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Resumen

La enfermedad renal crénica (ERC) constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial, y su diagndstico suele realizarse en etapas avanzadas, cuando la pérdida de la funcién renal
ya es considerable. Ante esta problematica, se ha impulsado la busqueda de biomarcadores moleculares que
permitan la deteccién temprana del dafio renal. En este estudio se explor6 el uso de sedimento urinario como
fuente de ARN para el andlisis de expresion génica mediante RT-PCR, dada su accesibilidad, caracter no
invasivo y el gran volumen disponible de muestra, lo cual representa una ventaja significativa frente a métodos
tradicionales como la biopsia renal. Se analizaron muestras de orina provenientes de pacientes con
diagnéstico de ERC y de controles sin enfermedad renal. Tras la obtencién de ARN de buena calidad, se
realizé la sintesis de ADNc y la posterior amplificacion por PCR de los genes PGC-1a, WSF1 y CUBN,
previamente seleccionados mediante revision bibliografica y analisis bioinformatico. Los resultados mostraron
una disminucion en la expresién de PGC-1a'y CUBN en pacientes con ERC, mientras que WSF1 se encontro
sobreexpresado, en concordancia con procesos de disfuncién mitocondrial, alteracion de la reabsorcion
tubular y estrés celular cronico. Estos hallazgos preliminares respaldan la viabilidad del uso de orina como
herramienta diagndstica molecular en el contexto de enfermedad renal. Sin embargo, es necesario ampliar el
tamafio de muestra, incorporar nuevos genes candidatos y aplicar analisis estadisticos robustos que validen
su utilidad clinica. Esta linea de investigacién busca contribuir al desarrollo de un panel de biomarcadores
urinarios de aplicacion temprana, particularmente en pacientes con factores de riesgo como diabetes mellitus
o hipertensién arterial, permitiendo una intervencién oportuna y mejorando el prondstico.
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Enfermedad Renal

La enfermedad renal constituye un importante problema de salud publica creciente a nivel global. Segun la
Organizacion Panamericana de la Salud las enfermedades renales ocuparon en 2019 la octava causa de
muerte en América. En México, se estima que entre 11 y 12 millones de personas la padecen, de las cuales
entre el 1% y 3% se encuentra en etapa terminal, asi mismo preocupa el aumento de casos en jévenes sin
antecedentes familiares, lo que apunta a una fuerte influencia ambiental y social
(https://www.paho.org/es/enlace/causas-principales-mortalidaddiscapacidad). En el estado de Guanajuato,
en particular, se enfrenta una situacion critica en municipios como Dolores Hidalgo, debido a la exposicion al
arsénico en el agua, lo que ha significado un incremento en los casos de enfermedad renal y a su vez ha
incrementado la lista de espera para trasplante renal en el estado a mas de 1300 personas entre 15y 50
afos (https://salud.guanajuato.gob.mx).

Las enfermedades renales (ER) pueden presentarse de forma aguda o crénica, y sus manifestaciones clinicas
varian desde sintomas inespecificos hasta complicaciones severas. Los sintomas pueden ser especificos
(hematuria, dolor lumbar) o inespecificos (anemia, retraso en el crecimiento), presentandose de forma aguda
o cronica (Levey et al., 2013) (Figura 1). La Insuficiencia renal aguda (IRA) se clasifica en tres tipos
fisiopatologicos: prerrenal, causada por hipoperfusion renal (p.ej. deshidratacién, hipotensién), renal o
parenquimatosa, donde hay un dafo directo a estructuras del rifidn, como glomérulos o tubulos, y postrenal
u obstructiva la cual ocurre por un bloqueo en el flujo urinario, como calculos renales o hipertrofia prostatica
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(Makris & Spanou, 2016). Por otro lado, la enfermedad renal cronica se caracteriza por una pérdida progresiva
e irreversible de la funcion renal, asociada frecuentemente con diabetes mellitus, hipertension arterial,
glomerulopatias y nefropatias hereditarias (Levey et al., 2002; Johnson et al., 2004).

A nivel fisiopatoldgico, la enfermedad renal cronica (ERC) implica una pérdida de nefronas funcionales que
genera una sobrecarga en las restantes, activacion de citocina proinflamatorias como TNF-q, IL-6 e IL-13
(Ramesh & Reeves, 2004) que a su vez inducen estrés oxidativo (Lee et al., 2024) y activacién de las vias
de fibrosis mediadas por TGF-B (Gekle et al., 2003; Lv et al., 2018). Estos procesos afectan a proteinas claves
en la fisiologia renal como la Cubilina (codificada por el gen CUBN) y la Megalina (codificada por el gen LRP-
2) y en conjunto estan involucradas en la endocitosis de proteinas plasmatica en el tibulo proximal.
Mutaciones o disfunciones en LRP2 también llevan a la perdida de proteinas por orina y alteracién en la
reabsorcion tubular (Gekle et al., 2003, Nielsen et al., 2016; Christensen & Nielsen, 2006). También se ve
afectada la Wolframina (codificada por el gen WSF-1), la cual esta implicada en la homeostasis del reticulo
endoplasmico, alterandose en condiciones de estrés celular cuya deficiencia puede desencadenar apoptosis
de células renales (Franceschini et al., 2012; Padilla-Martinez et al., 2021). La proteina PGC-1a se encuentra
en niveles reducidos en muestras de tejido renal afectado, y es un regulador de la biogénesis mitocondrial,
cuya disfuncion esta asociada con la enfermedad renal crénica (Tran et al., 2011).
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Figura 1. Infografia sobre el funcionamiento del rindn y la salud renal.
Fuente: Diserio de los autores.
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Diagnostico de la Enfermedad Renal

Actualmente el diagnostico de la enfermedad renal se basa principalmente en la tasa de filtracion glomerular
estimada (TFGe) y en la proteinuria (Lopez-Heydeck et al., 2018.), siendo uno de los principales indicadores
clinicos de la funcién renal. Disminucion en la tasa de filtracion glomerular se correlaciona directamente con
la progresién del dafio renal. Sin embargo, estos métodos solo detectan el dafio cuando ya se ha perdido
mas del 50% de la funcion renal (Grubb, 2010). De acuerdo con el Instituto Nacional de Diabetes y
Enfermedades Digestivas y Renales, se dice que una persona tiene insuficiencia renal si la funcion de este
6rgano disminuye a menos de un 15% del valor normal. Todas estas limitaciones han impulsado la busqueda
de biomarcadores moleculares que permitan detectar dafio en etapas tempranas que permitan mejorar el
prondstico de los pacientes.

La aplicacion de herramientas moleculares, como la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
ha demostrado sensibilidad y especificidad en el diagndstico de diversas patologias (Farfan, 2015). Su uso
en muestras no invasivas como la orina podria revolucionar el cémo se diagnostican y tratan las ER. El uso
de muestras no invasivas como la orina facilita la implementacién de pruebas moleculares en la practica
clinica. El sedimento urinario contiene material genético que permite estudiar la expresion de genes asociados
al dafio renal temprano, incluso antes de alteraciones clinicas evidentes (Hilhorst et al., 2013; Cao et al.,
2018) (Figura 2).
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Figura 2. Infografia sobre el diagndstico molecular aplicado en la deteccién de enfermedades renales.
Fuente: Diserio de los autores.
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Como parte del disefio metodologico, se realizé una revision bibliografica y bioinformatica con el objetivo de
identificar genes con potencial diagndstico en etapas tempranas de dafio renal. Se priorizaron aquellos
relacionados con procesos fisiopatoldgicos clave como la reabsorcion tubular, el estrés celular, la inflamacion
cronica y la disfuncion mitocondrial. Para ello, se consultaron fuentes cientificas indexadas en PubMed y
bases de datos especializadas como Nephroseq, que permiten explorar perfiles de expresion génica
diferencial en tejidos renales sanos y patoldgicos. Esta estrategia integradora fortalecio la justificacion de los
genes seleccionados como posibles biomarcadores urinarios para el diagnostico temprano de enfermedad
renal crénica. En la siguiente tabla se resumen los genes seleccionados, su funcion fisiologica y las fuentes
que respaldan su relevancia clinica:

Tabla 1. Genes candidatos para el andlisis de expresion en sedimento urinario y su relacion con el dafio renal.

GEN FUNCION REFERENCIA

CUBN Codifica la Cubilina, una proteina https://www.nephroseq.org
endocitica del tubulo proximal que impide
la pérdida urinaria de albumina, ApoA1,
hemoglobina y mioglobina.

LRP2 Codifica Megalina, un receptor  Christensen & Gburek, 2004;
multiligando que colabora con Cubilina en  Motoyoshi et al., 2008.
la reabsorcion de proteinas en el tubulo
proximal. Su disminucién se asocia con
proteinuria y dafio tubular.

WSF1 Codifica la Wolframina, una proteina del  Franceschini et al., 2012;
reticulo endoplasmico asociada con estrés  Padilla-Martinez &
celular y alteracion de la filtracion  Wojciechowska et al., 2021.
glomerular.

PGC-1a Regulador maestro de la biogénesis  p_qila-Martinez &
mitocondrial. Su expresién se incrementa Wojciechowska et al., 2021
en nefropatia y disfuncién energética de ’
células renales.

B2M Codifica la B2-microglobulina,  Donadio et al., 2001;
componente del MHC-I. Elevada en orina  https://www.nephroseq.org
ante disfuncion tubular o inflamacién
cronica.

LCN2 Codifica la  Lipocalina-2  (NGAL), Mishra et al., 2003; Bolignano et
biomarcador temprano de dafio tubular.  al., 2008.
Se eleva en orina y suero ante lesion renal
aguda.

A partir del analisis de los genes candidatos, se disefiaron oligonucledtidos especificos para PCR punto final,
considerando criterios de especificidad, longitud y estabilidad. Los oligos generados tienen una longitud
promedio de 20 pares de bases, una temperatura de alineamiento (Tm) entre 55 y 60 °C, y fueron
seleccionados para evitar la formacion de estructuras secundarias como dimeros o bucles en horquilla. El
disefio se llevé a cabo mediante la herramienta OligoPerfect™ Designer (Thermo Fisher Scientific), lo que
garantiza su adecuacién para futuras aplicaciones en analisis de expresién génica a partir de sedimento
urinario.

Obtencion de muestras clinicas y caracterizacion inicial

Se obtuvieron un total de seis muestras clinicas de orina: tres de ellas provenientes de pacientes con
diagnéstico confirmado de enfermedad renal crénica (ERC) y tres controles negativos, correspondientes a
personas sin evidencia clinica de disfuncion renal. Las muestras fueron proporcionadas por el Hospital
General de Silao, proyecto con el nimero de registro INVHGS-2025-01, la aprobacién del Comité de Etica
(COBIOETICA-11-CEI-001-20200206) y la aprobacién de la Comisién de Investigacién, Vinculacién y
Extensién del Consejo Divisional de Ciencias Naturales y Exactas.
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Previo al andlisis molecular, todas las muestras fueron sometidas a un examen general de orina (EGO) para
su caracterizacion inicial. En los pacientes con ERC se detectd proteinuria moderada y presencia de
microalbdmina en el analisis quimico, mientras que en los individuos control estos parametros fueron
negativos (Tabla 2). El examen microscoépico del sedimento reveld la presencia de cristales en 4 de las 6
muestras analizadas. Las observaciones microscopicas fueron documentadas mediante registro fotografico,
lo que permitira correlacionar las alteraciones morfologicas con los perfiles de expresion génica en analisis
posteriores (Figura 3).

Tabla 2. Resultados del examen general de orina (EGO) en las muestras analizadas.

MUESTRA DIAGNOSTICO PROTEINURIA MICROALBUMINA CRISTALES EN
SEDIMENTO
PACIENTE 1 ERC PRESENTE sl Moderados; cristales de
fosfato triple
PACIENTE 2 ERC PRESENTE sI Abundantes; cristales de
oxalato de calcio
PACIENTE 3 ERC PRESENTE sI Abundantes; cristales de
oxalato de calcio
CONTROL 1 SIN ENFERMEDAD AUSENTE -
CONTROL 2 SIN ENFERMEDAD AUSENTE -
CONTROL 3 SIN ENFERMEDAD AUSENTE - -
A B. C

Figura 3. Microfotografias representativas de sedimento urinario observadas al microscopio éptico. Las imdgenes A-C corresponden a pacientes con
enfermedad renal crénica (ERC), mientras que las imdgenes D-F pertenecen a controles sanos. Se observa una mayor presencia de estructuras celulares y
cristales en los pacientes con ERC, en comparacién con los controles.

Analisis de la expresion génica en sedimento urinario de pacientes con
enfermedad renal cronica

Para la obtencion del RNA total se empled el sedimento urinario de pacientes con enfermedad renal cronica
y controles sanos. La recoleccién de orina constituye una alternativa no invasiva, accesible y de bajo costo,
que permite disponer de grandes volumenes de muestra, lo cual representa una ventaja significativa para
estudios moleculares.
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La extraccion del RNA se realizdé mediante el método con TRIzol®, con ajustes progresivos en las condiciones
de centrifugado y purificacion, tras varios intentos iniciales en los que se obtuvo RNA de baja integridad o
degradado. Finalmente, se logré aislar RNA de buena calidad, adecuado para la sintesis de cDNA y posterior
amplificacion por PCR, como se observa en la Figura 3, donde se muestran las bandas correspondientes al
ARN ribosomal 18S y 28S.

Estos resultados confirman que es factible obtener ARN de calidad a partir de orina, abriendo la posibilidad
de utilizar este tipo de muestra para estudios de expresion génica asociados a dafio renal, sin recurrir a
procedimientos invasivos como biopsias.

pb
1500
28S
650 18S
100

Figura 4. Andlisis de calidad del ARN total extraido del sedimento urinario de pacientes con y sin enfermedad renal crénica, mediante electroforesis en
gel de agarosa. Se observan las bandas correspondientes a los ARN ribosomales 28S y 18S, indicativas de integridad del ARN. M: marcador de peso
molecular. Carriles 1 a 3: muestras de pacientes con diagndstico de ERC. Carriles 4 a 6: muestras de pacientes considerados controles sanos.

Posteriormente, se verificd que el RNA estaba libre de DNA gendémico mediante PCR usando el RNA como
templado para amplificar un fragmento del gen constitutivo GAPDH. No se obtuvo amplificacion indicando
que esta libre de ADN genémico (datos no mostrados). Posteriormente se sintetizd el ADNc usando
transcriptasa reversa. Para evaluar la calidad del ADNc sintetizado se realizé una PCR para amplificar un
fragmento del gen GAPDH. En la figura 4 se observa el amplicon de 95 pb correspondiente al gen GAPDH,
indicando que el cDNA sintetizado es de buena calidad.
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Figura 5. Reaccion de PCR para el gen constitutivo GAPDH. Se observa una amplificacion exitosa en todas las muestras positivas, con bandas de
intensidad similar, lo que indica una retrotranscripcion eficiente y una cantidad comparable de ARN inicial. M. Marcador de peso molecular. Carril 1:
paciente 1 con ERC; Carril 2: control sano; Carril 3: control negativo; Carril 4: paciente 2 con ERC; Carril 5: control sano; Carril 6: control negativo; Carril
7: paciente 3 con ERC; Carril 8: control sano; Carril 9: control negativo.

Se realizo la evaluacion de la expresion de los genes PGC-1a, WSF1y CUBN mediante PCR convencional
a partir de cDNA obtenido del sedimento urinario de pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) y
controles sanos. En la Figura 5 se muestran los productos de amplificacion correspondientes, en donde los
carriles 1 a 3 representan muestras de pacientes con ERC y los carriles 4 a 6 corresponden a controles sin
diagnéstico de enfermedad renal.
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Figura 6. Andlisis de la expresion de genes asociados a daiio renal en muestras de sedimento urinario mediante PCR. Se muestran los productos de
amplificacién de cDNA correspondientes a los genes: A. PGC-1a (panel superior izquierdo), B. WSF1 (panel superior derecho) y C. CUBN (panel inferior).
En todos los casos, los carriles corresponden a: M: marcador de peso molecular; 1-3: pacientes con enfermedad renal crénica; 4-6: controles sanos.

Los resultados muestran para el gen PGC-1a, regulador clave de la biogénesis mitocondrial y del metabolismo
energético celular, una ausencia de bandas visibles en las muestras de pacientes con ERC, mientras que los
controles presentaron amplificacion consistente. Este resultado es compatible con estudios previos que
indican una disminucion en la expresion de PGC-1a en condiciones de disfuncidon mitocondrial asociada a
dafio renal crénico. En contraste, el gen WSF1, relacionado con la respuesta al estrés del reticulo
endoplasmico y alteraciones glomerulares, mostré una mayor intensidad de bandas en los pacientes con ERC
respecto a los controles, lo cual sugiere una sobreexpresion de este marcador ante condiciones de estrés
celular persistente. Finalmente, para el gen CUBN, que codifica la proteina cubilina involucrada en la
reabsorcion de proteinas en el tubulo proximal, se observé una disminucion en la intensidad de las bandas
en pacientes con ERC en comparacion con los controles sanos. Este hallazgo coincide con el conocimiento
actual que relaciona la disminucion de la expresion de CUBN con la pérdida de funcién tubular y la presencia
de proteinuria.

En conjunto, estos resultados preliminares son consistentes con lo reportado en la literatura y respaldan el
uso potencial de estos genes como biomarcadores de dafo renal, se planea usarlo en etapas tempranas o
moderadas, al reflejar alteraciones fisiopatoldgicas clave en la funcién tubular y la homeostasis celular. No
obstante, es necesario ampliar el niumero de muestras tanto de pacientes como de controles, asi como
evaluar otros genes candidatos con base en analisis bioinformaticos y reportes previos (como LRP2, B2M'y
LCN2, entre otros) para robustecer la evidencia. Ademas, se requiere incorporar herramientas estadisticas
que permitan validar la significancia de las diferencias observadas. A futuro, estos esfuerzos podrian
contribuir al desarrollo de un panel molecular de diagnéstico temprano, particularmente util en pacientes con
factores de riesgo como hipertension arterial o diabetes mellitus, facilitando la identificacién oportuna de dafio
renal subclinico.

Conclusiones

e Laorina, al ser una muestra no invasiva, abundante y de facil recoleccion, representa una alternativa
viable para el analisis de expresion génica en el contexto del dafio renal. En este estudio, se logré
obtener ARN de buena calidad a partir del sedimento urinario, lo que permitié amplificar genes
mediante RT-PCR vy detectar diferencias en su expresion entre pacientes con enfermedad renal
cronica (ERC) y controles sanos.
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e Los resultados mostraron una disminucion en la expresion de PGC-1a y CUBN, asi como una
sobreexpresion de WSF1 en pacientes con ERC, hallazgos que se alinean con los mecanismos
fisiopatologicos asociados a la enfermedad. Estos datos preliminares respaldan el potencial uso de
estos genes como biomarcadores urinarios de dafio renal. No obstante, se requiere ampliar el
tamafo de muestra, analizar nuevos genes candidatos e incorporar herramientas estadisticas que
permitan validar su utilidad diagndstica.
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