron segun lo detallado en las secciones 13, 14 y 15 de Metodologia.
Se partié de un volumen de 100 mL de orina por cada muestra. Los datos de
cuantificacion por espectrofotometria se presentan en la Tabla 26 y los

espectros de cada muestra se visualizan en la Figura 17.
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Tabla 26.
Valores de cuantificacién por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ de la

extraccion de ARN a partir de sedimento celular urinario.

Muestra A260 Concentracion (ng/pL) 260/280 260/230

Blanco 0.009 0.4 0.53 494
M1 0.103 4.1 1.48 1.86
M2 0.237 95 1.53 1.50

Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo, M1, M2: muestras extraidas

de ARN después del tratamiento con DNasa.
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Figura 17. Espectro de muestras de ARN a partir de sedimento celular urinario

cuantificadas por espectrofotometria con NanoDrop 2000™,
8/05, 9/05: muestras extraidas de ARN después del tratamiento con DNasa M1 y M2

respectivamente.

Los resultados de cuantificacion mostraron una concentracion baja de
ARN, radios de pureza aceptables que no bajaron de 1.50 y un espectro que
indica el desplazamiento del pico de 260 nm correspondiente a ARN hacia la
derecha ubicado alrededor de los 270 nm, tanto para la muestra M1 como

para la muestra M2.

Para comprobar la cuantificacion realizada, se evalu6 cualitativamente
las muestras mediante electroforesis en gel de agarosa. La evaluacién
cualitativa mediante electroforesis en gel de agarosa corrobor6 la ausencia de
ARN, como se muestra en la Figura 18, lo cual se esperaba de acuerdo a la

baja concentracion de ARN cuantificado anteriormente.
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Figura 18. Evaluacion cualitativa de ARN de sedimento celular urinario

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Gel de agarosa tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador 1Kb Plus de Invitrogen, (M1, M2):

muestras extraidas de ARN después del tratamiento con DNasa.

Con el objetivo de comprobar la integridad de las muestras de ARN, se
monté un ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S previamente
estandarizado, como se detalla en la seccidén 12 de Metodologia. En la Figura
19 se visualiza la corrida electroforética de los resultados del ensayo de RT-

PCR con la muestra de ARN de sedimento celular urinario M2.

En la corrida del sistema 18S con ARN de sedimento celular urinario, se
observa una banda correspondiente al fragmento amplificado (81 pb) en
ambos controles positivos (+1 y +2), la cual se sitla por debajo respecto a la
altura de la banda de 100 pb del marcador de peso molecular, con lo cual se
corrobora la existencia de ARN integro en las muestras extraidas a partir de
orina. Se comprueba en la electroforesis la ausencia de contaminacion de la
muestra de ARN con ADN gendmico en el control negativo con Taq
polimerasa sin enzima RT (-P), y la ausencia de contaminacion del ensayo en

el control negativo sin ARN (-A).
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Figura 19. Ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S con muestra de ARN

de sedimento celular urinario.

Fotografia de gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe. Muestra: M2. (M): Marcador de
peso molecular de 100pb Labnet, (+1, +2): Controles positivos del gen 18S, (-P): Control

negativo con Taq Polimerasa sin enzima RT, (-A): Control negativo sin ADN.

8. Andlisis de estabilidad y almacenamiento del RNAlater

Para definir las posibles condiciones de almacenamiento de las
muestras de sedimento celular recolectado de orina, se llevaron a cabo dos
ensayos para comprobar si el estabilizador de ARN preparado (RNAlater)
puede preservar el ARN integro dentro de las células del sedimento urinario,
como se detalla en la seccion 16 de Metodologia. Se partié de un volumen de

100 mL de orina por cada muestra.

Los resultados de cuantificacion de las muestras de ARN de sedimento
celular urinario correspondientes al primer ensayo se presentan en la Tabla

27 y los espectros de cada muestra se visualizan en la Figura 20.

Los resultados de cuantificacion son muy similares entre ellos y también
respecto a extracciones de ARN anteriores en este tipo de muestras, con
concentracion baja de ARN, radios de pureza aceptables que no bajaron de
1.50 y un espectro que indica el desplazamiento del pico de 260 nm
correspondiente a ARN hacia la derecha ubicado alrededor de los 270 nm.
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Valores de cuantificacion por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ de la

extraccion de ARN a partir de sedimento celular urinario correspondiente al

primer ensayo de RNAlater.

Muestra A260 Concentracion (ng/uL) 260/280 260/230

Blanco 0.008 0.3 -5.24 0.55
3H 0.248 9.9 1.55 1.65
2H 0.204 8.2 1.60 1.64
1H 0.204 8.2 1.68 1.54
OoH 0.195 7.8 1.74 1.60

Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo. 3H (3 horas), 2H (3 horas),
1H (1 hora), OH (0 horas): muestras extraidas de ARN luego de la incubacién a TA con

RNAlater, la cuantificacién se llevé a cabo después del tratamiento con DNasa.
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Figura 20. Espectro de muestras de ARN a partir de sedimento celular urinario
cuantificadas por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ correspondiente

al primer ensayo de RNAlater.
Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo. 3H (3 horas), 2H (3 horas),
1H (1 hora), OH (0O horas): muestras extraidas de ARN luego de la incubacién a TA con

RNAlater, la cuantificacién se llevé a cabo después del tratamiento con DNasa.

Con el objetivo de comprobar la integridad de las muestras de ARN, se
monté un ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S previamente

estandarizado, como se detalla en la seccion 12 de Metodologia.
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En la Figura 21 se visualiza la corrida electroforética de los resultados
del ensayo de RT-PCR con las muestras de ARN de sedimento celular urinario

del primer ensayo de RNAlater.
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¢

Figura 21. Ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S con muestra de ARN
de sedimento celular urinario correspondiente al primer ensayo de RNAlater.

Fotografia de gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador de peso molecular
de 100pb Labnet. (3) 3 horas, (2) 2 horas, (1) 1 hora, (0) 0 horas: Controles positivos del gen
18S. (A): Control negativo con Taq Polimerasa sin enzima RT. (E): Control negativo sin ADN.

(X): Pocillo vacio. Flechas rojas: controles positivos.

La corrida electroforética de los resultados del ensayo de RT-PCR
convencional mostré que todos los controles positivos de las muestras del
primer ensayo de RNAlater amplificaron. No se presentd contaminacion de las
muestras de ARN con ADN gendmico en el control negativo con Taq
polimerasa sin enzima RT (-P) y tampoco se evidencié contaminacion del
ensayo en el control negativo sin ARN (-A). Como resultado del ensayo se
comprobd gue tras un tiempo de incubacion de hasta 3 horas a temperatura
ambiente, el RNAlater mantiene integro el ARN dentro del sedimento celular

urinario.

Los resultados de cuantificacion de las muestras de ARN de sedimento
celular urinario correspondientes al segundo ensayo se presentan en la Tabla

28, y los espectros de cada muestra se visualizan en la Figura 22.
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Tabla 28.
Valores de cuantificacion por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ de la
extraccion de ARN a partir de sedimento celular urinario correspondiente al

segundo ensayo de RNAlater.

Muestra A260 Concentracion (ng/uL) 260/280 260/230

Blanco 0.012 0.5 -31.00 0.62
12H 0.256 10.2 1.59 2.00
6H 0.209 8.3 1.65 2.58
4H 0.226 9.0 1.58 2.59

OH80 0.162 6.5 1.65 3.12
OH 0.137 5.5 1.66 3.52

Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo. 12H (12 horas y
ultracongelacién), 6H (6 horas y ultracongelacion), 4H (4 hora y ultracongelacién), OH 80 (0
horas y ultracongelacion), OH (0 horas): muestras extraidas de ARN luego de la incubacién a
TA con RNAlater, la cuantificacion se llevé a cabo después del tratamiento con DNasa.
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Figura 22. Espectro de muestras de ARN a partir de sedimento celular urinario

cuantificadas por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ correspondiente

al segundo ensayo de RNAlater.

Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo. 12H (12 horas y
ultracongelacion), 6H (6 horas y ultracongelacién), 4H (4 hora y ultracongelacién), OH 80 (0
horas y ultracongelacion), OH (0 horas): muestras extraidas de ARN luego de la incubacién a

TA con RNAlater, la cuantificacion se llevé a cabo después del tratamiento con DNasa.

Los resultados de cuantificacion son muy similares entre ellos y también
respecto a extracciones de ARN anteriores en este tipo de muestras respecto

a concentracién y radio 260/280. Sin embargo, la pureza 260/230 es alta en
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la mayoria de muestras, aunque no supone un problema importante para
aplicaciones posteriores. Cada muestra en este ensayo posee concentracion
baja de ARN, radio de pureza 260/280 aceptable que no bajé de 1.50 y un
espectro que indica el desplazamiento del pico de 260 nm correspondiente a
ARN hacia la derecha ubicado alrededor de los 270 nm, tal y como se obtuvo
en las muestras del primer ensayo de RNAlater y extracciones anteriores de

ARN a partir de sedimento celular urinario.

Al igual que en el primer ensayo de RNAlater, con el fin de comprobar la
integridad de las muestras de ARN, se montd un ensayo de RT-PCR
convencional del gen 18S previamente estandarizado, como se detalla en la
seccibn 12 de Metodologia. En la Figura 23 se visualiza la corrida
electroforética de los resultados del ensayo de RT-PCR con las muestras de

ARN de sedimento celular urinario del segundo ensayo de RNAlater.
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Figura 23. Ensayo de RT-PCR convencional del gen 18S con muestra de ARN
de sedimento celular urinario correspondiente al segundo ensayo de
RNAlater.

Fotografia de gel de agarosa al 1.5% tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador de peso molecular
de 100pb Labnet. (12) 12 horas y ultracongelacion, (6) 6 horas y ultracongelacién, (4) 4 hora
y ultracongelacion, (80) 0 horas y ultracongelacion, (0) 0 horas: Controles positivos del gen
18S. (A): Control negativo con Taq Polimerasa sin enzima RT. (E): Control negativo sin ADN.

Flechas azules: controles positivos validos, Flechas naranja: controles negativos validos.

La corrida electroforética de los resultados del ensayo de RT-PCR
convencional mostré que todas las muestras del segundo ensayo de RNAlater
amplificaron. Sin embargo, se presenté amplificacibn en algunos controles
negativos con Taq polimerasa sin enzima RT (A) y, por ende, se comprobo6

contaminacion con ADN genomico en las muestras de ARN correspondientes
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a los tiempos de incubacion a temperatura ambiente de 12, 4 y 0 horas. No
existid contaminacion del ensayo en el control negativo sin ARN (-A). Los
resultados del ensayo muestran que tras un tiempo de incubacion de hasta 6
horas a temperatura ambiente, el RNAlater mantiene integro el ARN dentro
del sedimento celular urinario. También se comprobd que el sedimento celular
recolectado de orina y suspendido en RNAlater no se degrada tras someterlo

a ultracongelacion a una temperatura de -80°C.

9. Optimizacion de RT-qPCR con SYBR® Green

Los sistemas de RT-gPCR con SYBR® Green para los genes 18S y
FOXP3 se estandarizaron tras realizarse varios ensayos en los que se
modificé la temperatura de annealing y el nUmero de ciclos de cada sistema,
hasta llegar a las configuraciones de la reaccion y programacion del equipo

mostradas en la seccién 17 de Metodologia.

Los resultados del ensayo de RT-gPCR con SYBR® Green para el gen
18S, donde se presentan los valores de Cq y las temperaturas de melting de
los amplicones formados, se detallan en la Tabla 29. Las curvas de
amplificacion y de disociacion obtenidas del ensayo del sistema 18S se

muestran en las Figuras 24 y 25 respectivamente.

Tabla 29.
Resultados del ensayo de RT-gPCR con SYBR® Green para el gen 18S.

Muestra Valor de Cq T.de melting (°C)

C1 9.571 79.38
C2 9.784 79.34
C3 9.764 79.32
C- - -

C1, C2, C3: Controles positivos. C-: Control negativo sin ARN.
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Figura 24. Curvas de amplificacion y valores de Cq del ensayo de RT-gPCR
con SYBR® Green para el gen 18S.

C1, C2, C3: Controles positivos. C-: Control negativo sin ARN.
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Figura 25. Curva de disociacion y temperaturas de melting del ensayo de RT-
gPCR con SYBR® Green para el gen 18S.
C1, C2, C3: Controles positivos. C-: Control negativo sin ARN.
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En el ensayo del gen 18S, las curvas y datos muestran amplificacion de
los tres controles positivos (C1, C2 y C3) con un Cq muy similar, teniendo un
valor de 9.706 en promedio. No se produjo amplificacion del control negativo

(C-), lo cual comprueba que no existido contaminacion en el ensayo.

Las curvas de disociacion muestran la formacion de un solo amplicon
con una temperatura de melting de 79.35 °C, casi igual a la temperatura de
melting de 79.58 °C teorica calculada para el fragmento del gen 18S, lo que

demuestra la formacion del producto especifico.

Los resultados del ensayo de RT-gPCR con SYBR® Green para el gen
FOXP3, donde se presentan los valores de Cq y las temperaturas de melting
de los amplicones formados, se detallan en la Tabla 30. Las curvas de
amplificacion y de disociacion obtenidas del ensayo del sistema FOXP3 se
muestran en la Figura 26 y 27 respectivamente.

En el ensayo del gen FOXP3, las curvas y datos muestran amplificacion
de los tres controles positivos (C1, C2 y C3) con un Cg muy similar, teniendo
un valor de 34.340 en promedio. No se produjo amplificacion del control

negativo (C-), que demuestra que no existié contaminacion en el ensayo.

Tabla 30.
Resultados del ensayo de RT-gPCR con SYBR® Green para el gen FOXP3.

T. de melting (°C)
Amplicon Dimeros

Muestra Valor de Cq

C1 34.607 82.74 -
C2 33.919 82.69 74.44
C3 34.495 82.70 -
C- - - -

C1, C2, C3: Controles positivos. C-: Control negativo sin ARN.
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Figura 26. Curvas de amplificacion y valores de Cq del ensayo de RT-gPCR
con SYBR® Green para el gen FOXP3.
C1, C2, C3: Controles positivos. C-: Control negativo sin ARN.

Figura 27. Curva de disociacion y temperaturas de melting del ensayo de RT-
gPCR con SYBR® Green para el gen FOXP3.
C1, C2, C3: Controles positivos. C-: Control negativo sin ARN.
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La curva de disociacion muestra la formacion de un amplicon con una
temperatura de melting de 82.71 °C, casi igual a la temperatura de melting de
82.88 °C tedrica calculada para el fragmento del gen FOXP3, lo que
demuestra la formacion del producto especifico. Sin embargo, también se
muestra en la curva de disociacion del control positivo C2 la formacion de otro
producto con una temperatura de melting de 74.44 °C, que se presume fue la

formacion de dimeros de cebadores.

En general, los sistemas de RT-gPCR con SYBR® Green de los genes
18S y FOXP3 se comportaron de manera distinta respecto a sus
correspondientes sistemas en RT-PCR convencional, en donde las curvas y
temperaturas de melting evidenciaron la ausencia de productos inespecificos
en ambos sistemas. Incluso se pudo bajar la temperatura de annealing a 63°C
mejorando la amplificacion, debido a que la temperatura de 66°C no favorecia

la formacion del producto especifico.

10. Optimizacion de RT-qPCR con TagMan®

Los sistemas de RT-gPCR con TagMan® para los genes 18S y FOXP3
se estandarizaron tras realizarse ensayos en los que se modificé el nimero
de ciclos y se unifico la programacién del equipo de ambos sistemas, hasta
llegar a las configuraciones de la reaccion y programacién del equipo
mostradas en la seccién 18 de Metodologia.

Los resultados del ensayo de RT-gPCR con TagMan® para el gen 18S,
donde se presentan los valores de Cq correspondientes a los amplicones
formados, se detallan en la Tabla 31. Las curvas de amplificacion obtenidas

del ensayo del sistema 18S se muestran en la Figura 28.

En el ensayo del gen 18S, las curvas y datos muestran amplificacion de
los tres controles positivos (C1 18S, C2 18S y C3 18S) con un Cqg muy similar,
teniendo un valor de 24.695 en promedio, lo que demuestra la formacion del
producto especifico. No se produjo amplificacion del control negativo (C- 18S),

gue corrobora que no existié contaminacién en el ensayo.
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Tabla 31.
Resultados del ensayo de RT-gPCR con TagMan® para el gen 18S.

Muestra Valor de Cq

C118S 25.238
C2 18S 25.259
C318S 23.589
C-18S -

C1 18S, C2 18S, C3 18S: Controles positivos. C- 18S: Control negativo sin ARN.

Intensity (RFU)

Sample FAM Type Cq

c1188 TagMan U 25238
c218S TagMan U 25259
c318s TagMan U 23589

C-18S TagMan m

Figura 28. Curvas de amplificacion y valores de Cq del ensayo de RT-gPCR

con TagMan® para el gen 18S.
C1 18S, C2 18S, C3 18S: Controles positivos. C- 18S: Control negativo sin ARN.

Los resultados del ensayo de RT-gPCR con TagMan® para el gen
FOCP3, donde se presentan los valores de Cq correspondientes a los
amplicones formados, se presentan en la Tabla 32. Las curvas de
amplificacion obtenidas del ensayo del sistema FOXP3 se detallan en la

Figura 29.
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Resultados del ensayo de RT-gPCR con TagMan® para el gen FOXP3.

C1 FOXP3, C2 FOXP3, C3 FOXP3: Controles positivos. C- FOXP3:

Muestra Valor de Cq
C1 FOXP3 29.525
C2 FOXP3 30.082
C3 FOXP3 29.575
C- FOXP3 -

Control negativo sin ARN.

Sample
C1FOXP3
C2FOXP3
C3FOXP3
C-FOXP3

FAM

TagMan
TagMan
TagMan

TagMan

Type Cq

29525
30.082

29575

Figura 29. Curvas de amplificacion y valores de Cq del ensayo de RT-gPCR

con TagMan® para el gen FOXP3.
C1 FOXP3, C2 FOXP3, C3 FOXP3: Controles positivos. C- FOXP3: Control negativo sin ARN.

En el ensayo del gen FOXP3, las curvas y datos muestran amplificacion
de los tres controles positivos (C1 FOXP3, C2 FOXP3 y C3 FOXP3) con un

Cg muy similar, teniendo un valor de 29.727 en promedio, lo que comprueba

la formacion del producto especifico. No se produjo amplificacion del control

negativo (C- FOXP3), lo cual indica que no existio contaminacion en el ensayo.
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Como resultado de los ensayos de optimizacion, los sistemas de RT-
gPCR con TagMan® de los genes 18S y FOXP3 se comportaron de manera
similar a sus respectivos sistemas en RT-PCR con SYBR® Green, pero con
variaciones en los valores de Cq de cada sistema. Mientras el valor de Cq en
el sistema TagMan® de 18S fue mas tardio, el valor de Cq en el sistema
TagMan® de FOXP3 fue mas temprano, respecto a los resultados obtenidos
en SYBR® Green.

11. Extraccion de ARN a partir de leucocitos de sangre y cuantificacion
por espectrofotometria y fluorometria

La extraccion, purificacion y cuantificacion de ARN a partir de leucocitos
de sangre se llevo a cabo para verificar el valor de cuantificacion dado por
espectrofotometria y compararlo con el resultado en la cuantificacién por

fluorometria, como se especifica en la seccién 19 de Metodologia.

La evaluacion cualitativa mediante electroforesis en gel de agarosa
corroboro la presencia de ARN integro en la muestra y la eliminacién del ADN
después de aplicarse el protocolo de purificacion, como se observa en la

Figura 30.

Los datos de cuantificacion por espectrofotometria y fluorometria se
presentan en la Tabla 33 y los espectros de la muestra cuantificada por

espectrofotometria se visualizan en la Figura 31.

Los resultados de cuantificacion por espectrofotometria radios de pureza
y espectro correspondientes a ARN en condiciones adecuadas para sus
aplicaciones posteriores. Sin embargo, la concentracion de la muestra antes
y después de purificar es practicamente la misma. Ademas, la curva se
encuentra levemente desplazada a la derecha, en especial la depresion del
pico alrededor de 230 nm de longitud de onda. Por otro lado, el valor de
cuantificacion por fluorometria muestra una concentracion menor a la obtenida

por espectrofotometria después de purificar.
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M Sangre S. Purif

bp  ng/10u

Figura 30. Evaluacion cualitativa de ARN de leucocitos de sangre mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Gel de agarosa tefiido con SYBR Safe. (M): Marcador 1Kb de Labnet, (Sangre): muestras

extraidas de ARN antes del tratamiento con DNasa, (S. Purif): muestras extraidas de ARN

después del tratamiento con DNasa.

Tabla 33.
Resultados de cuantificacion por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ vy
por fluorometria con Qubit® 1.0 Fluorometer de la extraccion de ARN de

leucocitos de sangre.

NanoDrop 2000™ Qubit® 1.0 Fluorometer
Muestra
Conc. (ng/yL) 260/280 260/230 Conc. Diluida (ng/uL) Conc. (ng/uL)
Blanco 0.5 3.25 0.41 - -
Sangre 100.5 1.95 2.01 - -
S. Purif 99.9 1.78 1.63 0.562 56.2

Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo, Sangre: muestra extraida
de ARN antes del tratamiento con DNasa, S. Purif: muestra extraida de ARN después del

tratamiento con DNasa.
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Figura 31. Espectro de muestras de ARN a partir de leucocitos de sangre

cuantificadas por espectrofotometria con NanoDrop 2000™.
Blanco: agua libre de RNasas utilizado como blanco en el equipo, Sangre: muestra extraida
de ARN antes del tratamiento con DNasa, Sangre Purificado: muestra extraida de ARN

después del tratamiento con DNasa.

Las im&genes de los resultados referentes a la cuantificacion de ARN de
leucocitos de sangre con Qubit® 1.0 Fluorometer se muestras en el Anexo 16.

12. Ensayo de sensibilidad analitica de RT-qPCR con TagMan®

Los ensayos de sensibilidad analitica de los sistemas de RT-qPCR con
TagMan® para los genes 18S y FOXP3 se llevaron a cabo conforme a lo
detallado en la seccion 20 de Metodologia, los cuales permitieron identificar

el limite de deteccion de cada sistema.

Como resultado del ensayo con el gen 18S, se encontrd que el sistema
es capaz de detectar y amplificar hasta una concentracion de ARN de 1 fg/uL,
correspondiente a la dilucién 107 respecto a la concentracion inicial de ARN,

como se muestra en la Figura 32.
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Intecnity (RFU)

s 0 15 20 k3 0 » 0 (:.(:’

Sample FAM Type Cq

10000 pg/ul. TagMan 18S S| 100000000 15.26
10000 pgiuL TagMan 188 {S! 100000000 14741
1000 pgul TagMan 188 (S| 10000000 12752
1000 poiul. TagMan 18S S| 10000000 12854
100 pgiul. TagMan 188 {S| 1000000 16.68
100 pgiul. TagMan 18S S| 1000000 16455
10 pguL TagMan 188 S| 100000 19078
10 pgiul TagMan 188 IS| 100000 18.338
1pghul TagMan 188 S| 10000 21.16
1 pgiul TagMan 188 S| 10000 20922
0.1 pgul TagMan 188 S 1000 2335
0.1 pgul TagMan 188 Sl 1000 23332
0.01 poul TagMan 188 S| 100 25995
0.01 pgiul TagMan 18S S| 100 25949
0.001 pgul. TaqMan 18S S 10 28096
0.001 pgiuL TagMan 188 Sl 10 27987
Agua TagMan 18S m

Figura 32. Curvas de amplificacién y valores de Cq del ensayo de sensibilidad

analitica de RT-gPCR con TagMan® para el gen 18S.

Por otro lado, como resultado del ensayo con el gen FOXP3, se encontro
que el sistema es capaz de detectar y amplificar hasta una concentracion de
ARN de 1 pg/uL, correspondiente a la dilucién 10 respecto a la concentracion

inicial de ARN, como se muestra en la Figura 33.



Intermty (RF U)

Sample

FOXP3 10000 pgiul
FOXP3 10000 pgiul.
FOXP3 1000 pg/ul
FOXP3 1000 pg/ul
FOXP3 100 pgul
FOXP3 100 pgiul
FOXP3 10 pgiul.
FOXP3 10 pgiul
FOXP3 1 pguL
FOXP3 1 pgul
FOXP3 0.1 pgul
FOXF 1 poiul

FOXP3CN

FAM

FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TaqMan
FOXP3 TagMan
FOXP3 TagMan

FOXP3 TagMan

100000

31566
31659
20.781
20658
32861
32829
34909
36679

3824

89

Figura 33. Curvas de amplificacién y valores de Cq del ensayo de sensibilidad

analitica de RT-gPCR con TagMan® para el gen FOXP3.

13. Andlisis de la eficiencia relativa de amplificacién

Las eficiencias relativas de amplificacion de los sistemas de RT-qPCR

con TagMan® se calcularon para los sistemas 18S y FOXP3, como se detalla

en la seccion 21 de Metodologia. Para el calculo de las eficiencias de

amplificacion, se tomaron los datos de los resultados obtenidos en los

ensayos de sensibilidad analitica. Sin embargo, se descartaron los Cq de las

reacciones con la mayor concentracion de ARN (10 ng/puL) en ambos

sistemas, debido a que obtuvieron valores de Cg mas tardios respecto a las

reacciones con la primera concentracion diluida de ARN (1 ng/pL), como se

muestra en las Figuras 32 y 33 en la seccién anterior, para los sistemas 18S
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y FOXP3 respectivamente. También, no se tomaron en cuenta los valores mas
diluidos del sistema 18S (menores a 1 pg/uL) para trabajar con el mismo
namero de diluciones que FOXP3, esto debido a que este sistema no amplificd

a concentraciones iguales o menores a 0.1 pg/uL.

En las Tablas 34 y 35, se muestran los valores de Cq de las dupletas y
Cq promedio obtenidos para cada concentracion de ARN en los ensayos de
los sistemas 18S y FOXP3 respectivamente. También se indican los valores

calculados de logaritmos en base 10 y base 2 de las concentraciones de ARN.

Tabla 34.
Concentraciones de ARN y valores de Cq correspondientes del sistema de
RT-gPCR con TagMan® para el gen 18S.

Conc. ARN [fg/uL] (Q) Cq Cq Promedio logl0Q log2 Q

1000000 i;;gi 12.803 6 19.9315686
100000 igigg 16.5675 5 16.6096405
10000 igg;g 18.708 4 13.2877124

1000 ;éégg 21.041 3 9.96578428

Tabla 35.
Concentraciones de ARN y valores de Cq correspondientes del sistema de
RT-gPCR con TagMan® para el gen FOXP3.

Conc. ARN [fg/uL] (Q) Cq Cqg Promedio logl0Q log2Q

29.781

1000000 29.658 29.7195 6 19.9316
32.861

100000 32 899 32.845 5 16.6096
34.909

10000 36.812 35.8605 4 13.2877

1000 38.240 37.526 3 9.96578

36.812
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Las curvas estandar obtenidas de logaritmo en base 10 y en base 2 de
la concentracion de ARN inicial vs el valor de Cq promedio, incluyendo la
ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion (R?), se visualizan en las
Figuras 34 y 35, para el sistema 18S, y en las Figuras 36 y 37, para el sistema

FOXP3, respectivamente.

Curva Estandar Sistema 18S - log10

o
[=]

w
o]

w
o

]
[52]

y =-2.6855x+29.364
R?=0.9816

Cq Promedio
N
(=]

18Slog10

-
5]

-
o

5]

o

2 3 4 5 6 7
log10(Q)

Figura 34. Curva estandar de logaritmo en base 10 de la concentracion de
ARN inicial vs el valor de Cq promedio del sistema de RT-gPCR con TagMan®
para el gen 18S.

En la parte derecha de la figura se presenta la ecuacién de la recta y el coeficiente de

correlacion (R?).

Curva Estandar Sistema 18S - log2

(=}
b=

2 y =-0.8084x+29.364
S 20 R?=0.9816

o

o 15 18S log2

7 10 13 16 19 22
log2(Q)

Figura 35. Curva estandar de logaritmo en base 2 de la concentracion de ARN
inicial vs el valor de Cq promedio del sistema de RT-qPCR con TagMan® para
el gen 18S.

En la parte derecha de la figura se presenta la ecuacion de la recta y el coeficiente de

correlacion (R?).



92

Curva Estandar Sistema FOXP3 - log10
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Figura 36. Curva estandar de logaritmo en base 10 de la concentracion de
ARN inicial vs el valor de Cq promedio del sistema de RT-gPCR con TagMan®
para el gen FOXP3.

En la parte derecha de la figura se presenta la ecuacién de la recta y el coeficiente de

correlacion (R?).
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Figura 37. Curva estandar de logaritmo en base 2 de la concentracién de ARN
inicial vs el valor de Cq promedio del sistema de RT-qPCR con TagMan® para
el gen FOXP3.

En la parte derecha de la figura se presenta la ecuacion de la recta y el coeficiente de

correlacion (R?).

Para el calculo de la eficiencia de amplificacion expresada en porcentaje
(PEA) y en funcion del aumento del producto por ciclo (EA) se utilizaron las
pendientes obtenidas en las ecuaciones de las graficas Cq vs. Logio (Q) 0
Log2 (Q) de cada sistema, y las Ecuaciones 1 y 2 descritas en la seccion 21
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de Metodologia. Las eficiencias de amplificacion para los sistemas 18S y
FOXP3 se muestran en la Tabla 36.

Tabla 36.
Eficiencias de amplificacion correspondientes a los sistemas de RT-gPCR

con TagMan® para los genes 18S y FOXP3.

Sistema m (logl0) m (log2) PEA EA
18S -2.6855 -0.8084 135.70 2.357
FOXP3  -2.6435 -0.7958 138.93 2.389

Para comprobar si los sistemas tenian eficiencias de amplificacion
similares, se construyd una grafica ACq versus el logaritmo en base 10 de la
concentracion de ARN, como se describe en la seccién 21 de Metodologia.
Del andlisis de eficiencia relativa de amplificacion de cada sistema, se
descartaron los valores de Cq del sistema FOXP3 correspondientes a las
concentraciones de ARN de 100, 10y 1 fg/uL, debido a que el sistema FOXP3
no posee esos datos al tener una menor sensibilidad analitica. Por lo tanto, se
utilizaron los valores de Cg promedio de las concentraciones de ARN en

comuUn entre ambos sistemas.

En la Tabla 37, se presentan los valores de Cq promedio de 18S y
FOXP3 y los ACq promedio obtenidos para cada concentracion de ARN.
También se indican los valores calculados de logaritmos en base 10 de las

concentraciones de ARN consideradas para el analisis.

Tabla 37.
Célculo del logaritmo en base 10 de la concentracion de ARN inicial y el
valor de ACq de los sistemas 18S y FOXP3.

Conc. ARN Cq Prom. Cq Prom.

[fa/ul] (Q) 185 Foxpz  ACaProm. logl0Q
1000000 12.803 29.7195 16.917 6
100000 16.5675 32.845 16.278

5
10000 18.708 35.8605 17.153 4
1000 21.041 37.526 16.485 3
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La curva de correlacion entre el logaritmo en base 10 de la concentracion
de ARN inicial vs el valor de Cq promedio, incluyendo la ecuacioén de la recta,

se visualizan en la Figura 38.

Curva ACg Promedio vs log10 (Q)

30.000
25.000
20.000

15.000

4Cq Promedio

y=0.04 +16. log10
10.000 y =0.0419x+16.519

5.000

0.000

Figura 38. Curva ACq promedio vs. Logio(Q) correspondiente a los sistemas
de RT-gPCR con TagMan® para los genes 18S y FOXP3.

En la figura se presenta la ecuacion de la recta, incluyendo la pendiente (m).

En la ecuacién de la recta formada tras la regresion lineal, se obtiene un
valor de la pendiente (m) de 0.0419. Al ser el valor absoluto de la pendiente
de ACq vs. Logio (Q) menor que 0.1, se concluye que las eficiencias relativas

de amplificacion de los sistemas 18S y FOXP3 son iguales.

14. Extraccién de ARN a partir del sedimento celular de muestras
clinicas de orina de pacientes no trasplantados y trasplantados

renales

Las muestras de orina de pacientes no trasplantados y trasplantados
renales se recolectaron y procesaron para la obtencion de sedimento celular,
como se especifica en las secciones 22 y 23 de Metodologia. A partir del
sedimento celular urinario de cada paciente, se aisld, purificé y cuantificé el
ARN segun lo detallado en la seccion 24 de Metodologia. Se partio de un

volumen de 60 mL de orina por cada paciente.

Los datos de cuantificacion por espectrofotometria del primer y segundo
ensayo de extraccion de ARN con muestras de pacientes no trasplantados

renales, se presentan en la Tabla 38 y 39 respectivamente.
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Tabla 38.
Valores de cuantificacién por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ del
primer ensayo de extraccion de ARN a partir de sedimento celular de

muestras de orina de pacientes no traplantados.

Muestra A260 Concentracion (ng/uL) 260/280 260/230

Blanco 0.008 0.3 2.88 0.37
NT1 0.400 16.0 1.65 1.57
NT2 0.082 3.3 161 1.39
NT3 0.491 19.6 151 0.92
NT4 0.040 1.6 1,86 -1.37
NTS 0.068 2.7 1.64 0.66

Blanco: buffer de elucién utilizado como blanco en el equipo. NT1, NT2, NT3, NT4, NT5:

muestras de ARN de orina de pacientes no trasplantados.

Tabla 39.
Valores de cuantificacién por espectrofotometria con NanoDrop 8000™ del
segundo ensayo de extraccion de ARN a partir de sedimento celular de

muestras de orina de pacientes no traplantados.

Muestra A260 Concentraciéon (ng/uL) 260/280 260/230

Blanco 0.010 0.4 0.52 0.26
NT6 0.457 18.3 1.70 1.09
NT7 0.400 27.7 1.73 1.42

Blanco: buffer de elucién utilizado como blanco en el equipo. NT6, NT7: muestras de ARN de

orina de pacientes no trasplantados.

En el primer ensayo de aislamiento y purificacion de ARN de muestras
de orina de pacientes no trasplantados, se obtuvieron s6lo dos muestras de
ARN (NT1 y NT3) con la concentracibn minima necesaria para llevar a cabo
los ensayos posteriores. Se descartaron las muestras NT2, NT4 y NT5 debido
a errores en la coleccion de la muestra de orina y a las bajas concentraciones
de ARN producto de esto. Por lo tanto, se llevé a cabo un segundo ensayo
con muestras de pacientes no trasplantados, en el cual se obtuvieron las dos

muestras faltantes (NT6 y NT7) para los ensayos de RT-gPCR con TagMan®.

Los resultados de cuantificacion por espectrofotometria del ensayo de
extraccion de ARN con muestras de pacientes trasplantados renales se

presentan en la Tabla 40.
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Tabla 40.
Valores de cuantificacién por espectrofotometria con NanoDrop 2000™ del
ensayo de extraccion de ARN a partir de sedimento celular de muestras de

orina de pacientes traplantados.

Muestra A260 Concentracion (ng/uL) 260/280 260/230

Blanco -0.009 -0.3 0.78 -7.83
T1 0.332 13.3 1.49 131
T2 0.403 16.1 1.52 1.49
T3 0.260 10.4 1.44 3.12
T4 0.209 8.3 1,48 1.89
15 0.212 8.5 1.46 2.66

Blanco: buffer de elucién utilizado como blanco en el equipo. T1, T2, T3, T4, T5: muestras de

ARN de orina de pacientes trasplantados.

En el ensayo de aislamiento de ARN a partir de orina de pacientes
trasplantados, todas las muestras extraidas contaban con la concentracion
minima necesaria para llevar a cabo los ensayos posteriores. Por lo tanto se
tomaron las cuatro muestras con mayor concentracion de ARN (T1, T2, T3y

T5) para los ensayos de RT-qPCR con TagMan®.

Los espectros obtenidos en los ensayos de cuantificacion por
espectrofotometria de muestras de ARN a partir de sedimento celular de orina
de pacientes no trasplantados y trasplantados con NanoDrop se muestran en

el Anexo 18.

15. Evaluacion de los sistemas de RT-qPCR con TagMan® en muestras

clinicas

La evaluaciéon de los sistemas de RT-gPCR con TagMan® del gen
blanco FOXP3 y el gen de referencia 18S se llevdé a cabo en 8 muestras
clinicas de ARN a partir de orina, de las cuales 4 muestras correspondieron a
pacientes no trasplantados (NT1, NT3, NT6 y NT7), y 4 a pacientes
trasplantados renales (T1, T2, T3y T5). Se establecio un total de 6 ensayos

segun el disefio experimental detallado en la seccion 25 de Metodologia.

Enla Tabla 41, se presentan los valores de Cq resultados de los ensayos

1y 3, que corresponden a la evaluacion de los sistemas de RT-gPCR con
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TagMan® de los genes 18S y FOXP3 en las muestras clinicas de ARN de
orina de los 4 pacientes no trasplantados que fueron evaluados.

Tabla 41.
Valores de Cq resultados de los ensayos 1y 3 correspondientes a la
evaluacion de los sistemas de RT-gPCR con TagMan® de los genes 18S 'y

FOXP3 en muestras clinicas de ARN de orina de pacientes no trasplantados.

. L Ensayo 1 Ensayo 3
Paciente  Repeticion

18S FOXP3 18S FOXP3

1 19.313 - 19.502 -

NT1 2 19.208 - 19.298 -

3 18.169 - 18.403 -

1 28.537 - 28.934 -

NT3 2 28.795 - 29.025 -

3 29.084 - 28.949 -

1 19.154 - 19.180 -

NT6 2 19.199 - 19.071 -

3 18.650 - 18.764 -

1 18.281 - 19.305 -

NT7 2 18.710 - 19.455 -

3 18.709 - 19.371 -
C+ (Sangre) 1 12.892 29.724 13.489 30.642
2 12.319 29.653 13.328 30.393

C- (Agua) 1 - - - -

NT1, NT3, NT6, NT7: muestras de ARN de orina de pacientes no trasplantados.

Los resultados de los ensayos con muestras de ARN de pacientes no
trasplantados indican amplificacién del producto en todas las tripletas de los
pacientes en el sistema 18S con valores similares entre las repeticiones de
cada muestra. Por otro lado, ninguna de las muestras de pacientes no

trasplantados mostré formacion del amplicon en el sistema FOXP3.

Los controles positivos (C+), con ARN de sangre, amplificaron conforme
a lo esperado para cada sistema. Los controles negativos (C+), con agua libre
de nucleasas, no presentaron amplificacion, demostrando que no existio

contaminacion en ninguno de los ensayos.
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Enla Tabla 42, se presentan los valores de Cq resultados de los ensayos
4,5y 6, que corresponden a la evaluacion de los sistemas de RT-gPCR con
TagMan® de los genes 18S y FOXP3 en las muestras clinicas de ARN de

orina de los 4 pacientes trasplantados que fueron evaluados.

Tabla 42.
Valores de Cq resultados de los ensayos 4, 5y 6 correspondientes a la
evaluacion de los sistemas de RT-gPCR con TagMan® de los genes 18S'y

FOXP3 en muestras clinicas de ARN de orina de pacientes trasplantados.

Paciente  Repeticién Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo 6
18S FOXP3 18S FOXP3 18S FOXP3

1 17.586 - 17.807 - 17.735 -

T1 2 17.513 - 17.831 - 17.811 -

3 17.289 - 16.922 - 16.953 -

1 13.730 - 14.360 - 14.206 -

T2 2 14.333 - 14.605 - 14.217 -

3 14.468 - 14.255 - 14.287 -
1 16.751 30.502 16.918 30.833 16.859 30.904

T3 2 16.719 - 16.788 30.675 16.782 -
3 16.259 30.902 16.103 30.478 16.497 30.315

1 18.427 - 18.484 - 18.466 -

5 2 18.677 - 18.847 - 19.081 -

3 18.598 - 18.807 - 19.060 -
C+ 1 12.982 30.219 13.040 30.157 14.995 30.509
(Sangre) 2 13.730 30.202 12.896 30.029 13.759 30.873

C- (Agua) 1 - - - - - -

T1, T2, T3, T5: muestras de ARN de orina de pacientes trasplantados.

Los resultados de los ensayos con muestras de ARN de pacientes
trasplantados indican amplificacién del producto en todas las tripletas de los
pacientes en el sistema 18S con valores muy similares entre las repeticiones
de cada muestra. Por otro lado, Unicamente la muestra del paciente
trasplantado T3 mostré formacion del amplicdn en el sistema FOXP3. Sin
embargo, se obtuvieron valores de Cq en 7 de las 9 reacciones en los tres
ensayos, amplificandose la tripleta de reacciones de esta muestra solo en el

ensayo 5.
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Los controles positivos (C+), con ARN de sangre, amplificaron conforme
a lo esperado para cada sistema. Los controles negativos (C+), con agua libre
de nucleasas, no presentaron amplificacion, demostrando que no existid

contaminacion en ninguno de los ensayos.

Los graficos de amplificacion y valores de Cq correspondientes de los
resultados de los ensayos de evaluacion de los sistemas de RT-gPCR con
TagMan® de los genes 18S y FOXP3 en muestras clinicas de ARN de orina,
se presentan en los Anexos 19 y 20, para los ensayos 1 y 3 de pacientes no
trasplantados, y en los Anexos 21, 22 y 23, para los ensayos 4, 5y 6 en

pacientes trasplantados respectivamente.

Los resultados de los ensayos 4 y 6, pese a no reportar un valor de Cq
las reacciones sin amplificacion de la muestra T3 en el sistema FOXP3, si
forman aparentes curvas de amplificacion que no llegan al mismo nivel de

fluorescencia meseta respecto a las demas repeticiones (ver Anexo 21y 23).

16. Analisis estadistico de resultados de RT-gPCR con TagMan® en ARN

de muestras clinicas de orina

16.1. Sistema del gen 18S

Para analizar los datos obtenidos de los ensayos de RT-gPCR con
TagMan® del gen 18S sobre los pacientes no trasplantados y trasplantados,
se los representé graficamente para cada paciente y ensayo, como se
muestra en la Figura 39.
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Figura 39. Gréafico de valores de Cq resultados de cada paciente de los
ensayos 1, 3, 4, 5y 6 correspondientes a la evaluacion de los sistemas de RT-
gPCR con TagMan® del gen 18S en muestras clinicas de ARN de orina.

Como se observa en la Figura 39, los valores de Cq del paciente no
trasplantado NT3 son completamente diferentes al resto de pacientes tanto no
trasplantados como trasplantados, pese a que graficamente se puede inferir
que hay poca variabilidad entre sus repeticiones. En la Figura 40, se
representan los resultados de cada ensayo segun cada paciente con sus

réplicas sin tomar en cuenta los datos del paciente no trasplantado NT3.
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Figura 40. Grafico de valores de Cq resultados de cada paciente, excepto el
paciente NT3, de los ensayos 1, 3, 4, 5y 6 correspondientes a la evaluacion
de los sistemas de RT-qPCR con TagMan® del gen 18S en muestras clinicas
de ARN de orina.

Los valores de Cqg, de manera grafica, muestran poca variacion entre
réplicas de cada paciente en cada ensayo. Ademas, se evidencia cierta
diferencia entre los Cq de los pacientes trasplantados y no trasplantados.

Como primer analisis para definir la variabilidad intraensayo del sistema
18S, se calcularon los coeficientes de variacion (CV) con su correspondiente
intervalo de confianza al 95% de los valores de Cq obtenidos de cada paciente
segun cada ensayo, como se describe en la seccion 26 de Metodologia, los

cuales se muestran en la Tabla 43.
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Coeficientes de variacion (CV) e intervalos de confianza al 95% por paciente

y ensayo de los resultados de RT-gPCR con TagMan® del sistema 18S en

ARN de muestras clinicas de orina.

Ensayo Paciente Limite Inferior CV Limite Superior
NT1 -0.948 0.033 1.015
1 NT3 -0.971 0.009 0.990
NT6 -0.964 0.016 0.996
NT7 -0.967 0.013 0.993
NT1 -0.950 0.031 1.012
5 NT3 -0.978 0.002 0.982
NT6 -0.969 0.011 0.991
NT7 -0.976 0.004 0.984
T1 -0.971 0.009 0.989
4 T2 -0.953 0.028 1.008
T3 -0.964 0.017 0.997
T5 -0.973 0.007 0.987
T1 -0.951 0.030 1.010
5 T2 -0.968 0.012 0.993
T3 -0.954 0.026 1.007
T5 -0.969 0.011 0.991
T1 -0.954 0.027 1.008
5 T2 -0.977 0.003 0.983
T3 -0.969 0.011 0.992
T5 -0.962 0.019 0.999
CV Promedio (Intraensayo) 0.016

Se observa en la Tabla 43 que los intervalos de confianza no son

confiables debido a la poca cantidad de datos por CV calculado (tres

repeticiones), sin embargo, los valores de CV son bajos, los cuales no superan

el 3.3%. Se determind una variabilidad intraensayo para el sistema 18S de

1.6%.

En la Figura 41, se representan los valores de CV calculados del sistema 18S

por paciente y ensayo mostrados en la Tabla 43.
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Figura 41. 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.

En la Figura 41 se observa que existe un comportamiento similar entre
la distribucién de los CV de todos los ensayos, en donde se aprecia CV
cercanos a 0% y a 3.5% en cada ensayo, los cuales de por si son porcentajes
bajos de variabilidad.

A continuacién, se contrastaron los CV de cada ensayo en cada
paciente, como se describe en la seccién 26 de Metodologia. Los valores p
resultados de la prueba de hipoétesis para la diferencia de CV de dos ensayos
de cada paciente y sus intervalos de confianza al 95% de los CV contrastados

se muestran en la Tabla 44.

Los valores-p obtenidos resultado del contraste de cada ensayo en cada
paciente muestran que no existen diferencias significativas (a = 0.05) en la
variabilidad entre ensayos segun cada paciente. En la Figura 42 se presentan
las diferencias de CV con sus intervalos de confianza calculados y mostrados
en la Tabla 44.
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Prueba de hipétesis para la diferencia de coeficientes de variacion (CV) de

cada ensayo en cada paciente del sistema 18S e intervalos de confianza al

95% de los CV contrastados.

Paciente Ensayo |l Ensayoll p-valor CVI CVIl LimInf Dif CV Lim Sup
NT1 1 3 0.525 0.033 0.031 -0.042 0.003 0.047
NT3 1 3 0.838 0.009 0.002 -0.002 0.008 0.017
NT6 1 3 0.596 0.016 0.011 -0.015 0.005 0.024
NT7 1 3 0.781 0.013 0.004 -0.004 0.009 0.023

4 5 0.777 0.009 0.030 -0.051 -0.021 0.010
T1 4 6 0.763 0.009 0.027 -0.046 -0.018 0.010
5 6 0.524 0.030 0.027 -0.037 0.002 0.042
4 5 0.704 0.028 0.012 -0.015 0.015 0.045
T2 4 6 0.871 0.028 0.003 -0.003 0.025 0.052
5 6 0.803 0.012 0.003 -0.003 0.009 0.022
4 5 0.626 0.017 0.026 -0.040 -0.010 0.021
T3 4 6 0.603 0.017 0.011 -0.015 0.005 0.025
5 6 0.712 0.026 0.011 -0.013 0.015 0.043
4 5 0.619 0.007 0.011 -0.016 -0.004 0.009
T5 4 6 0.741 0.007 0.019 -0.031 -0.012 0.008
5 6 0.649 0.011 0.019 -0.029 -0.008 0.013
g ]
g .
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Figura 42. Diferencias de coeficientes de variacion (CV) entre ensayos segun

cada paciente del sistema 18S y sus intervalos de confianza al 95%.
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Cabe mencionar que, como se observa en la Figura 42, los intervalos de
confianza de la diferencia de CV incluyen al valor 0, con lo cual se ratifica la
ausencia de diferencias significativas entre los CV contrastados. Por lo tanto,
no existen diferencias en la variabilidad generada en los diferentes ensayos
de cada paciente en el sistema de RT-gPCR con TagMan® del gen 18S a
partir de ARN extraido de muestras clinicas de orina.

Con el fin de evaluar los CV de los ensayos para el sistema 18S se
trabajé con los promedios de las repeticiones respecto a cada paciente en

cada ensayo, lo cual se observa en la Tabla 45.

Tabla 45.
Promedios de las repeticiones de Cq resultados de RT-gPCR con TagMan®

del sistema 18S en ARN de muestras clinicas de orina.

Paciente Ensayo Cqg Promedio
1 18.897
19.068
28.805
28.969
19.001
19.005
18.567
19.377
17.463
17.520
17.500
14.177
14.407
14.237
16.576
16.603
16.713
18.567
18.713
18.869

NT1

NT3

NT6

NT7

T1

T2

T3

T5
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Para definir la variabilidad interensayo del sistema 18S, se calcularon los
coeficientes de variacion (CV) con su correspondiente intervalo de confianza
al 95% de los promedios de Cq obtenidos en cada ensayo, los cuales se

muestran en la Tabla 46.

Tabla 46.
Coeficientes de variacién (CV) e intervalos de confianza al 95% por ensayo
de los resultados de RT-gPCR con TagMan® del sistema 18S en ARN de

muestras clinicas de orina.

Ensayo Limite Inferior CV Limite Superior

1 -0.609 0.234 1.077
3 -0.613 0.227 1.068
4 -0.698 0.112 0.922
5 -0.701 0.108 0.918
6 -0.695 0.116 0.926

CV Promedio (Interensayo) 0.159

Se visualiza en la Tabla 46 que nuevamente los intervalos de confianza
son inverosimiles debido a la poca cantidad de datos por CV calculado (4
promedios). En el caso de los ensayos 1y 3, los CV son de 23.4% y 22.7%
respectivamente, los cuales demuestras una variabilidad importante, sin
embargo, estos CV fueron calculados considerando los valores promedio de
Cq del paciente no trasplantado NT3, en cual verificamos que sus valores son
completamente diferentes respecto a los generados con las muestras de
pacientes tanto trasplantados como no trasplantados. Los ensayos 4, 5y 6
presentan coeficientes de variacién aceptables de 11.2%, 10.8% y 11.6%
respectivamente. Se determind una variabilidad interensayo para el sistema
18S de 15.9%.

Sin tomar en cuenta los valores del paciente NT3, el CV de los ensayos
1y 3 se reduce de forma drastica a 1.2% y 1.04% respectivamente, valores
considerados de baja variabilidad. En este caso, la variabilidad interensayo

para el sistema 18S también se reduce de manera importante a 7.16%.
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En la Figura 43, se representan los valores de CV calculados del sistema
18S por ensayo mostrados en la Tabla 46.

030
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Figura 43. Coeficientes de variacién (CV) por ensayo de los resultados de RT-

gPCR con TagMan® del sistema 18S en ARN de muestras clinicas de orina.

En la Figura 43 se nota una diferencia marcada entre las variabilidades
de los ensayos con muestras de pacientes no trasplantados (E1 y E3) y con
muestras de pacientes trasplantados (E4, E5 y E6), aunque también se
visualiza una diferencia minima entre las variabilidades de los ensayos

corridos con los mismos grupos de muestras.

Para comprobar si las diferencias de variabilidades son estadisticamente
significativas, se contrastaron los CV de cada ensayo. Los valores p
resultados de la prueba de hipétesis para la diferencia de CV de dos ensayos
y sus intervalos de confianza al 95% de los CV contrastados se presentan en
la Tabla 47.

Los valores-p obtenidos resultado del contraste de cada ensayo
muestran que no existen diferencias significativas (a = 0.05) en la variabilidad
entre ensayos. En la Figura 44 se visualizan las diferencias de CV con sus

intervalos de confianza calculados y mostrados en la Tabla 47.
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Tabla 47.
Prueba de hipétesis para la diferencia de coeficientes de variacion (CV) de
cada ensayo del sistema 18S e intervalos de confianza al 95% de los CV

contrastados.

Ensayo |l Ensayoll p-valor CVI CVII LimInf Dif CV Lim Sup
3 0.505 0.234 0.227 -0.268 0.007 0.282

1 4 0.629 0.234 0.112 -0.095 0.123 0.340
5 0.634 0.234 0.108 -0.090 0.126 0.342
6 0.624 0.234 0.116 -0.100 0.119 0.337
4 0.625 0.227 0.112 -0.096 0.116 0.327
3 5 0.631 0.227 0.108 -0.091 0.119 0.329
6 0.620 0.227 0.116 -0.101 0.112 0.325
4 5 0.507 0.112 0.108 -0.123 0.003 0.130
6 0.507 0.112 0.116 -0.134 -0.004 0.127
5 6 0.513 0.108 0.116 -0.136 -0.007 0.121
i% 9: * f . . * *

010

Figura 44. Diferencias de coeficientes de variacion (CV) entre ensayos segun

del sistema 18S y sus intervalos de confianza al 95%.

Como se puede ver en la Figura 44, los intervalos de confianza de la
diferencia de CV en este caso también incluyen al valor 0, con lo cual se
corrobora la ausencia de diferencias significativas entre los CV contrastados.

Por tal motivo, no existen diferencias en la variabilidad presente entre los
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ensayos totales en el sistema de RT-qPCR con TagMan® del gen 18S en ARN

de muestras clinicas de orina.

Antes de plantearse la hip6tesis de igualdad de medias entre los valores
de Cq de pacientes trasplantados y no trasplantados en el sistema 18S segun
lo detallado en la seccion 26 de Metodologia, se verificaron los supuestos de

normalidad y de homocedasticidad de las subpoblaciones.

Primero se realiz6 una prueba de Shapiro-Wilks modificada, para
conocer si los valores de Cqg de los grupos de pacientes no trasplantados y
trasplantados siguen una distribuciébn normal, mediante las hipotesis

estadisticas:
Ho: Los valores de Cq proceden de una distribucion normal.
Ha: Los valores de Cq no proceden de una distribucion normal.

El resultado de la prueba de Shapiro-Wilks modificada realizada en
InfoStat se muestra en la Tabla 48, en donde se aprecia que el valor-p < 0.001,
para ambos grupos de pacientes (trasplantados y no trasplantados), es menor
que a = 0.05. Por lo tanto, se rechaza la Ho y se afirma que los valores de Cq
de los grupos de pacientes no trasplantados y trasplantados no proceden de

una distribucién normal.

Tabla 48.

Resultado de la prueba de Shapiro-Wilks modificado en Infostat de los
valores de Cq de pacientes trasplantados y no trasplantados en el sistema
18S.

Condicion del Paciente Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

No Trasplantados ValordeCq 24 21.46 44 0.59 <0.0001
Trasplantados ValordeCq 36 16.78 1.67 0.87 <0.0001

Luego se llevo a cabo una prueba F, para determinar si las varianzas
entre valores de Cq de los grupos de pacientes no trasplantados y

trasplantados son iguales, mediante las hipétesis estadisticas:
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Ho: 0?nT = 027
Ha: 028t # 027

El resultado de la prueba F realizada en InfoStat se presenta en la Tabla
49, en donde se aprecia que el valor-p < 0.001 es menor que a = 0.05. Por lo
tanto, se rechaza la Ho y se afirma que las varianzas entre los grupos de

pacientes no trasplantados y trasplantados son diferentes.

Tabla 49.
Resultado de la prueba F de igualdad de varianzas en Infostat de los valores

de Cqg de pacientes trasplantados y no trasplantados en el sistema 18S.

Variable G(1) G(2) n(1) n(2) Var(l) Var(2) F p Prueba
ValorCq NoTras Tras 24 36 1932 279 6.92 <0.0001 Bilateral

Tras haber verificado que los datos no cumplen los supuestos de
normalidad y homocedasticidad, se implement6 una prueba no paramétrica,
en este caso la prueba de Kruskal-Wallis, plantedndose las hipotesis

estadisticas:
Ho: pUnt = it
Ha: pINT # U7

El resultado de la prueba de Kruskal-Wallis realizada en InfoStat se
presenta en la Tabla 50, en donde se aprecia que el valor-p < 0.001 es menor
que a = 0.05. Se determina el rechazo de la Ho y la existencia de diferencias
significativas entre las medias entre los valores de Cq de pacientes

trasplantados y no trasplantados en el sistema 18S.
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Tabla 50.
Resultado de Kruskal-Wallis en Infostat de los valores de Cq de pacientes

trasplantados y no trasplantados en el sistema 18S.

Variable Condicion Paciente N Medias D.E. Medianas H p

Valor de Cq No Trasplantados 24 21.46 4.4 19.25 34.1 <0.0001
Valor de Cq Trasplantados 36 16.78 1.67 16.92

En la Tabla 51 se muestra la clasificacion de los grupos pacientes
trasplantados y no trasplantados representados por letras, las cuales indican
diferencias significativas, a partir de los resultados de la prueba de Kruskal-
Wallis. La clasificacién indica que la media de los valores de Cq de pacientes
trasplantados es mas temprano que la de pacientes no trasplantados.

Tabla 51.
Clasificacion de los grupos a partir de los resultados de Kruskal-Wallis en
Infostat de los valores de Cq de pacientes trasplantados y no trasplantados

en el sistema 18S.

Tratamiento Ranks
Trasplantados 19.75 A
No Trasplantados 46.63 B

En la Figura 45 se presenta un diagrama de caja y bigotes de los valores
de Cq resultados de pacientes trasplantados y no trasplantados, en donde se
evidencia que los datos del paciente NT3 son considerados valores atipicos.
A la vez también se evidencia una diferencia entra los Cqg de pacientes
trasplantados y no trasplantados al no superponerse los rangos

intercuartilicos.
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Figura 45. Gréfico de cajas y bigotes de valores de Cq resultados del sistema
de RT-gPCR con TagMan® del gen 18S en muestras clinicas de ARN de orina

pacientes trasplantados y no trasplantados.

Omitiendo los datos del paciente NT3, el grafico de cajas se normaliza y
la media aparece dentro del rango intercuartilico. Aun asi, existen diferencias

entre los Cq de ambos grupos de pacientes, como se muestra en la Figura 46.
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Figura 46. Gréafico de cajas y bigotes de valores de Cq resultados del sistema
de RT-gPCR con TagMan® del gen 18S en muestras clinicas de ARN de orina

pacientes trasplantados y no trasplantados sin datos atipicos.
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Como comprobacién, se implementé una prueba de Kruskal-Wallis sin
tomar en cuenta los datos del paciente NT3. El resultado de la prueba
realizada en InfoStat se presenta en la Tabla 52, en donde, al igual que con
los datos del paciente NT3, se aprecia que el valor-p < 0.001 es menor que a
= 0.05. Se corrobora el rechazo de la Ho y la existencia de diferencias
significativas de las medias entre los valores de Cq de pacientes trasplantados

y no trasplantados en el sistema 18S.

Tabla 52.

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 Condicion Paciente N Medias D.E. Medianas H p

Valor de Cq No Trasplantados 18 1899 041 19.17 26.21 <0.0001
Valor de Cq Trasplantados 36 16.78 1.67 16.92

16.2. Sistema del gen FOXP3

Los datos obtenidos de los ensayos de RT-qPCR con TagMan® del gen
FOXP3 sobre los pacientes no trasplantados y trasplantados fueron

insuficientes para probar las hipétesis evaluadas en el sistema 18S.

Los valores de Cq obtenido se los representd graficamente para cada

ensayo, como se muestra en la Figura 47.
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Cq

Figura 47. Gréfico de valores de Cq resultados de cada paciente de los
ensayos 1, 3, 4, 5y 6 correspondientes a la evaluacion de los sistemas de RT-

gPCR con TagMan® del gen FOXP3 en muestras clinicas de ARN de orina.

El paciente trasplantado T3 fue el danico que presentd valores de Cq, y
sélo se obtuvieron en 7 de los 9 ensayos totales corridos, que corresponde a
un 77.78%. Sin embargo, como se observa en la Figura 47, los valores de Cq
del paciente T3 muestran poca variacion entre réplicas de cada ensayo, y

también entre ensayos.

Se calculd la media, desviacidon estandar y coeficiente de variacion (CV)
de los valores de Cq obtenidos del paciente T3 segun cada ensayo, los cuales

se muestran en la Tabla 53.

Tabla 53.
Media, desviacion estandar y coeficiente de variacién (CV) por ensayo de los
valores de Cq resultados de RT-gPCR con TagMan® del sistema FOXP3 del

paciente trasplanado T3.

Paciente Ensayo Media D.E. CV
4 30.70 0.28 0.0092

T3 5 30.66 0.18 0.0058
6 30.61 0.42 0.0136

Promedio 30.66 0.29 0.0095
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En la Tabla 53 se comprueba que los valores de CV son bajos, los cuales
no superan el 1.36%. Se determin6 una variabilidad promedio para el paciente
T3 en el sistema FOXP3 de 0.95%, sin tomar en consideracion los datos no

obtenido en dos de los ensayos.

En la Figura 48 se representan los valores de CV calculados por ensayo

del sistema FOXP3 del paciente trasplantado T3 mostrados en la Tabla 52.
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Figura 48. Coeficientes de variacion (CV) por ensayo de los valores de Cq
resultados de RT-gPCR con TagMan® del sistema FOXP3 del paciente
trasplanado T3.

En la Figura 48 se comprueba que los CV son similares en los tres
ensayos, con valores entre 0.5% y 1.5%, los cuales son porcentajes bajos de

variabilidad.
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CAPITULO 4
DISCUSION

Los ensayos de PCR en general dependen de varios factores para que
la reaccién trabaje al maximo, entre los que se destacan un acido nucleico
plantilla integro, una enzima polimerasa con reactivos en buenas condiciones
y un sistema de cebadores disefiados de tal manera que mantengan un
equilibrio optimo entre especificidad y eficiencia de amplificacion.
Refiriendonos de forma puntual en ensayos de qPCR, es importante utilizar
un par de cebadores que sean muy especificos, no formen dimeros de
cebadores, generen amplicones cortos, y garanticen la obtenciéon de
resultados reproducibles y consistentes (Thornton & Basu, 2011). Las
caracteristicas analizadas de sondas y primers de los sistemas 18S y FOXP3
utilizados en este proyecto muestran que cumplen de manera general con los
pardmetros estandares recomendados para su sintesis. Pese a ello, los
valores de energia libre de Gibbs (AG) de ambos cebadores se manejan con
probabilidad de formacion de dimeros. Sin embargo, investigaciones
realizadas por Muthukumar (2005), Afaneh (2010) y sus respectivos
colaboradores, en donde se probaron los sistemas 18S y FOXP3 con las
mismas secuencias de cebadores y sondas, no se reportaron inconvenientes
de especificidad y eficiencia. A partir de los resultados positivos obtenidos en
ambas investigaciones por estos sistemas en la deteccion de los genes 18S 'y
FOXP3 en ARN de orina, y frente a la posible formacion de estructuras

secundarias, se opto por usarlos para el presente estudio.

Los ensayos de optimizacion de los sistemas de RT-PCR convencional
de 18S y FOXP3 con el kit SuperScript 1ll One-Step RT-PCR System with
Platinum Taq DNA Polymerase presentaron una formacion aleatoria de varios
productos inespecificos. Moser y otros (2012) evaluaron varios sistemas “one-
step” en dos ensayos de RT-PCR convencional para la amplificacion de un
fragmento del gen MS2 ARN (60pb) y de influenza A ARN (60pb)
respectivamente. Para los ensayos con el kit SuperScript® Il One-Step RT-

PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase, si bien los resultados
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fueron positivos con el gen MS2 ARN, en los ensayos con el gen influenza A
ARN se amplificaron varias bandas espurias o falsas, principalmente de un
tamafo mayor del producto especifico. Esta formacion de varios productos
inespecificos concuerda con el comportamiento de los sistemas 18S y
FOXP3, en donde de igual manera existe una formacidén variable de
amplicones de una reaccion a otra. Para futuras optimizaciones de sistemas
de RT-PCR convencional se recomienda evaluar la posibilidad de trabajar con
otros kits comerciales “one-step” con mejores resultados respecto a la
formacién de productos extrafios (Moser, y otros, 2012) o implementar

ensayos de RT-PCR convencional “two-step”.

La curva de disociacion del ensayo de RT-gPCR con SYBR® Green del
gen FOXP3 presentd un pico en una de las tres reacciones (C2), aparte del
correspondiente al amplicon, con una temperatura de melting de 74.44 °C.
Este pico indica la formacion de dimeros de cebadores. Comparando los picos
del fragmento del gen FOXP3, se observo que el pico del control C2 es mas
pequefio comparado con los otros controles positivos, como se observa en la
Figura 27. Brisson, Tan, Park, & Hamby (2000) determinaron que en ensayos
con tendencia a formar dimeros de cebadores, la cantidad a producirse de
“primer-dimers” depende de la concentracion del material nucleico plantilla
objetivo. En estas reacciones, si el ADN o ARN plantilla se encuentra en una
baja concentracion predomina la formacién de dimeros de primers, no
obstante, con una concentracién alta de plantilla la formacion del amplicon
predomina (Brisson, Tan, Park, & Hamby, 2000). Por lo tanto, la concentracion
final de ARN en la reaccién C2 del ensayo de RT-gPCR con SYBR® Green
del gen FOXP3 pudo haber sido menor respecto a un error en
homogenizacion. Sin embargo, esto nos permitio inferir que la concentracion
de ARN para todos los controles positivos es limitada o la concentracion de
los cebadores es excesiva, por lo que levemente favorece a la formacion de
dimeros de primers en lugar de una completa afinidad a amplificar el
fragmento de interés. Esta aseveracion coincide con el analisis de los
cebadores, en donde se determind la posibilidad de formacion de dimeros en

ambos sistemas.
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En ensayos de sensibilidad analitica es importante determinar de
manera exacta la concentracion integra de ARN para exhibir el verdadero
comportamiento de los sistemas respecto a la concentracion de ARN y sus
limites de deteccion respectivos. La cuantificacion por fluorometria con Qubit®
RNA BR aplica un método por colorantes de unidn que permite la deteccion
especifica de ARN, contrario a la cuantificacion por espectrofotometria con
Nanodrop 2000™, en donde se mide el valor de absorbancia en una longitud
de onda de 260 nm correspondiente tanto a ARN como a ADN vy
oligonucledtidos. Por lo tanto, en muestras con ADN y ARN no es posible
distinguir la concentracién especifica entre uno y el otro. Sin embargo, una de
las ventajas de la cuantificacion por espectrofotometria es la capacidad de
indicar la presencia de contaminacién, en donde se analiza tanto los picos
formados el espectro UV como los radios de pureza 260/280 y 260/230
(Thermo Fisher Scientific, Qubit® Fluorometer vs. Competitors, 2016).
Tomando en cuenta las caracteristicas de ambos métodos para definir la
concentracion de ARN, se analizaron las cantidades de ARN antes y después
del tratamiento con el kit TURBO DNA-free™ Kkit, las cuales permanecieron
practicamente iguales segun espectrofotometria y se redujeron a la mitad

segun fluorometria.

Luego de varios andlisis se optd por descartar el valor de concentracion
por espectrofotometria. La cuantificacion por espectrofotometria presenta un
valor antes de purificar con DNasa correspondiente a la cantidad conjunta de
ADN y ARN. En la corrida electroforética de las muestras de ARN antes y
después de purificar se comprobd la eliminacién total de ADN, por lo tanto lo
mas probable es obtener una concentracion por espectrofotometria menor
después de purificar, pero el valor cuantificado fue practicamente igual. La
posible degradacion de una parte del ARN y la dilucién del material nucleico
al adicionar los reactivos en el tratamiento con DNasa son otros motivos que
cuestionan la igualdad en concentraciones de ARN antes y después del
proceso de eliminacion el ADN gendmico de la muestra. Ademas, el
desplazamiento de la curva hacia la derecha del espectro UV después de la
purificacion de la muestra de ARN de leucocitos, como se muestra en la Figura

31, indica una posible interferencia de uno de los reactivos del kit TURBO
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DNA-free™ kit en la cuantificacion por espectrofotometria, debido a que el
protocolo sugerido por el fabricante no comprende una purificacion completa
post-tratamiento. Entonces, se puede determinar que la concentracion de
ARN medida por el equipo Qubit® se relaciona mejor con la cantidad real e
integra de ARN en la muestra. Se sugiere que la cuantificacion de ARN
siempre se lleve a cabo tanto por espectrofotometria como por fluorometria

para garantizar informacion sobre concentracion y condiciones de la muestra.

Los ensayos de sensibilidad analitica de ambos sistemas, 18S y FOXP3,
mostraron una inhibicion importante en las reaccion de RT-gPCR con
TagMan® con una concentraciéon de 10 ng/uL, en donde se obtuvieron valores
de Cq mas tardios respecto a las reacciones con la primera concentracion
diluida de ARN (1 ng/uL). El kit utilizado para eliminar ADN de muestras de
ARN, TURBO DNA-free™ kit, menciona la posibilidad de inconvenientes en
ensayos de RT-PCR que cologuen un volumen de muestra tratada con el kit
mayor al 20%, debido a que los componentes del TURBO DNase Buffer y el
DNase Inactivation Reagent pueden interferir con la reaccién (Ambion™,
2012). Para estos ensayos se utilizé una muestra de ARN de 56.2 ng/uL, la
cual fue tratada previamente con el kit TURBO DNA-free™. Segun la
configuracion de la reaccion y la concentracion de ARN, el volumen de la
muestra original representé casi el 20% respecto al volumen total de la
reaccion de RT-gPCR en los ensayos con una concentracion de 10 ng/uL, lo
gue explicaria la inhibicion de estas reacciones en los ensayos de sensibilidad
analitica de ambos sistemas. Por lo tanto, conforme la cantidad de ARN
disminuye en cada dilucion, también lo hace la contaminacién producto del
tratamiento con el kit, y con eso las reacciones diluidas se comportaron segun

lo esperado, como se observa en la Figura 32 y 33.

Las eficiencias de amplificacién en porcentaje de los sistemas 18S y
FOXP3 fueron de 135.70% y 138.93% respectivamente, con valores de
pendiente de -2.6855 y -2.6435. Sistemas con una eficiencia de amplificacion
mayor al 90% ofrecen generalmente Optimos resultados, aunque si el
porcentaje es mayor al 100% de eficiencia sugiere que existe la amplificacion
de mas de un producto en la reaccion (Brisson, Tan, Park, & Hamby, 2000).

Estos resultados concuerdan con la posibilidad que existe de formacion de
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dimeros de cebador en ambos sistemas segun los valores de AG calculados,
y segun la presencia de dimeros en el ensayo de RT-gPCR con SYBR® Green
del gen FOXP3. Por otro lado, eficiencias de amplificacion sobre el 100%,
cuyo valores de pendiente son mayores a -3.32, podrian también indicar
problemas en la muestra de material nucleico (Applied Biosystems, 2008). Por
tal motivo, existe la probabilidad de interferencia de los componentes del
TURBO DNase Buffer y el DNase Inactivation Reagent en las reacciones
dentro de los ensayos de sensibilidad analitica de los genes 18S y FOXP3 con
la concentracibn de ARN diluida. Pese a los posibles inconvenientes
mencionados, se demostro la igualdad de eficiencias de amplificacion entre
los sistemas 18S y FOXP3. Sin embargo, se recomienda optimizar los
ensayos para construir nuevas curvas estandar de cada sistema y obtener

eficiencias de amplificacion cercanas al 100%.

El ARN extraido a partir de sedimento urinario normalmente presenta
espectros de absorbancia que indican una mala calidad y una importante
degradacion que caracterizan dichas muestras, incluso con muestras frescas
y en sitios de gran experiencia en aislamiento de ARN a partir de orina (Keslar,
y otros, 2013). Los rendimientos generales de extraccion de ARN con el kit
PureLink® RNA Mini Kit oscilaron entre 1.23 y 3.06 ng de ARN por mL de
orina procesada con un radio 260/280 entre 1.48 y 1.53. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Keslar y otros (2013), que reportaron
rendimientos de aislamiento de ARN con el mismo kit utilizado de 1.86 - 4.40

ng de ARN por mL de orina procesada con un radio 260/280 de 1.5 - 2.5.

El robot MagPurix 12 System utiliza perlas magnéticas para llevar a cabo
una extraccion automatizada de &cidos nucleicos de diversas muestras
(Zinexts, 2014), sin embargo, no se tienen resultados sobre rendimientos de
extraccibn de ARN a partir de orina en otras investigaciones ni en las
especificaciones generales del equipo o el kit. A pesar de eso, los
rendimientos de aislamiento de ARN de orina en el proyecto fueron mejores
comparados con los resultados de la extraccidon con el kit Purelink™ RNA Mini
Kit, con valores que oscilaron entre 4.15 y 13.85 ng de ARN por mL de orina
procesada con un radio 260/280 entre 1.44 y 1.73. El robot MagPurix 12

System presento resultados satisfactorios en el aislamiento de ARN de orina
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de pacientes y, al ser un método estandarizado y automatico de extraccion,
se recomienda su uso en obtenciéon de ARN de muestras clinicas.

Para el caso de las muestras de orina, con el fin de purificar el ARN luego
del tratamiento con TURBO DNAsa, se aplico el protocolo de extraccion con
fenol/cloroformo. Desjardins & Conklin (2010) manifiestan que en el caso de
una extraccion con Fenol, la contaminacién residual por este reactivo puede
ser indicada por espectrofotometria al generar un espectro anormal entre 220
y 240 nm, acompafiado con un desplazamiento del pico de absorbancia del
ARN de 260 nm hacia 280 nm. Todos los resultados de cuantificacion de ARN
extraido y purificado a partir de orina indican una contaminacién con fenol. A
pesar de ello, la presencia del contaminante parece no inhibir la amplificacion
en los ensayos de los sistemas de RT-PCR convencional. Es importante que
el proceso de purificacion con fenol/cloroformo sea optimizado para evitar
restos de fenol en muestras de ARN e inconvenientes que ello conllevaria

para aplicaciones posteriores en futuros proyectos.

El aislamiento de ARN de células urinarias con la suficiente cantidad y
calidad siempre ha sido un obstaculo para analisis de expresion génica.
Considerando que el ARN en una molécula con una alta susceptibilidad a
degradarse, la extraccion de cantidades adecuadas de ARN de con altos
indices de pureza a partir de sedimento celular urinario es un proceso
complicado y las dificultades se incrementan al tener que transportar o
almacenar las muestras de células urinarias para su extraccién posterior
(Medeiros, y otros, 2003). RNAlater es una solucion de estabilizacion
ampliamente utilizado para preservar el ARN dentro de tejidos y células
durante varios dias a temperatura ambiente y en ultracongelacion (Medeiros,
y otros, 2003) (Grotzer, y otros, 2000). Mediante ensayos de RT-PCR para
deteccién de 18S ARNr, se comprobd que el ARN se mantiene integro y
funcional hasta un tiempo de 6 horas a temperatura ambiente, y también en
ultracongelacion a -80°C por un tiempo no menor a una semana. Una
investigacién realizada por Medeiros y otros (2003), aparte de comprobar que
la adicion de RNAIlater al sedimento celular urinario mantiene integro el ARN
en ultracongelacion a -70°C, determinaron que mejora el aislamiento de ARN
a partir de células urinarias y facilita la medicion de los ARNm de baja
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abundancia en las muestras. Esto constituye un punto positivo en
investigaciones con biomarcadores urinarios, sabiendo que el biomarcador
FOXP3 ARNmM es un gen de baja presencia en una muestra de ARN de orina.
Entonces, se puede aseverar que el uso de RNAlater en muestras de
sedimento celular urinario facilita el almacenamiento de muestras celulares

urinarias para la obtencion de ARN de buena calidad y cantidad.

El protocolo utilizado para procesar las muestras clinicas de orina para
la obtencion de células urinarias en el proyecto no utilizo RNAlater debido a
gue la extraccion de ARN se la realizo inmediatamente obtenido el sedimento.
Se recomienda evaluar los tiempos maximos de preservacion del ARN de
orina con RNAlater a temperatura ambiente ya que por falta de recursos no
se logro llegar al tiempo limite de duracion del material nucleico. También se
sugiere analizar si el RNAlater mejora la obtencion de ARN a partir de células
urinarias, segun lo concluido por Medeiros y otros (2003), en la extraccion con

el robot MagPurix.

Para el sistema del gen 18S evaluado con ARN de muestras clinicas de
orina, se obtuvo una variabilidad intraensayo aceptable de 1.6% respecto al
criterios de aceptacion estrictos de hasta 4% (Hanneman S. , Cox, Green, &
Kang, 2011) o permisibles de hasta 10% (Karlen, McNair, Perseguers, Mazza,
& Mermod, 2007). Ademas, realizando un andlisis exploratorio de contrastes
sobre los CV, se encontré que no hay diferencias significativas (a = 0.05) entre
las variaciones de los diferentes ensayos respecto a cada paciente y entre
ensayos, a pesar de la variabilidad dada por las muestras de ARN. Por lo
tanto, se comprobé que el sistema de RT-gPCR con TagMan® del gen 18S

en muestras clinicas de orina es preciso y reproducible.

Pese a la utilizacion de un gen de referencia en la mayoria de
investigaciones, actualmente existen mejores metodos de normalizacion de
expresion génica que son recomendados en estudios de biomarcadores para
AR, que comprenden el uso de curvas estandar para cuantificacion absoluta
y normalizacion de la cantidad total de ARN. Pese a eso, el uso conjunto de
estos procedimientos de normalizacion con un gen de referencia es necesario

para minimizar los efectos del ARN y su degradacién. Como ya se argumento
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anteriormente, el ARN es propenso a la degradacion, en especial a partir de
muestras de orina (Medeiros, y otros, 2003). Este efecto se vio reflejado en la
variacion de los valores de Cq en el sistema del gen de referencia 18S tanto
en pacientes trasplantados como en pacientes no trasplantados. Un ejemplo
dentro de la investigacion fueron los valores de Cq del paciente no
trasplantado NT3, que se consideraron valores atipicos atribuidos a una
reduccion importante de la cantidad de ARN por degradacion. Dada esta
variacion, los resultados arrojaron un 15.9% de variabilidad biolégica
interensayo, la cual no es aceptable considerando el criterio de aceptacion de
hasta 15% de CV interensayo (Karlen, McNair, Perseguers, Mazza, &
Mermod, 2007). Cabe sefialar que se tuvo un CV bioldgico interensayo de
7.16% sin tomar en cuenta al paciente NT3, lo que demuestra la importancia
de tomar en cuenta la degradacién de ARN en muestras de orina y de usar un
gen normalizador que reduzca el efecto de degradacion de ARN, funcionando
como contrapeso frente a la reduccion de cantidad de ARN de ambos genes
(target y de referencia), lo que garantiza un resultado estable (Galichon, y
otros, 2016).

El ARN ribosomal 18S es ampliamente utilizado como gen de
normalizacion de la expresion del gen target en andlisis RT-gPCR debido a su
expresion poco variable en tejidos, células y frente a tratamientos
experimentales (Kozera & Rapacz, 2013), incluso en sinnimero de estudios
de biomarcadores para rechazo agudo renal, incluyendo FOXP3 ARNM
(Afaneh, y otros, 2010) (Muthukumar, y otros, 2005) (Suthanthiran, y otros,
2013). Normalizar con un gen de referencia garantiza la correccion de sesgos,
la calidad y la reproducibilidad del andlisis RT-gPCR (Galichon, y otros, 2016).
Sin embargo, los genes de referencia deben ser escogidos con cuidado y
segun la situacion, debido a la creciente evidencia que los genes de referencia
habituales, como 18S, presentan inconsistencias, y necesitan ser reevaluados
con enfoques profundos y sisteméaticos (Dundas & Ling, 2012). Considerando
gue 18S es un habitual gen de referencia, se analizaron los valores de Cq de
los ensayos en muestras clinicas. En la Figura 39 y 40 se evidencio

graficamente una diferencia entre los Cq de los pacientes trasplantados y no



124

trasplantados en el sistema 18S, por lo que se decidié que debia comprobarse

si era significativa.

La prueba de Kruskal-Wallis, llevada a cabo sobre los valores de Cq de
los ensayos del sistema 18S, demostro diferencias significativas de las medias
entre los valores de Cg de pacientes trasplantados y no trasplantados en el
sistema 18S, con un valor-p menor a 0.001 (a = 0.05). Se determind con la
clasificacion de grupos que los valores de Cq de los pacientes trasplantados
son mas tempranos, lo que determina una mayor cantidad de ARN del gen
18S ARNTr en este grupo de pacientes. Varios estudios recientes notaron que
el numero de copias de 18S ARNr fue més alto en pacientes con rechazo
agudo (AR) que en pacientes que no presentan AR segun biopsia,
determinando que los niveles de ARN de 18S se asociaron con el diagnostico
de AR (Suthanthiran, y otros, 2013) (Matignon, y otros, 2014) (Galichon, y
otros, 2016). Tomando en cuenta los resultados totales, los investigadores
concluyeron que 18S rRNA, en lugar de considerarse un gen de referencia,
puede ser un marcador de diagnéstico para AR y cuestionando su utilizacién
como gen de referencia en estas investigaciones. Galichon y otros (2016)
manifestaron que los niveles de expresion de biomarcadores de AR
normalizados con genes de referencia convencionales, como es el caso de
18S ARNr, pueden no detectar variaciones de los genes target expresados
por células que pueden variar en numero y tipo. Este es el caso de los
biomarcadores de linfocitos T infiltrados en procesos de inflamacion. Dados
los resultados de los ensayos, el analisis estadistico y los nuevos criterios
sobre el gen 18S ARNr en rechazo agudo renal, se sugiere que se trabaje con
un nuevo gen como normalizador en lugar de 18S, y también que se estudie
la expresion de 18S ARNr como un posible biomarcador de rechazo agudo

renal en lugar de aplicarlo como gen de referencia.

En el proceso de AR, los linfocitos T CD4+y T CD8+ se infiltran en el
rion trasplantado, donde liberan citocinas y quimiocinas, produciendo
apoptosis, ya sea de forma directa o indirecta (Nankivell & Al, 2010). Varios
autores afirman que al igual que las células T citotdxicas se infiltran en el
aloinjerto renal para generar una respuesta inmunolégica destructiva, también

lo hacen los linfocitos T reguladores para suprimir dicha respuesta (Wang,
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loan-Facsinay, van der Voort, Huizinga, & Toes, 2007). La infiltracién de las
células Treg también es relevante en la aceptacion del rifion trasplantado
(Noris, y otros, 2007). Por lo tanto, como resultados generales en los ensayos
de RT-gPCR con TagMan® del gen FOXP3, se esperaba que no se detecte
el gen en muestras de ARN de pacientes no trasplantados renales, lo cual si
se cumpli6 en todos los ensayos de pacientes no trasplantados de la
investigacion. Por otro lado, se esperaba la presencia del gen FOXP3 en
muestras de ARN de pacientes trasplantados debido a la infiltracién de los
linfocitos T reguladores en el aloinjerto que, segun investigaciones, es lo
esperado independientemente de la cantidad de expresion de FOXP3 en cada
muestra. Sin embargo, sélo 1 de 4 muestras de pacientes trasplantados fue

el sistema capaz de detectar el sistema.

El paciente trasplantado T3 fue el Unico que presento6 valores de Cq en
el sistema FOXP3, aunque solo se obtuvieron Cg en 7 de las 9 reacciones
totales corridas en los tres ensayos (77.78%). Dos reacciones de RT-qPCR
del paciente T3, una en cada uno de los ensayos 4 y 6, no arrojaron un Cq
resultado para el gen FOXP3, sin embargo, las graficas de amplificacion (ver
Anexo 21 y 23) de estas reacciones muestras aparentes curvas de
amplificacion cuyas mesetas no llegan al mismo nivel de fluorescencia
respecto a las demas repeticiones. Varias fuentes e investigaciones afirman
gue un ARN plantilla de baja calidad y con presencia de inhibidores puede
impedir que las reacciones de RT-gPCR lleguen a un nivel alto de
fluorescencia de meseta, lo cual puede afectar tanto la eficiencia de
amplificacion como la fluorescencia acumulada de la reacciéon (Guescini, Sisti,
Rocchi, Stocchi, & Stocchi, 2008) (Ferrell, 2011) (Bio-Rad, 2011). Al existir un
contaminante en la muestra, disminuyen los niveles de fluorescencia de
meseta y un desplazamiento de la curva de amplificacion hacia la derecha en
la parte inferior del punto de inflexion. Como resultado se tienen curvas menos
empinadas y ausente de simetria respecto a las curvas sin inhibicion. Curvas
similares con una meseta menor a la esperada se presentan en ensayos con
reactivos o ARN plantilla limitantes producido por la degradacion de los
mismos (Guescini, Sisti, Rocchi, Stocchi, & Stocchi, 2008). En ambas

reacciones sin un Cq del paciente T3, las curvas de amplificacion presentan
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este tipo de mesetas, por lo que el equipo posiblemente no las consideré como
positivas debido a dichas mesetas son muy bajas. Tomando en cuenta que la
variabilidad promedio de Cqg para el paciente T3 en el sistema FOXP3, sin
considerar los datos no obtenido en dos de los ensayos, es de 0.95%, se cree
que el mejoramiento de la calidad del ARN extraido a partir de sedimento
urinario es necesario para confirmar un CV intraensayo aceptable del sistema
FOXP3 optimizado y evitar la fuga de informacion importante en ensayos con

este tipo de muestras.

RT-gPCR es una técnica con alta sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad en la determinacion de expresion génica. Pese a ello y a
diferencia de 18S ARNr cuya expresion es alta en muestras de orina,
biomarcadores relacionados con inmunidad como FOXP3 poseen cantidades
bajas de ARN, lo cual limita el numero de genes diana analizables con RT-
gPCR (Galichon, y otros, 2016) (Noutsias, y otros, 2008). Como resultado de
sensibilidad analitica, el sistema de RT-gPCR con TagMan® del gen FOXP3
es capaz de detectar y amplificar hasta una concentracion de ARN de 1 pg/uL.
Sin embargo, cabe mencionar que los ensayos para determinar sensibilidad
analitica tanto para el gen 18S como para el gen FOXP3 se realizaron en
sangre. Como se ha venido analizando anteriormente, las muestras de orina
poseen bajos rendimientos de extraccion de ARN en cantidad y calidad, con
tendencias a degradarse. Ademas, todas las muestras extraidas a partir de
sedimento urinario mostraron contaminacién con fenol producto del proceso
de purificacién, el cual puede generar un efecto inhibitorio (Tichopad, Didier,
& Pfaffl, 2004). Frente a todo lo mencionado anteriormente, es acertado
pensar que en muestras de orina existio una mayor dificultad en la deteccion
y amplificacion de gen FOXP3, tanto por una menor cantidad del ARNm de
FOXP3 en muestras de orina comparado con sangre, como por la reduccion
de la sensibilidad analitica del sistema frente a muestras de ARN de orina por
la presencia de inhibidores de PCR. Por lo tanto se considera que el sistema
RT-gPCR con TagMan® del gen FOXP3 necesita un aumento en la
sensibilidad analitica para ser validado en muestras clinicas de orina de

pacientes trasplantados renales.
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Guescini y otros (2008) argumentaron que una etapa de preamplificacion
ayuda a aumentar la sensibilidad en ensayos de RT-qPCR para genes de baja
abundancia. Ademas, en varias investigaciones de biomarcadores de poca
presencia en el ARN de sedimento urinario, incluyéndo FOXP3, se aplican
procesos de preamplificacién para establecer mayor cantidad de ADNc para
una posterior medicion de expresion génica (Muthukumar, y otros, 2005)
(Keslar, y otros, 2013) (Suthanthiran, y otros, 2013) (Galichon, y otros, 2016).
A partir de esto, se recomienda la implementacion de una etapa de
preamplificacion a los ensayos RT-gPCR del gen FOXP3 para lograr la
deteccion, amplificacion y medicion de su expresion en muestras de ARN de

orina de pacientes trasplantados renales en proyectos a futuro.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

Los optimizacion de los ensayos de RT-PCR convencional de 18S vy
FOXP3 con el kit SuperScript Il One-Step RT-PCR System with
Platinum Taq DNA Polymerase presentaron una formacion aleatoria de
productos inespecificos que no permitieron la optimizacion total de los

sistemas.

La concentracion de ARN de sangre medida por fluorometria con el
equipo Qubit se relaciona mejor con la cantidad real e integra de ARN
en la muestra, comparado con la medicion por espectrofotometria con

el equipo NanoDrop.

La medicién de la concentracion de ARN a partir de sangre por
espectrofotometria reveld interferencias de uno de los reactivos del kit
TURBO DNA-free™ kit en la cuantificacion.

Los ensayos de sensibilidad analitica de los sistemas de RT-gPCR con
TagMan® de 18S y FOXP3 mostraron inhibicion de las reacciones con
una concentracion de 10 ng/pL por uno o varios reactivos de TURBO
DNA-free™ kit.

Las eficiencias de amplificacion en porcentaje de los sistemas RT-
gPCR con TagMan® de 18S y FOXP3 fueron de 135.70% y 138.93%
respectivamente, comprobando posible formacién de dimeros de
cebadores o problemas en la muestra de ARN extraido a partir de

sangre.

El protocolo estandarizado de aislamiento de ARN a partir de orina con
el kit PureLink® RNA Mini Kit obtuvo rendimientos de extraccion que
oscilaron entre 1.23 y 3.06 ng de ARN por mL de orina procesada, y
con un radio 260/280 entre 1.48 y 1.53.



129

El robot MagPurix 12 System presentd mejores resultados, respecto al
kit PureLink® RNA Mini Kit, en el aislamiento de ARN de orina, con
valores que oscilaron entre 4.15 y 13.85 ng de ARN por mL de orina
procesada, y con un radio 260/280 entre 1.44y 1.73.

Los resultados totales de extraccion de ARN a partir de orina indicaron
rendimientos de extraccién variables dependiendo del método, baja
calidad de ARN con tendencia a degradarse, y presencia de

contaminacion con fenol debido al proceso de purificacion.

Mediante ensayos de RT-PCR convencional para deteccion de 18S
ARNr, se comprob6 que, con el uso del estabilizante RNAlater, el ARN
se mantiene integro y funcional a temperatura ambiente hasta un
tiempo de 6 horas, y en ultracongelacion a -80°C por un tiempo no

menor a una semana.

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 (a =
0.05) entre las variaciones (CV) de Cq de los diferentes ensayos

respecto a cada paciente y entre ensayos generales.

El ARN extraido a partir de sedimento celular urinario es propenso a la
degradacion, lo cual se vio reflejado en la variacién de los valores de
Cq en el sistema del gen de referencia 18S tanto en pacientes

trasplantados como no trasplantados.

El analisis estadistico (prueba de Kruskal Wallis) mostr6 diferencias
significativas (p-valor < 0.0001) 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 en muestras clinicas
de orina fue capaz de detectar el gen FOXP3 ARNmM en sélo una

muestra de ARN correspondiente a uno de los pacientes trasplantados.



130

El equipo LightCycler® Nano determind sélo un 77.78% de las
reacciones del paciente T3, Unico detectado por el sistema RT-gPCR
con TagMan® de FOXP3, como positivas a la expresion del gen
FOXP3 ARNm, debido a la baja calidad y presencia de inhibidores de
PCR en la muestra de ARN.

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

renales.
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CAPITULO 6
RECOMENDACIONES

Debido a los inconvenientes comprobados que genera el kit
SuperScript 1ll One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA
Polymerase, de Invitrogen, para futuras optimizaciones de sistemas de
RT-PCR convencional, se recomienda trabajar con otros Kits
comerciales “one-step” que no formen productos inespecificos

aleatorios u optimizar ensayos de RT-PCR convencional “two-step”.

Se sugiere implementar un proceso de purificacion luego del
tratamiento de muestras de ARN de sangre con TURBO DNA-free™ kit
para eliminar los reactivos residuales que interfieren en la

cuantificacion de ARN y ensayos de RT-gPCR.

Basado en los ensayos de cuantificacion, se deberia determinar la
concentracion de ARN tanto por espectrofotometria como por
fluorometria para garantizar datos reales sobre concentracion y

condiciones de pureza de las muestras.

Dados los posibles inconvenientes revelados de cada sistema en las
eficiencias de amplificacion, se recomienda optimizar los ensayos de
sensibilidad analitica de los sistemas RT-gPCR con TagMan® de los
genes 18S y FOXP3 para construir nuevas curvas estandar y obtener

eficiencias de amplificacion cercanas al 100%.

Tras determinar las diferencias cuantitativas y cualitativas de ARN entre
muestras extraidas a partir de sangre y orina, se sugiere de ser posible
determinar una sensibilidad analitica de ambos sistemas en muestras

de ARN de sedimento urinario.

El proceso de purificacién con fenol/cloroformo deberia ser optimizado
para minimizar o eliminar totalmente restos de fenol en muestras de
ARN y con ello minimizar la posibilidad de inhibicion en ensayos de RT-
gPCR.
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Se deberia evaluar los tiempos maximos de preservacion del ARN de
orina con RNAlater a temperatura ambiente ya que por falta de recursos
no se llego al tiempo limite de duracion del ARN con el estabilizante, y
se considera importante conocer su comportamiento para Su

aplicacion.

Conociendo de resultados que apoyan la idea, se recomienda analizar
si el RNAlater mejora la obtencion de ARN a partir de células urinarias

en la extraccion con el robot MagPurix 12 System.

Dadas las posibles variaciones de expresion encontradas en el
proyecto y comprobadas en otras investigaciones, se cree necesario
trabajar con un nuevo gen como normalizador en lugar de 18S para

estudios de biomarcadores urinarios de rechazo agudo renal.

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 en lugar
de aplicarlo como gen de referencia.

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.

Una etapa de preamplificacién se deberia implementar a los ensayos
RT-qPCR del gen FOXP3 para garantizar la deteccion, amplificacion y
medicion de su expresion en muestras de ARN de orina de pacientes

trasplantados renales.

Es necesario confirmar un CV intraensayo e interensayo aceptable del
sistema FOXP3 tras mejorar las condiciones del ensayo y ARN

mencionadas anteriormente.
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