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INTRODUCCION

El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para
los pacientes con enfermedad renal en etapa terminal.
A pesar del constante mejoramiento en el manejo de la
inmunosupresion y en la comprensién de los mecanis-
mos inmunes pre y post trasplante, la principal amena-
za a la supervivencia del injerto es el rechazo.

La mayoria de protocolos alrededor del mundo im-
plementan el estudio histopatoldgico de biopsia renal
para el diagnostico de rechazo. No obstante, la biop-
sia es un procedimiento invasivo que puede compro-
meter la funcidn del érgano y que esté limitado a una
alta tasa de error dadas la subjetividad y la variabilidad
entre observadores. Lo anterior pone de manifiesto la
necesidad de desarrollar herramientas diagndsticas
y prondsticas alternas que ademds de sensibles sean
poco invasivas. En el caso del trasplante renal, la orina
se ha propuesto como una fuente de biomarcadores
que podrian dar cuenta del estado y funcidn del injer-
to, al tiempo que puede ser una fuente fiable y no inva-
siva para la comprensién de los mecanismos inmuno-
moleculares que median el desenlace del érgano.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque desde el primer trasplante renal exitoso en
1954 se empezaron a estudiar y comprender [os me-
canismos celulares efectores implicados en el recha-
z0 y en la tolerancia del injerto, hasta la fecha, poco
se conoce de los mecanismos moleculares que bien
podrian estar gobernando los diferentes desenlaces.
Aunque se han propuesto genes candidatos y micro
RNAs ya sea como biomarcadores o como regula-
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dores de los mecanismos efectores de rechazo o to-
lerancia, ain no se conoce un perfil de expresiéon
génica diferencial asociado a un desenlace. Por otro
lado, aunque existen diferentes reportes en los que
se implementan muestras no invasivas alternas al
tejido renal como es el caso de la orina, su imple-
mentacién en estudios de expresion génica ha sido
limitada, especialmente en metodologias de uGltima
generacién como la secuenciacién del transcripto-
ma, dada la alta tasa de degradacién de los diferen-
tes RNA presentes en esta muestra, [0 que contrasta
con la alta calidad e integridad del RNA requeridas
para la secuenciacion.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los perfiles de expresion génica diferen-
cial asociados con rechazo o aceptacién en pacientes
trasplantados de rinén.

METODOLOGIA

Grupos de estudio y muestras:

Se incluirdn pacientes trasplantados de riién con re-
chazo agudo antes y después del tratamiento inmu-
nosupresor, pacientes en rechazo cronico, pacientes
en didlisis, pacientes tolerantes o con funcién estable
del injerto por mas de diez afnos e individuos sanos.
De todos los individuos se tomardn muestras de san-
gre periférica (10 mL) y orina (400 mL), excepto de
los pacientes en didlisis de quienes solo se tomara
muestra de sangre. Adicionalmente, de los pacientes
en rechazo se tomaran dos cilindros de biopsia renal.
Cada grupo de estudio estara constituido por cuatro
individuos.

Estandarizacion de la extraccion de RNA:

Para el proceso de estandarizacion se implementa-
ron columnas de membranas de silica y Tri Reagent.
Para ambos casos se evaluaronn tanto el rendimiento
como la calidad del RNA aislado. Posteriormente se
evalud la calidad por electroforesis en gel de agarosa
y por electroforesis capilar.

Preparacion de librerias de cDNA y secuenciacion
de RNA:

Para la preparacion de librerias se implementara el Rit
Sure Select RNA Direct. La secuenciacién se realizara
con NovaSeq6000.
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ANALISIS DE DATOS

A los datos se les hard un analisis inicial con el fin de
eliminar el ruido generado en la secuenciacion. Pos-
teriormente se hara un mapeo contra un genoma de
referencia, se evaluara la cobertura y se construiran
tablas con los genes regulados. Posteriormente, estos
datos serviran como insumo para el andlisis de expre-
sion diferencial y de categorias funcionales mediante
el software R, asi como herramientas como Gene On-
tology, String e Ingenuity Pathway Analysis.

RESULTADOS PRELIMINARES

Estandarizacion:

La extracciéon con columnas de silica no tuvo buen
rendimiento en ninguna de las tres muestras. Ademas
se observd abundante contaminacién con DNA gené-
mico y baja calidad. Con la extraccion con Tri Rea-
gent se observaron tanto buen rendimiento y calidad
como menor contaminacion con DNA. No obstante,
para las muestras de orina no se observaron valores
de integridad (RIN) dentro de los pardmetros conven-
cionales por lo que se opté por considerar un para-
metro alternativo (DV200).

Preparacion de librerias de cDNA:

Se realizd una evaluacion piloto para determinar la
funcionalidad del RNA extraido con la metodologia
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seleccionada. El tamano promedio de las secuencias
obtenidas fue de 324 bp y 334 bp para sangre y orina,
respectivamente.

DISCUSION

La identificacion de mecanismos moleculares implica-
dos en el rechazo y la tolerancia del injerto renal es ac-
tualmente un importante tema de investigacion. Hasta
la fecha, aunque ha habido una amplia exploracion,
poco se conoce del papel de muestras como la orina,
la cudl puede ser una fuente relevante tanto de biomar-
cadores como de informacion asociada a los mecanis-
mos inmuno-moleculares implicados en el desenlace
del injerto. Dada su naturaleza, la orina se convierte en
una muestra poco idénea para la extraccion de RNA
para tecnologias de nueva generacién. Sin embargo,
con la adaptacion de un protocolo de extracciéon y la
evaluacion de los parametros de calidad e integridad
con herramientas alternativas como el DV200, hemos
logrado obtener cDNA a partir de RNA de sedimento
urinario, para su posterior implementacién en secuen-
ciacién. Posteriormente, al comparar los perfiles de ex-
presidn génica en las diferentes muestras, asi como en
los diferentes grupos, serd posible establecer un perfil
de transcriptos asociados a los diferentes desenlaces
del injerto, asi como las vias de sefializacidon que tienen
[ugar en el rechazo o la tolerancia.
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