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Las Microproteinas Urinarias
(MU) estan estrechamente vinculadas con el
endotelio vascular y podrian reflejar una
reaccion inflamatoria del endotelio
glomerular y peritubular. En el siguiente
trabajo un equipo de profesionales del
Departamento de Bioquimica Clinica del
Laboratorio de Proteinas (INFIBIOC) del
Hospital de Clinicas José de San Martin nos
presenta un informe sobre la presencia de
MUen pacientes diabéticos tipo 2
normoalbuminuricos. Dichas proteinas
podrian constituir un marcador urinario
vascular-tubular renal de utilidad clinica en
patologias sistémicas con riesgo
cardiovascular y funcionalidad renal
conservada.

14

Maria Laura Facio(1), Norma Ferrari(2),
Fernando Segovia(3), Pablo Bresciani(1),
Fabio Lombardo(4), Susana Fraind(1), Mariel
Alejandre(5), Maria del Carmen Maselli(1),
Marcela Pandolfo(1), Silvia Gasparini(1),
Margarita Angerosa(5), Marco Pizzolato(5),
Leticia Madalena(5)

1. Bioquimico.

2. Médico Especialista en Nutricion. Diabe-télogo.
3. Médico Nefrdlogo.

4. Médico Diabetdlogo.

5. Doctor en Bioquimica.

* Departamento de Bioquimica Clinica. Laboratorio de
Proteinas. INFIBIOC.

Hospital de Clinicas “José de San Martin”.

Facultad de Farmaciay Bioquimica.

Universidad de Buenos Aires.

Bioanalisis | Jul - Ago 15

Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2014; 48 (3): 291-300

Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana
Incorporada al Chemical Abstracts Service.
Cddigo bibliografico: ABCLDL.

ISSN 0325-2957 (Impresa)

ISSN 1851-6114 (En linea)

ISSN 1852-396X (CD-ROM)

Recibido: 10 de diciembre de 2013
Aceptado: 9 de mayode 2014

@

Correspondencia

Dra.Maria Laura Facio

Departamento de Bioquimica Clinica
Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad de Buenos Aires

Argentina

»

RESUMEN

En pacientes diabéticos tipo 2
normoalbuminuricos se observa la presencia
de Microproteinas Urinarias (MU) en el
rango 68-25 KDa. El objetivo del trabajo fue
identificar en distintos estadios de la
nefropatia diabética si dicho rango
corresponde a un marcador de dafo tubular.
Se estudiaron 119 orinas espontaneas de
pacientes diabéticos tipo 2; se les midio la
relacién albumina/creatinina urinaria y la
creatinina sérica. Se dividieron en 5 grupos:
71 normoalbumindricos, 28 microalbuminu-
ricos, 12 macroalbuminuricos, 2 urémicos en
pre-dialisis y 6 en hemodidlisis. Las MU se
detectaron geles de poliacrilamida en 2
dimensiones para uso clinico y se analizaron
con el programa Image J 1.30v. La iden-

tificacion de las MU se realizd por “immu-
noblotting” o por espectrometria de masa
MALDI-TOF-TOF. El 66% de los normoal-
buminuricos presentaron las siguientes MU:
orosomucoide, fragmento de 35 kDa de la
cadena pesada H4 del inter alfa | inhibidor de
tripsina y Beta Trace, las cuales no reflejaron
dafio tubular debido a que la concentracion
de las mismas no se incrementd en los
pacientes en hemodialisis, en comparacién
con los normoalbumindricos. Dichas
proteinas estan vinculadas al endotelio
vascular y podrian constituir un marcador
urinario vascular-tubular renal de utilidad
clinica en patologias sistémicas con riesgo
cardiovascular y funcionalidad renal
conservada.

Palabras clave: diabetes tipo 2 * nefropatia
diabética * electroforesis bidimensional en
orina * zinc-alfa2-glicoproteina * péptido
LG3 * prostaglandina D2 sintasa * inter-alfa-
tripsinainhibidor H4 * endotelio vascular
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Introduccién

Las Microproteinas Urinarias (MU)
son proteinas séricas que ultrafiltran a través
del glomérulo y son reabsorbidas y catabo-
lizadas, practicamente en su totalidad, en el
tubulo contorneado proximal (TP). Frente a
unadisfuncién del TP las MU se eliminan por
orina. La deteccién de alguna de ellas
permite caracterizar el tipo de proteinuria,
siendo de utilidad como marcadoras de dafio



tubular. Entre las proteinas que pueden
evaluarse proteina (Alm), la proteina
transportadora del retinol (RBP) y la beta-2
microglobulina (B2m). También existen otras
MU que no son marcadoras de dafio tubular
porque son influenciadas por otros factores,
como por ejemplo, las cadenas livianas libres
deinmunoglobulinas policlonales.

El perfil de excrecion de las MU se
modifica dependiendo de la patologia que lo
origina o del mecanismo involucrado en el
dafio renal (1-4). La deteccion de proteinuria
tubular es de importancia diagndstica ya que
puede preceder a la glucosuria, aminoa-
ciduria o fosfaturia, y a menudo es el primer
y Unico signo de disfuncion tubular (5).

El compartimento tubulointersticial
es afectado en forma primaria o secundariay
es un importante factor prondstico de
enfermedad renal. En las alteraciones
renales primario del proceso patogénico, la
etiologia es variable e incluye procesos
obstructivos, infecciones, toxicos (inclu-

yendo medicamentos), isquemia,
enfermedades metabdlicas (como diabetes,
hiperuricemia), radiacion, dafio mediado
por mecanismos inmunes (como en rechazo
del trasplante renal) e infiltracion en
enfermedades linfoproliferativas (6). En las
enfermedades glomerulares y vasculares de
acuerdo al tiempo de evolucién y la
severidad de las alteraciones, se puede
observar desde dafo tubular agudo, hasta
atrofia, edema, inflamacién tubular, o
fibrosis intersticial. El dafio tubular o
intersticial agudo asociado a estas
enfermedades puede manifestarse como
insuficiencia renal aguda, y el dafo crénico
es un buen reflejo del avance de las lesiones
irreversibles y, por lo tanto, un buen
indicador pronédstico en enfermedades
glomerularesyvasculares crénicas (7).

Las MU constituyen importantes
indicadores de disfuncién tubular en
patologias glomerulares primarias y
secundarias, donde los cambios tubulo
intersticiales son consecuencia de la

progresion de la falla renal. El dafio tubular
se puede presentar en desérdenes renales
con proteinuria glomerular por el efecto
adverso de la sobrecarga proteica y por la
eventual actividad bioldgica que las mismas
puedan ejercer en sumicroentorno (8).

La proteinuria en general es un
factor de riesgo independiente de la
progresion de la enfermedad glomerular
cronica y esta asociada a la extension del
dafo hacia el tubulointersticio. Por lo tanto,
es importante detectar una proteinuria
tubular porque puede indicar un signo
precoz inicial de dafio tubular o la progresion
deldafioglomerular (8).

Actualmente, en el Laboratorio
Clinico, el dafio tubular se detecta por el
método cualitativo de uroproteinograma
con posterior inmunofijacion con antisuero
anti-beta 2 microglobulina (B2m). En
estudios anteriores se concluyd que la
sensibilidad del método es baja cuando se la
compara con la cuantificacién de B2m por
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inmunoturbidimetria (9). Ademas, es sabido
que laB2m no deberia ser la Unica proteinaa
evaluar en la definicién del dafio tubular
debido a que no es estable en orinas acidas
(10). Otra proteina que podria ser cuanti-
ficada en orina para definir dafio tubulares|la
alfa 1 microglobulina (A1m), pero se reporta
que la Alm, RBP y B2m son detectadas con
diferente sensibilidad segun el tipo de
patologias, demostrando que la integridad
funcional del TP puede estar comprometida
por diferentes mecanismos (1).

Otro método para caracterizar el
tipo de proteinuria, es la separacion por peso
molecular (SDS-PAGE), que permite definir
proteinurias glomerulares y/o tubulares
pero no puede ser utilizado para definir una
proteinuria “tipo mielomatosa”. La
separacion de MU por SDS-PAGE ofrece una
mayor resolucién que el uroproteinograma.
A grandes rasgos define dos tipos de
“proteinuria tubular”, uno con proteinas
desde 68 a 12 kDa y otro desde 68 a 25 kDa
(11). Boesken et al. ya lo habian caracte-
rizado con el nombre de tipo | micromo-
lecular asociada con disfuncién tubular
severa/crénica (nefritis intersticial, epi-
sodios de rechazo de trasplante renal) y tipo
Il macromolecular, frecuentemente
asociada con proteinuria glomerular en
gloméruloesclerosis hipertensiva/diabética,
respectivamente (12).

Bazzi et al. También detectaros estas
diferencias seguin los dos tipos de perfiles de
Microproteinas | y I, en glomerulopatias
primarias. Mostraron el valor predictivo de
estos perfiles a la falla renal crénica. Pacien-
tes con sindrome nefrético y funcionalidad
renal normal y Microproteinas tipo Il
presentaban mejor curva de sobrevida que
los que tenian inicialmente el perfil de
Microproteinas completo (Tipol) (8).

Estos resultados motivaron a este
grupo de trabajo a la realizacién de otros
estudios, con el fin de resolver si ese perfil
tipo Il definia o no un dafio tubular. Se
concluyé que cuando por el SDS-PAGE se
detectaba el tipo 11, era perfil tubular, ya que
cuantitativamente la A1m se encontraba
elevada (11).

Ademas, se implementé el método

de Electroforesis Bidimensional de utilidad
clinica (2DUC) para abrir el espectro de MU,
permitiendo visualizar un grupo de
proteinas que no parecen responder a un
patrén estrictamente glomerular o tubular
(13).

La diabetes Mellitus (DBT) puede
producir Nefropatia Diabética (ND), la cual
es la responsable del 44% de la falla renal
terminal en los Estados Unidos (14). En los
estadios iniciales de la ND se producen
alteraciones funcionales que se manifiestan
clinicamente por la deteccion de micro-
albuminuria. En estudios propios realizados
en pacientes diabéticos tipo 2 con
normoalbuminuria se observo la presencia
de MU en un rango comprendido entre 68 y
25 kDa. El objetivo de este trabajo fue
identificar dichas MU en pacientes con
diabetes tipo 2 en distintos estadios de la ND
con el fin de evaluar si dicho rango de MU
corresponde a un marcador de dafio tubular.

Materiales y Métodos
MUESTRAS

Se procesaron 119 muestras de orina
espontanea de pacientes con diabetes
Mellitus tipo 2. A 111 orinas se les midio la
relacion albumina/creatinina urinaria y
creatinina sérica en un equipo de Roche-
Alemania, Cobas C501 (Tokio, Japdn). Se
dosaron: albumina (inmunoturbidimétrico)
y creatinina (Jaffé cinético con compen-
sacion y blanco de muestra) Los pacientes
fueron distribuidos en 5 grupos segun el
siguiente disefio clinico: 71 normoal-
buminuricos (Grupo 1, menor de 30 mg de
albumina/g de creatinina urinaria), 28
microalbdminuricos (Grupo 2, entre 30-300
mg/g) y 12 macroalbuminuricos (Grupo 3,
mayor de 300 mg/g). De las 119 muestras de
orina, 2 pertenecian a pacientes urémicos en
estado de pre-dialisis (Grupo 4), y 6 a
pacientes en hemodidlisis (Grupo 5).

PROCEDIMIENTO

A todas las muestras de orina se les
realizé el método de SDS-PAGE con
coloracion argéntica (15) y se clasifico la
proteinuria segun el siguiente esquema:
Fisioldgica, sélo cuando se observé la banda

de albdmina (68 kDa); MU tipo | (perfil
completo, entre 68-12 kDa); MU tipo Il
(perfil incompleto, entre 6825 kDa);
Glomerular, albumina y transferrina; Perfil
Mixto incompleto (Glomerular y MU 1),
Perfil Mixto completo (Glomerular y MU 1).
Se realizé la electroforesis bidimensional
para uso clinico (2D UC) a cinco orinas, cada
una representativa de un grupo junto con un
control interno. La electroforesis 2D UC
consta de una primera separacion
electroforética en acetato de celulosa
gelatinizado (Cellogel-Biosystem), buffer
veronal pH 8,6; Fi 0,05 (Helena) y una
segunda dimension en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al
12,5% de concentracion final. Los geles se
corrieron en Mini protean 3 System Bio-Rad,
buffer de corrida continuo Tris glicina con
SDS (13). A ambos lados de cada 2D UC se
corrieron en una dimension de SDSPAGE, la
misma muestra y el control interno, este
ultimo corresponde a una orina con patrén
tubular completo, como control de
coloracion y para analizar los “spots” en las
distintas 2D UC.

IDENTIFICACION DE PROTEINAS:

— “Immunoblotting” con antisueros
especificos anti: 1IgG (Beckman), Albdmina
(Beckman), Alfa 1 antitripsina (Beckman),
Orosomucoide (Dako), Alfa 1 micro-
globulina (Beckman), cadenas livianas de
inmunoglobulinas Kappa (Biocientifica),
cadenas livianas de inmunoglobulinas
Lambda (Biocientifica), Beta 2 micro-
globulina (Dako) y como segundo
anticuerpo anti-IgG de cabra o conejo
(Sigma) marcado con peroxidasa, segun
correspondiese.

Espectrometria de masa (MS): Se procesd
un spot coloreado con tincidon argéntica y
un blanco del mismo gel. Se digirio in gel
utilizando tripsina como enzima
proteolitica. El extractivo de cada una de
las muestras se sometié a analisis en el
Espectrometro de masa tipo —MALDI-
TOF-TOF, modelo 4800 plus de ABSciex
(Concord, Canada). Los datos fueron
obtenidos en Modo Reflectron, seguido de
la fragmentacion de las sefales mas
importantes. Se utilizé el programa Mascot
PMPF para la identificacion de las proteinas
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a través de las masas moleculares de los
péptidos (M+H"). Para el analisis de los
espectros MS/MS se utilizé el programa
MS/MS lon Search de Mascot y el
programa Paragom de Protein Pilot.

EVALUACION DE GELES DE ELECTRO-
FORESIS BIDIMENSIONAL

Se procedié a escanear los geles.
Mediante el programa analizador de
imagenes Image J version 1.3v se analizaron
los “spots” de las muestras, relativo a la
banda de 25 kDa del control interno, que
permitié corregir las inevitables variaciones
en las coloraciones que se observan entre
geles. De cada mancha se obtuvo el valor
relativo de Absorbancias (R). Cabe destacar
que la variable R tuvo relacion directa con la
concentracion de cada spot ya que en todos
los geles se sembrd la misma cantidad de
muestra.

Resultados

El 66% de los pacientes normoal-
bumindricos presentaron por el SDS-PAGE,
MU entre 68-25 kDa con funcionalidad renal
normal (Tablal) (Fig. 1A).

En la figura 2 se observan orinas de
pacientes con diabetes tipo 2 normo, microy
macroalbuminuricos sin MU.

Se realizoé el “immunoblotting” a una
orina de un paciente en hemodialisis que
presentaba perfil mixto completo, donde se
confirmé la identificacién de proteinas cuya
presencia ya es conocida en la orina (Fig. 3).
La identificacion de la banda de 20 kDa, que
corresponde a la proteina que liga el retinol
(RBP), fue confirmada por espectrometria
de masa (Tablall).

Se realizé la electroforesis 2D UC a
una orina de cada grupo de los distintos
estadios de la ND que presentaban MU con
el fin de identificarlas y observar sus
modificaciones cuantitativas. Ademds de las
bandas visualizadas en el SDS-PAGE en una
dimensidn (1D), que también se confirman
en la electroforesis 2D UC, se abre el
espectro y se evidencia un grupo de
proteinas con movilidad electroforética
entre alfa-1y alfa-2 globulinasy un PM entre
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70 y 40 kDa aproximadamente, que
corresponden al orosomucoide (Oroso) de
41 kDa, a la alfa-1 antitripsina (A1AT) con un
PM comprendido entre 45 y 65 kDa que se
identificaron por immunoblotting (Fig 3),ala
glicoproteina alfa-2 que precipita con sales
de zinc (ZAG) con un PM aproximado de 43
kDa y que se identifico por espectrometria
de masa (MS) (13) y a la proteina que une la
vitamina D (DBP) con un PM comprendido
entre 50-58 kDa, segun bibliografia (16).
Ademas, se abre el espectro proteico con
movilidad electroforética en beta 1 a tres
proteinas con peso molecular 35,29y 23 kDa
correspondientes al fragmento de 35 kDa de
la inter-alfa | inhibidor de tripsina cadena
pesada H4 (ITIH4), prostaglandina D2
sintasa tipo-lipocalina o Beta Trace (BT) de
29 kDa y al fragmento del perlecan C-
terminal LG3 (23 kDa) (Fig. 4). Dichas
proteinas fueron identificadas por
espectrometria de masas (Tabla lll).

.

Figura 1. Porcentaje de distintos perfiles
uroproteicos en pacientes con diabetes tipo 2.
1A) Normoalbumindricos, 1B) Microalbu-
minuricosy 1C) Macroalbuminuricos.

Fisio: Fisiolégico, Tubular inc: Microproteinas
entre 68-25 kDa, Mix inc: Proteinuria mixta con
microproteinas entre 68-25 kDa, Mix com:
Proteinuria mixta con microproteinas entre 68-12
kDa

Tabla |. Distintos perfiles uroproteicos por SDS-
PAGE y valores de creatinina sérica en 5 grupos de
pacientes diabéticos tipo 2.

wil | A | el ine | G| Mo o | ki G |

kDa, Mix inc: Proteinuria mixta con Microproteinas entre
68-25 kDa, Mix com: Proteinuria mixta con
Microproteinas entre 68-12 kDa. Normo, Micro y
Macroalbuminuricos.

S

Tabla Il. Identificacion por Espectrometria de
Masa MALDI-TOF-TOF de la banda de 20 kDa.
Secuencias de péptidos de mayor confiabilidad.
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Figura 2. Orinas de pacientes con diabetes tipo 2
sin microproteinas urinarias.

1, 2 y 3: Normoalbuminduricos; 4,5 y 6:
Microalbuminduricos; 7 y 8: Macroalbuminduricos.
OCt: orina control tubular.

Figura 3. Orina de paciente diabético tipo 2 en
hemodidlisis.

"Immunoblotting" frente a antisuero anti-: 1. I1gG,
2. Albumina, 3. Alfa 1-antitripsina, 4. Oroso-
mucoide, 5. Alfa 1 microglobulina, 6. Cadenas
livianas de inmunoglobulinas (lgs) Kappa, 7.
Cadenas livianas de inmunoglobulinas (Igs)
Lambda y 8. Beta 2 microglobulina. A: SDS-PAGE
contincién argéntica.

hre n @ [ ] ]

o S S L ) = | F 1 s 4 |

™ El ] ] i 1 §

Waw 1 i ®
Peddsn | 1 | 0 [ & a | ~
| i, | ¥ | &% | 8]

Fisio: Fisioldgico, Tubular inc: Microproteinas entre 68-25

Figura 4. Perfil proteico urinario de pacientes con



diabetes tipo 2 en distintos estadios de la ND.

A) Orinas de 23 pacientes SDSPAGE en una dimension. (*) Pacientes DBT e Hipertensos. B) SDSPAGE 2D
UC. Orinas de 5 pacientes con DBT tipo 2, uno por cada estadio de la ND. P: Paciente, OCt: Orina control

tubular.

1. Albimina (68 kDa), 2. Proteina que une la Vitamina D (55 kDa), 3. Cadenas livianas de inmunoglobulinas
policlonales (44 y 22 kDa), 4. Zinc-alfa 2 glicoproteina, 5. Orosomucoide (40 kDa), 6. Inter alfa tripsina
inhibidor cadena pesada H4 (35 kDa), 7. Alfa 1 microglobulina (30 kDa), 8. Prostanglandina-H2 D-isomerasa
o Beta Trace, 9. Péptido LG3 (23 kDa) y 10. Proteina que une el Retinol (20 kDa), 11. Lisozima (14 kDa), 12.

Beta 2 microglobulina (12 kDa).
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En la Figura 5 se representd R en
escala logaritmica, con el objeto de
compactar el rango de escala, en funcién del
grado progresivo de dafio renal. Se observa
que las proteinas marcadoras de dafio
tubular, Alm, RBP y Beta 2 microglobulina,
aumentan su concentracién en orina
conforme aumenta el dafio renal, con el
aumento del compromiso del
tubulointersticio, mientras que las proteinas
Oroso, ITIH4 y BT, disminuyen su
concentracion en lafallarenal terminal.

Discusiony Conclusiones

La nefropatia diabética es una
complicacidn que se presenta en el 10% de
los pacientes con diabetes tipo 2. En la etapa
inicial o subclinica, hay cambios funcionales
permite predecir el desarrollo de la enferme-

dady através de la intervencion terapéutica,
prevenir o retrasar su progresion. En las
orinas de los pacientes normoalbumindricos,
el 66% presentaron MU: un grupo “satélite”
de la albumina (similares en carga y peso
molecular), entre las que se encuentra el
Oroso, laA1AT, laZAGylaproteinaque unela
Vitamina D y otro grupo que denominamos
“las tres Marias” con movilidad electro-
forética en beta 1 que corresponden a ITIH4,
BTyLG3.

El Oroso no solo es una proteina de
sintesis hepatica, sino que también puede ser
sintetizado por otros tejidos o células, tales
como el endotelio vascular (17). Si bien su
funcién en este tipo de endotelio no esta
claramente definida, interviene en la
permeabilidad selectiva de la barrera de
filtracion glomerular aportando cargas

negativas al glicocalix del endotelio (18).
Ademas, es un poderoso predictor de
mortalidad cardiovascular (CV) en pacientes
normoalbuminuricos con diabetes tipo 2
(19).

La ZAG estd involucrada principal-
mente enladeplecion de dcidos grasos desde
el tejido adiposo, subsecuentemente
llamada “factor movilizador de lipidos” (20).
La BT cataliza la isomerizacidon de la
prostaglandina H2 a prostaglandina D2 y esta
involucrada en varias acciones fisioldgicas
como laregulacion del suefio, la inhibicion de
la agregacion plaquetaria y la induccion de la
vasodilatacion (21-24).

.

Figura 5. Analisis de Electroforesis Bidimensional
en los distintos estadios de la ND: normo, micro,
macroalbuminuricos, pre-dialisis y dialisis.

A1M: Alfa 1 microglobulina, ITIH4: Alfa 1 tripsina
Inhibidor cadena pesada H4, BT: Beta Trace, RBP:
Proteina que liga el Retinol, B2M: Beta 2
microglobulina, OROSO: Orosomucoide
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En pacientes con angina pectoris, la
concentracién plasmatica de BT en la vena
cardiaca mayor fue mas grande que en las
arterias coronarias, sugiriendo que la BT es
biosintetizada y secretada por el miocardio o
en las células endoteliales esclerdticas (25).
Ademas, la fuerza de rozamiento o la tension
entre la sangre que circulay la pared vascular
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(fluid shear stress) fue reportado que
aumenta la produccion de la expresion del
ARNm de BT en células vasculares
endoteliales (26). Hirawa N et al. en 2001
demostraron la excrecidon urinaria incre-
mentada de BT en pacientes con estadio
temprano de ND (27). El péptido LG3 es un
fragmento del Perlecan, un proteoglicano
ampliamente expresado en estadios de
desarrollo temprano, en muchos tejidos
vascularizados y en el cartilago avascular,
gue interactia con otros componentes de la
membrana basal glomerular (MBG), y varios
factores de crecimiento durante la
vasculogénesis (28)(29). La célula endotelial
apoptotica libera proteasa, las cuales
inducen protedlisis de la MBG, una
caracteristica de la vasculopatia crénica del
trasplante (30)(31). La protedlisis del
perlecan de la MBG lleva a la produccién de
un fragmento activo carboxilo terminal
(LG3) antiapoptdtico en las células del
musculo liso vascular y en fibroblastos (32)
(33). El LG3 aparentemente aumenta su
concentracion en los distintos estadios de la
ND, aun en los dializados, coincidentemente
con elavance del dafiorenal (Fig. 4).

®.

Figura 6. Orinas de pacientes normoalbu-
minuricos, sin tratamiento.

OCt: orina control tubular. Del 1 al 10 ver
referenciasen Tablallll.
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La ITIH4 es una proteina de fase
aguda sintetizada principalmente por el
higado (34). La proteina de 120 kDa fue
propuesta como precursora de péptidos
bioactivos generados por la calicreina
plasmatica (35). La ITIH4 genera dos
fragmentos, uno carboxilo terminal de 35
kDay el otro de 85 kDa. El de 35 kDa, el cual
estda Oglicosilado, permanece intacto
mientras que el de 85 kDa se continuda
fraccionando (36). Los niveles de calicreina
tisular estdn incrementados tempra-
namente en el rindn de ratas con diabetes
tipo 2 inducida por estreptozotocina, y
disminuyen los niveles en estadios mas
avanzados de la enfermedad (37). Esto
estaria en concordancia con los aparentes
niveles aumentados del fragmento de 35
kDa y con la subsiguiente disminucién
conforme al avance de la nefropatia (Fig.
4)(Fig. 5).

La Alm esta presente en el tejido
conectivo perivascular de muchos érganos.
La Alm-matriz estd distribuida en la
interface entre células y el entorno externo
(38)(39). Porinmunorreactividad, la Alm fue
revelada en fibras elasticas del tejido
conectivo de piel, colon y pulmén, y en la
l[dmina elastica interna de los vasos
sanguineos (40).

En las lesiones ateroesclerdticas la
reaccion inflamatoria esta presente, y se han
detectado subtipos de IgG, sugiriendo la
participacién de células policlonales B,
ademas de la deteccion de ARNm de
interleuquina 6, 1alfay 1 beta (41).

Ademds, la presencia de cadenas
livianas policlonales constituye un marcador
de dafio vascular reversible con disfuncién
renal que precede a la progresion de la falla
renalirreversible (42).

Jain et al. demostraron por electro-
foresis bidimensional convencional y
espectrometria de masas en muestras de
orina de pacientes con diabetes tipo 2
microalbumindricos, la presencia de
proteinas adicionales, como la ZAG, el
Oroso, laA1ATylalgG (43).

Las proteinas ZAG, Oroso, ITIH4, BT,
LG3, Alm vy cadenas livianas de inmuno-

globulinas policlonales parecen tener como
denominador comun al endotelio vascular,
ya que algunas como la ZAG y el Oroso
intervienen en la permeabilidad vascular. La
BT sintetiza prostaglandina D2 importante
en la relajacién del musculo liso arterial, el
péptido LG3 es generado de un proteo-
glicano a partir de proteasa de la célula
endotelial apoptotica, y el fragmento ITIH4
de 35 kDa es generado por la calicreina, la
cual forma parte del sistema calicreina-
kinina implicado a nivel circulatorio
sistémico y renal, semejante al sistema
renina-angiotensina pero con efectos
opuestos. Se podria decir que este grupo de
proteinas parecen reflejar un cambio en el
endotelio vascular y una interaccion entre la
célulaendotelial yla matriz extracelular.

Basturk T et al. (44) observaron que
la presencia de proteinuria tubular puede
ser un indicador temprano de enfermedad
renal diabética en pacientes normoal-
buminuricos. Schultz et al. reportaron que
los marcadores de disfuncion tubular no
predicen el riesgo de microalbuminuria en
diabetes tipo 1 (45). El tratamiento con
perindopril/indapamida tuvo un efecto
beneficioso sobre el dafio tubular en la ND
(44). En la Figura 6 y en la Tabla Ill, se
observan orinas de pacientes sin y con
diabetes sin tratamiento hipoglucemiante,
ni hipertensivo, ni hipocolesterolémico. Se
observa que las MU también estan
presentes en pacientes no DBT pero con
otros factores de riesgo CV tales como la
obesidad, la hipertension arterial sistémica
(HTA)y la hipercolesterolemia.

La injuria tubular estd presente en
estadios tempranos de nefropatia hiper-
tensivay puede preceder al dafio glomerular
(46). Por otra parte, la microalbuminuriay la
proteinuria de origen tubular son predic-
tores de riesgo de morbi-mortalidad CV en
hipertension esencial. En un estudio de 3529
pacientes hipertensos no diabéticos, la
microalbuminuria y la proteinuria tubular
incrementaron la incidencia de eventos
cardiovasculares. La normalizacion de la
microalbuminuria, de la proteinuria tubular
o de la macroproteinuria durante el
tratamiento con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA),
correlaciond con la reduccidn de los eventos

s
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cardiovasculares. Los pacientes con microal-
buminuria y proteinuria tubular tuvieron
peor prondstico al ser comparados con los
que tenian solamente microalbuminuria o
proteinuriatubular (47).

La técnica propuesta de 2D UC, abre
el espectro de proteinas urinarias, las cuales
no se detectan actualmente por los métodos
de rutina empleados en el Laboratorio
Clinico. Estas podrian reflejar un dafo a nivel
vascular y tubulointersticial, y ser de
importancia en la deteccion precoz y en el
seguimiento de los distintos tipos de
nefropatias.

En un modelo de co-cultivo de células
humanas de tejido microvascular endotelial y
epitelio tubular proximal, se demostré la
existencia de una compleja red de comuni-
cacién entre las mismas, que terminaria
afectando la funcion de la célula tubular
proximal renal (48).

Finalmente, se concluye que la meto-
dologia implementada permite identificar a
las MU en el estadio temprano previo a la
microalbuminuria en la ND, las cuales se
podrian evaluar por SDS-PAGE 1D. Si bien el
porcentaje de pacientes con el perfil de MU
entre 6825 kDa es alto en comparacion con
los pacientes que progresan a la ND, es de
importancia clinica tener en cuenta otros
factores de riesgo CV debido a que las MU
podrian estar reflejando una alteracién en la
microvasculatura renal y/o sistémica y no
significar una progresion a la ND. Las MU
detectadas en los pacientes con diabetes tipo
2 normoalbumindricos no son marcadoras de
dafio tubular, debido a que en el estadio de
falla renal avanzada, estas no aumentan su
concentracion y muy por el contrario, algunas
hasta disminuyen su valor. Por otra parte,
estas proteinas estarian estrecha mente
vinculadas con el endotelio vasculary podrian
reflejar una reaccion inflamatoria en el endo-
telio glomerular y peritubular, conjunta-
mente con la presencia de modificaciones
hemodindmicas en el rifién, y estar
comprometiendo el mecanismo de reabsor-
cién tubular de dichas proteinas. Este perfil
vascular-tubular urinario seria de utilidad en
patologias sistémicas con riesgo CV y
funcionalidad renal conservada.
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