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Resumen

La nefropatia lupica (NL) es una complicacion del lupus eritematoso
generalizado (LEG) en la que se presenta desde proteinuria leve
asintomatica hasta glomerulonefritis que progresa rapidamente a
insuficiencia renal, afectando hasta el 60% de los pacientes que han sido
diagnosticados con LEG dentro del primer ano. La biopsia renal, utilizada
para determinar clase especifica y severidad de la NL, es un procedimiento
invasivo, presenta riesgos y complicaciones renales severos como
hematuria macroscopica, hematoma peri-renal, infeccion, dano a érganos
adyacentes e incluso, en casos extremos pérdida renal y muerte. Una de
las células clave en la patogenia de la NL, son las células B, ya que
contribuyen de manera importante en la generacion y exacerbacion de la
enfermedad dada por la produccion de auto-anticuerpos, presentacion de
auto-antigenos, secrecion de citocinas pro-inflamatorias y vesiculas
extracelulares. Actualmente se sabe que en varias enfermedades existe un
aumento del numero de vesiculas extracelulares (VEs) en diferentes
fluidos, como la orina. Por tanto, se pueden obtener biomarcadores para el
prondstico de la enfermedad. Asi, en este trabajo se evalud la presencia
de VEs en orina en pacientes con NL activa, LEG con y sin actividad, y en
individuos sanos. Las tetraspaninas (CD37, CD53, tetraspanina33) vy
ADAM10 se identificaron  en VEs mediante citometria de  flujo
y miRNAs relacionados con células B mediante gqPCR. Encontramos una
mayor cantidad de VEs, asi como de miRNAs en pacientes con NL activo,
que en individuos sanos o en pacientes con LEG sin actividad. Ademas,
algunas de estas variables correlacionan con los datos clinicos de
enfermedad activa, por lo que se sugiere que se puedan utilizar

como biomarcadores para el pronostico de NL.



Abstract

Lupus nephritis (LN) is a complication of systemic lupus erythematosus
(SLE); its clinical presentation ranges from asymptomatic mild proteinuria to
glomerulonephritis that progresses rapidly to renal failure, affecting up to
60% of patients who have been diagnosed with SLE. Renal biopsy is useful
to establish the specific class and severity of LN, but being an invasive
procedure, it presents renal risks and complications such as macroscopic
hematuria, peri-renal hematoma, infection, damage to adjacent organs and
in severe cases renal loss and death. It is currently known that in several
diseases there is an increase in the number of extracellular vesicles (EVs)
in different fluids, such as urine. Therefore, biomarkers can be obtained to
determine the disease prognosis. Thus, this work, evaluated of urine EVs
(UuEVs) in patients with active LN, SLE with and without activity, and in
healthy individuals. Tetraspanins (CD37, CD53, tetraspanin33), and
ADAM10 were identified by flow cytometry and B-cell-related miRNAs by
gPCR. We found a greater amount of uEVs, as well as miRNAs in patients
with active LN, than in healthy individuals or in patients with SLE without
activity. In addition, some of these variables correlate with the clinical data
of active disease, therefore, it is suggested that they can be used as

biomarkers for the prognosis of LN.
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1 Introduccion

1.1 Lupus Eritematoso Generalizado

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune,
en la que se generan auto-anticuerpos, los cuales pueden afectar diversos
tejidos entre los que destacan: articulaciones, piel, rifiones, corazon,
pulmones, vasos sanguineos e inclusive, el cerebro. Dichas afecciones
generan sintomas como eritema malar, ulceras orales y nasales, pérdida
de cabello, fiebre, cefalea, pericarditis, pleuritis, artritis, hematuria, anemia,
entre otros. Actualmente, se conoce que esta enfermedad la padecen
principalmente mujeres afroamericanas, hispanas, asiaticas e indigenas
americanas, por lo cual, se le ha atribuido a la presencia del receptor de

estrogeno 1 y a genes en el cromosoma X que regulan al sistema inmune

(1).

1.1.1 Patogenia de LEG

El desarrollo del LEG comprende una serie de fases, entre las que se
involucran: la pérdida de la tolerancia inmunolégica adaptativa, la
generacion de linfocitos T y B efectores que reconocen auto-antigenos y/o
que producen auto-anticuerpos, asi como la falla en la regulacion
inmunoldgica y defectos en la inmunidad innata; principalmente en los
mecanismos para eliminar restos de células muertas, repercutiendo en una
mayor produccién de auto-antigenos; inflamacién y dafo al tejido, Figura 1
(2).

Se ha propuesto que el paso inicial y primordial para el desarrollo del LEG
es la pérdida de la tolerancia y la elevacion de los niveles de auto-
anticuerpos, incluyendo anti-dsDNA, anti-SSA (Ro), anti-SSB (La), anti-Sm
y anti-RMPs (2,3).

Para que esta pérdida de la tolerancia se lleve a cabo se ha visto una

disminucion en la poblacién de células T reguladoras (Tregs) y un



incremento en las células Th17, las cuales secretan tanto IL-17 como IL-
21, en médula 6sea. Al mismo tiempo existe un aumento en la
concentracion de BAFF, también conocido como BLyS o CD257, que se
puede unir a tres receptores presentes en las células B: TACI, BCMA y
BAFF-R. BAFF asi como APRIL son secretadas por las células mieloides,
afectando asi la remocion de células B autoreactivas y promoviendo su
supervivencia (4).

IL-17 e IL-21 generan la formacion de centros germinales, y al haber una
enorme cantidad de estas interleucinas favorecen el desbalance entre la
poblacién de células Treg, que se encuentran disminuidas, mientras que
las células T foliculares cooperadoras (Tfth), se encuentran incrementadas
(2,5). Es importante la presencia de IL-21 para la expansién de células B y
su diferenciacion hacia células plasmaticas (6). Otras interleucinas que
participan en estos procesos son IL-4 e IL-5, secretadas por las células Th2,
e IL-2 asi como, IFN-y que las secretan las células Th1. Estas interleucinas
se han encontrado incrementadas en suero, hasta 3 afos antes de que un
individuo sea diagnosticado con LEG (7).

Existen fallas en los puntos de control para el desarrollo y diferenciacion de
las células B, principalmente entre los estadios de transicional- “naive” y
defectos en la anergia de estas células “naive”, lo que favorece la
generacion de células B autoreactivas. Ademas se conoce que la
hipermutacion somatica participa activamente, ya que los autoanticuerpos
estan hipermutados y han cambiado de clase hacia IgG (2).

Una vez que se han generado auto-anticuerpos, estos reconocen a los
antigenos, formandose complejos inmunes (Cls); debido a que hay
defectos funcionales en los macrofagos (fagocitosis y opsonizacion) se
impide la disposicion final de los restos apoptéticos. Al mismo tiempo esta
incrementada la NETosis (secrecidon de trampas extracelulares por
neutrofilos (NETS)) y contribuye a tener mas auto-antigenos porque hay un
desbalance entre la formacién y degradacién de NETs. Asimismo, la
presencia de auto-anticuerpos y C1q, inhiben a la DNAsa I, responsable de

la degradacion de cromatina (2,8,9).



La presencia de Cls permite que las células dendriticas plasmacitoides
(pDCs) se activen mediante TLR7/9 y secreten IFNa; generando una
retroalimentacion positiva para la produccion de mas NETs y de Cls. La
produccion de IFNa también genera que las células dendriticas
convencionales se activen y presenten mas antigenos a las células T, que
producen BAFF para la diferenciacion y supervivencia de células B
autoreactivas (10).

La inflamacién dada en los tejidos esta favorecida por el incremento de la
NETosis, la presencia de pDCs que secretan IFNa, esta citocina genera
que los monocitos se diferencien hacia macréfagos y células dendriticas
convencionales. También al reclutar estas células se favorece el ambiente
inflamatorio por la secrecion de citocinas como IL-6, IL-8, IL-1B, IL-12, TNF
(2).

Todos estos mecanismos en conjunto llevan a la generacion del LEG, lo
cual hace dificil el tratamiento. Ademas, existen diversas complicaciones a
las cuales pueden estar sometidos los pacientes como la nefropatia Iupica

(NL), una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad por LEG.
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Figura 1 Patogenia de LEG.

El desarrollo del LEG ocurre principalmente por tres mecanismos interconectados. En azul,
se representa la pérdida de la tolerancia inmune adaptativa. En rosa, los defectos en la
inmunidad innata, y en verde, la inflamacién y el dafio a tejido. Modificado de Zharkova

Q).

1.1.2 Diagnéstico de LEG

Para establecer el diagndstico de la enfermedad se han decretado diversos
criterios de clasificacion dispuestos por American College of Rheumatology
(ACR)/ European Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR) y
Classification Criteria for Systemic Lupus Erythematosus del Systemic
Lupus International Collaborating Clinics (SLICC); conocidos y aceptados
como indices de actividad, como el British Lupus Isles Assesment Group
Index (BILAG), el Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
(SLEDAI) (11).

El BILAG, actualizado en 2004, separa los signos y sintomas en 8 grupos
correspondientes a los dafios ocasionados en diversos o6rganos,

haciéndolo muy complejo, ya que evalua 86 parametros en total; pero al



final se llega a 4 categorias dependiendo del puntaje obtenido: A
(enfermedad grave) =12; B (enfermedad moderada) =8; C (enfermedad
leve) = 1; y D (no actividad) (12).

El SLEDAI version 2000 o SLEDAI-2K, es mas sencillo de manejar al tener
menos parametros, permitiendo evaluar diversos signos y sintomas
presentados en el mismo érgano, contiene 24 parametros con puntuacion
de 1 a 8, que al sumarse se pueden generar tres indices de actividad: leve
si es menor de 4, moderada de 4 a 8 y grave arriba de ocho 6 hasta 105
(13).

1.2 Nefropatia lupica

La nefropatia lupica es una complicacion del LEG, presenta desde
proteinuria leve asintomatica hasta glomerulonefritis que puede progresar
rapidamente a insuficiencia renal, que afecta hasta el 60% de los pacientes
que han sido diagnosticados dentro del primer afo, siendo de muy mal
prondstico (14). Los hallazgos clinicos sugestivos de compromiso renal o
también conocida como nefritis silente, son: sedimento urinario anormal, es
decir que haya hematuria y cilindros celulares en este, proteinuria
persistente, es decir, 20.5 gramos/dia, elevacion de creatinina sérica, C3 y
C4 bajo, y anticuerpos anti-dsDNA elevados. Presencia de lesiones
histolégicas leves, pero en algunos casos existe la glomerulonefritis
proliferativa difusa, de mal prondstico, caracterizada por lesiones mas
severas (15,16).

De acuerdo a los criterios del Colegio Americano de Reumatologia, la
enfermedad renal se establece si hay proteinuria persistente (0.5 g/dia o
=+++) o cilindros: de eritrocitos, de hemoglobina, granulosos, tubulares o
mixtos.

Otro indice de actividad es SLEDAI, la presencia de actividad renal se
define como cualquiera de los siguientes puntos:

1. Cilindros urinarios (presencia de cilindros hematicos o granulosos)
2. Hematuria (> 5 eritrocitos/campo en examen general de orina)

3. Piuria (>5 leucocitos/campo en examen general de orina)



4. Proteinuria (>5g/24h de reciente comienzo o aumento de la proteinuria

ya conocida en mas de 0.5g/24h).

1.2.1 Epidemiologia

El Grupo Latinoamericano de Estudio del Lupus (GLADEL), reporta que la
enfermedad renal es significativamente menos frecuente en blancos,
siendo los mestizos y afro-latinoamericanos los mas afectados, llegandose
a presentar hasta en el 70% de estos. La falla renal aguda o cronica y la
hipertension arterial es menos frecuente en blancos. Los afroamericanos y
latinoamericanos son mas propensos que la poblacion blanca a desarrollar

sindrome nefrético (17).

1.3 Biopsia renal

Desde hace mas de 50 se ha utilizado la biopsia renal como procedimiento
diagndstico, ya que provee informacion directa de cambios morfoldgicos del
parénquima renal ocasionados por diferentes patologias nefroldgicas,
permitiendo obtener los datos necesarios para llegar al tratamiento
especifico y conseguir un buen prondstico. A pesar de esto, existen riesgos
como hematuria macroscopica 35%, hematoma peri-renal 65% e incluso,

en casos muy raros, pérdida renal <0.1% (18).

La biopsia renal se emplea para determinar la clase especifica y la
severidad de la NL. Algunas indicaciones en pacientes con LEG y sospecha
de NL son, la presencia de eritrocitos dismoérficos, es decir una hematuria
inexplicable; el hallazgo de cilindros celulares, asi como proteinuria > 0.5

gramos al dia; y una disminucién en la funcién renal.

El papel de la biopsia renal en la nefropatia del LEG ha sido y sigue siendo
muy controvertido. No solo se plantea la discusién sobre si debe o no
realizarse, sino en qué momento de la evolucién de la enfermedad, qué

aspectos del resultado de una biopsia son relevantes, qué informacion cabe



esperar en cuanto a evolucion y prondstico de la nefropatia y del propio
LEG, e incluso si debe o no repetirse la biopsia y cuando. Estas
controversias no existirian si para establecer el diagnéstico de LEG o el de
NL fuera imprescindible la realizacion de una biopsia; sin embargo, no es
ese el caso, puesto que esos diagnosticos pueden establecerse en la
mayoria de los casos sobre datos clinicos y serologicos, contrariamente a
lo que ocurre en otras enfermedades, como las vasculitis, en las que la
confirmacion histologica es imprescindible. La controversia existe porque lo
que se persigue al realizar una biopsia en un paciente con LEG es
fundamentalmente establecer un prondstico e, indirectamente, contar con
una guia que dirija y optimice la utilizacion de corticosteroides e
inmunosupresores, puesto que los casos con peor pronostico seran

tratados mas enérgica y prolongadamente que los mas leves (19-24).

1.3.1 Patrones de lesion glomerular

Se reconoce que uno de los principales elementos patogénicos en la NL es
la deposicion de complejos inmunes en el tejido renal. Esta deposicion
generada por factores como la especificidad antigénica, capacidad de fijar
y activar el complemento y otras proteasas serinas, y la capacidad de
desencadenar una respuesta celular inflamatoria, da ciertos patrones de

lesion glomerular, dividiéndose en tres grupos:

1. Patron mesangial: como lo indica el nombre es una acumulacion de
Cl en el mesangio, dando origen a una hipercelularidad mesangial como
acumulo de matriz. Caracteristico en la nefropatia por IgA o en la NL

mesangial proliferativa.

2. Patréon endotelial: caracterizado por acumulacion de gldbulos blancos,
lesion de endotelial y una proliferacién endocapilar. Existe una destruccion
de la pared capilar, depdsitos de complejos inmunes grandes o moderados,

grados variables de proliferacién mesangial y formacién de medias lunas.



Caracteristico en glomerulonefritis post-infecciosa, enfermedad anti-
membrana basal glomerular y en la glomerulonefritis lupica proliferativa
endocapilar, asi como en la hipertension maligna, microangiopatia
trombotica inducida por toxinas bacterianas y eventos trombadticos en el

sindrome antifosfolipidos asociado al LEG.

3. Patron epitelial: dafo al podocito por anticuerpos y complemento,
ocasionando lesiones no proliferativas y no exudativas de la pared capilar,
caracteristico de NL membranosa o glomerulonefritis membranosa
idiopatica (22,25).

1.4 Clasificacion de la NL

En la NL se puede observar lesion en el glomérulo, los vasos, los tubulos y
el intersticio. Los hallazgos mas frecuentes y que definen los seis diferentes
tipos histo-patolégicos de NL, definidos por la Sociedad Internacional de
Nefrologia y la Sociedad de Patologia Renal en 2003, son los que afectan

al glomérulo y que se definen a continuacion, Figura 2:

- NL clase I: existe acumulacion de Cl en el mesangio puesto de
manifiesto por inmunofluorescencia, o por microscopia electrénica, por
microscopia de luz no se hallan alteraciones. Se denomina NL mesangial

minima.

- NL clase Il: presenta hipercelularidad mesangial y depdsito de ClI.
A veces puede haber escasos y pequefios Cl en la pared capilar. Se

denomina NL mesangial proliferativa.

- NL clase |lll: existen lesiones proliferativas endocapilares
segmentarias o cicatrices glomerulares inactivas, con o sin necrosis de la
pared capilar y presencia de medias lunas, asi como Cl con distribucién

segmentaria en el subendotelio, afectando menos del 50% del glomérulo,



también puede haber una proliferacion mesangial con depodsito de Cl en

esta zona.

- NL clase IV: lesiones difusas, es decir, pueden respetar al menos
la mitad del penacho glomerular, o afectar mas de la mitad de este. Se
puede presentar lesiones segmentarias en mas del 50% de glomérulo o ser
lesiones globales difusas (clase [V-S). Cuando hay proliferacién
mesangiocapilar, extracapilar, endocapilar global y difusa o asas de

alambre difusas se le conoce como clase IV-G.

- NL clase V: complejos inmunes depositados en subepitelio y de
manera granular, global o segmentario. Ademas, puede haber cualquier
grado de hipercelularidad mesangial o depdsitos subendoteliales, siendo

una NL combinada. Se denomina NL membranosa.

- NL Clase VI: presencia de glomeruloesclerosis global al 90% o
puede ser mayor a este porcentaje; asimismo puede ser un estadio
avanzado de las clases IIl, IV o V (18,22,25).

Mesangial Mesangial Proliferativa Proliferativa
minima focal difusa

Figura 2 Clasificacion de NL.

Existen 6 clases de nefropatia lUpica, se muestran las 5 mejor caracterizadas. Los paneles
superiores corresponden a tinciones de hematoxilina-eosina vistos por microscopia de luz.
Los paneles inferiores muestran por inmunofluorescencia la presencia de complejos
inmunes. Modificado de (25).
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1.5 Patogenia de NL

La acumulacion de complejos inmunes en los rifiones, principalmente
dentro de los glomérulos, es el primer paso para el desarrollo de NL en los
pacientes con LEG, ya que derivado de los Cl se presenta inflamacion y

dafo en los rifiones, Figura 3 (26,27).

Se han realizado diversos estudios en ratones para demostrar el papel
fundamental de las células plasmaticas y de las células B en |la generacion
de NL; Cheng y colaboradores inyectaron a un ratén deficiente en células
plasmaticas y células B, células plasmaticas de un ratén con lupus, las
cuales migraron hacia el bazo y médula ésea y a las 21 semanas se
encontraron complejos inmunes en los rifiones (28). En otro estudio se
identificaron células plasmaticas auto-reactivas en los rifiones (la mayor
cantidad de estas en la médula del rifidn), de ratones propensos a

desarrollar NL, asi como en pacientes con diversos grados de NL (29).

Estas evidencias nos indican que estas células son responsables de la NL,
razon por la cual se usa ciclofosfamida, un inmunosupresor para controlar
a esta poblacién de células, pero presenta alta toxicidad. Cabe mencionar
que las moléculas de sefializacion participan activamente en la generacion
de estas clonas auto-reactivas, lo que demostré Ripoll et al. en 2013 al
usar un siRNA para CD40, disminuyo el grado de NL en los ratones
tratados (30). También se ha reportado en humanos que la presencia de
BAFF y células B en el intersticio de los rifilones, correlaciona con
proteinuria, niveles altos de BUN y creatinina en el suero (31). Es
importante mencionar, que estas no son las unicas células presentes,
normalmente se encuentran acompafiadas de células T y dendriticas,
formando estructuras donde los linfocitos B se dividen activamente vy
experimentan hipermutacion somatica generando ocasionalmente centros
germinales ectopicos (27). Dichas estructuras, ademas de explicar la

produccion y acumulacion in situ de auto-anticuerpos y complejos inmunes,
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son fuente de otros elementos producidos por células B, entre los que se

hallan las vesiculas extracelulares.

Activacion de
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Figura 3 Patogenia de NL.

La enfermedad empieza con la acumulacion de complejos inmunes y complemento en el
glomérulo, activacion de células renales. Se reclutan células inflamatorias, las cuales
producen citocinas pro-inflamatorias, y activan a las células epiteliales. El dafio en los
podocitos causa proteinuria. La inflamacion genera atrofia tubular, fibrosis. Modificado de
(32).

1.6 Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (VEs), son fragmentos de membrana liberados
por casi cualquier tipo celular. Las vesiculas estan rodeadas por una bicapa
lipidica similar a la de la célula que le dio origen, y pueden contener diversas
moléculas como citocinas, receptores, ligandos, DNA, mRNA, miRNA,
lipidos. De manera particular se dividen en microvesiculas con diametro de
100 a 1000nm y en exosomas con diametro entre 40 — 100nm, Figura 4
(33,34).
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Se reconoce que las células B activadas son excelentes productoras de
exosomas (35). Como se observa en la Figura 5 (panel superior) se
generan a través del sistema endosomal, cuerpos multivesiculares (MVB o
MVE), secretados hacia el espacio extracelular. Estan compuestos de una
doble membrana de lipidos, rica en colesterol, ceramidas, y fosfatidilserina
distribuidos entre la membrana externa e interna. Los exosomas presentan
caracteristicas de membrana y proteinas citosodlicas de la célula de la que
les dio origen. También encapsulan mRNAs y algunos tipos de miRNAs,
pudiendo ser transferidos de célula a célula modulando el transcriptoma de
la célula receptora, (Figura 5, panel inferior). Los exosomas llevan a cabo
multiples funciones sobre la fisiologia normal y patolégica en diversos
procesos. Es importante mencionar que estas VEs han sido aisladas de
practicamente de todos los fluidos corporales, por o que representan un
elemento de facil aislamiento y una fuente importante de diversas
biomoléculas con multiples usos potenciales, incluidos los de biomarcador

de algunas patologias (33,34).
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Figura 4 Vesicula extracelular.

Las vesiculas extracelulares pueden contener diferente cargo. En la imagen se muestran
algunas moléculas presentes entre las que se encuentran las moléculas de adhesion,
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proteinas de citoesqueleto, presentacion antigénica, transporte y/o fusién de membranas,
enzimas, etc. Tomado de (Martinez-Cortés & Maravillas-Montero, 2017).

O Microvesicles

Secreting
Cell

b Microvesicles
@ < @

Exosomes

Figura 5 Generacion de VEs.

Panel superior. Las microvesiculas se originan a partir de ruptura de la membrana
plasmatica; los exosomas a partir de los cuerpos multivesiculares. Entrega de proteinas
y RNA. Panel inferior. Se incorpora de manera selectiva a las proteinas asociadas a

membrana (A), proteinas transmembranales (g) y RNAs (%) ya sea en las vesiculas
intraluminales de los cuerpos vesiculares que liberaran a los exosomas; o en las
microvesiculas. Estas VEs seran reconocidas por la célula blanco (1), se fusionaran a la
célula blanco (2), o seran endocitadas (3). Las vesiculas endocitadas se pueden fusionar
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ala membrana de un compartimento endocitico (4). Resultando en la entrega de proteinas
o RNA a la célula blanco. Modificado de (34).

1.6.1 Vesiculas extracelulares en rifién

Actualmente se conoce que en la orina se pueden aislar vesiculas
extracelulares, provenientes principalmente de los podocitos, de células:
progenitoras renales, del tubulo contorneado proximal y distal, del asa de
Henle ascendente, de conductos colectores en condiciones normales, y al
existir patologias estas vesiculas extracelulares pueden provenir del

infiltrado de linfocitos, entre ellos, los linfocitos B (36-38).

Tal como se observa en la Figura 6, las vesiculas extracelulares pueden ser
generadas por las células que ya se han comentado y ser secretadas en la
orina, pero antes de que lleguen a la orina pueden llevar a cabo diversas
funciones. Entre ellas, la sefalizacién entre los distintos compartimentos
del sistema urinario, ya que pueden ser captadas por las distintas células
presentes en los epitelios, por la expresion de CD24 y la presencia de cilios
en las células. Una vez captadas, las vesiculas extracelulares pueden
regular la respuesta del sistema inmune, a través de su contenido de
moléculas bactericidas o anti-inflamatorias; controlar el transporte de iones
y agua. Finalmente las vesiculas extracelulares colaboran en la eliminacion

de desechos celulares, al ser secretadas en la orina (36-38).

15



A Tuabul duct
ulo contorneado Tubulo
0 Conducto

OCIC Ol

proximal contorneado distal
COCOOOCOOOTOC0Y EV colector
® O0—» @O ST
coaoo0oaon o’ O. — .O
Al R d 3')10
(AP IR ETI Y e X
Glomérulo Qp ) ‘ ,} 0 e O
DO g .
Moo oo e
Ui
o)-- S mmn-
Asade | ,.@O 0 Q} ' L
Henle © W . Uréter
W 0O Q 0 g o
U 3
YR 9% s
@ °
&“ (&) Muestra de VE
) orina &

Figura 6 Secrecién de VEs

Todos los tipos celulares presentes en el rifidn pueden secretar vesiculas extracelulares.
Y estas pueden ser captadas por las células rio abajo, e influir en su comportamiento
celular. Ademas, pueden llegar a otros 6rganos, como los uréteres, vejiga, prostata, y
uretra. Finalmente llegar a la orina. Ademas, al existir infiltrado de leucocitos, en
condiciones patoldgicas, también contribuyen a la presencia de vesiculas extracelulares
en la orina. Modificado de (36).

1.7 Tetraspanina 33

Las tetraspaninas son proteinas que forman parte de una familia de 33
miembros reportada en ratén y humano. Se encuentran principalmente en
la membrana plasmatica, y en algunas membranas de organelos, e

inclusive participan activamente en la biogénesis de exosomas (39—43).

Estas proteinas presentan cuatro dominios transmembranales (TM), figura
7, entre los dominios 1y 2 esta el asa extracelular corta (small extracellular
loop o SEL, por sus siglas en inglés), y entre los dominios 3 y 4 el asa
extracelular larga (large extracellular loop o LEL, por sus siglas en inglés),
en esta asa se localiza el motivo CCG caracteristico de esta familia. Tanto
el extremo carboxilo y amino son intracelulares, asi como existe igualmente
un asa intracelular (39,44). También se muestra el sitio de unién al
colesterol, ya que Zimmerman et al reporta este sitio en la tetraspanina
CD81, estableciendo ademas que las tetraspaninas presentan dos estados
conformacionales: abierto y cerrado, regulados por la presencia o ausencia
del colesterol (45).
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Figura 7 Estructura de la TSPAN33.

La TSPAN33 esta compuesta por 4 dominios transmembranales (TM) los cuales contienen
residuos conservados. TM1 y TM2 flanquean al asa extracelular corta, TM3 y TM4
flanquean al asa extracelular larga. En el asa extracelular larga se encuentra el motivo
CCG conservado en todas las tetraspaninas. También se representa el sitio de union al
colesterol, asi como el carboxilo y amino terminal y el asa intracelular. Tomado de Acevedo-
Ochoa Ernesto, 2017.

Actualmente se conoce que las tetraspaninas pueden interaccionar con
otras tetraspaninas e inclusive con otras proteinas, formando lo que se

conoce como, microdominios enriquecidos en tetraspaninas (TEMs) (46).

La tetraspanina 33 (TSPAN33) es la ultima tetraspanina caracterizada en
mamiferos y la informacién sobre las proteinas a las que puede asociarse
y sus funciones son aun muy escasa. El gen que codifica para esta proteina
fue identificado por la expresion diferencial en eritroblastos y se ubica en
una region del cromosoma 7 cuya eliminacion ha sido asociada a la
generacion de sindrome mielodisplasico y leucemia mieloide aguda
(47,48). En un modelo murino deficiente de la proteina, se observd una
serie de defectos como: esplenomegalia marcada, glébulos rojos
macrociticos basofilicos en sangre y otros tejidos, tumoraciones hepaticas
con eritropoyesis extra medular y desarrollo de anemia severa durante el
crecimiento (48). También se reportdé disminucién de las poblaciones
leucocitarias del bazo de estos ratones, IgM*/CD19" (células B) pero no
explican este fenémeno. Debido a lo anterior, en 2013 Van Luu y

colaboradores caracterizaron la expresion de TSPAN33 en células B
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humanas y encontraron la expresion de la proteina después de la activacion
(49). Ademas en un estudio reciente caracterizaron la expresion de la
proteina en células B de individuos sanos, tras la activacion y en diferentes
estadios de maduracion, encontrandose aumentada y presente en las
células B transicionales y de memoria (50). Como ya se ha mencionado las
células B juegan un papel importante en la patogenia de LEG, Luu y
colaboradores buscaron la expresion relativa de la TSPAN33 en esta
enfermedad, encontrando una mayor expresion, asimismo encontraron la
tetraspanina en células del rifién de individuo sanos, en tubulo contorneado
proximal, distal y colectores (49). La TSPAN33 pertenece a la subfamilia de
tetraspaninas C8, la cual incluye a las tetraspaninas 5, 10, 14, 15, 17 y 33.
Dicho grupo se caracteriza por tener 8 residuos de cisteinas en el LEL y por
su capacidad de unirse directamente a ADAM10, una proteasa con un gran
numero de sustratos entre los cuales se incluye: el precursor de proteina
amiloidea, moléculas inflamatorias (IL-6, TNF-a) (51-54). Ademas,
resultados de nuestro grupo de trabajo, demuestran que al sobre expresar
a la TSPAN33 en la linea celular Raji se incrementa la secrecién de
vesiculas extracelulares y esta tetraspanina se encuentra dentro del cargo.
Por esto se espera encontrar a la TSPAN33 en el cargo de las vesiculas
extracelulares, que correlacione con la nefropatia lupica, y que el cargo
pueda proceder de células de los tubulos renales o de las células B, pero

no son las unicas moléculas que se buscaran.

1.7 miRNAs

Los miRNAs son RNAs no codificantes de 17-24 nucledtidos, codificados
por genes nucleares de 70-150 nucledtidos, pueden silenciar genes,
uniéndose a la region 3’'UTR o al marco abierto de lectura (ORF) de su
mRNA blanco, provocando su degradacién o inhibicion transcripcional. Se
han aislado de saliva, orina, liquido amnidtico, leche materna y sangre (55).
Los miRNA pueden ser empaquetados en vesiculas extracelulares, Figura
8, en lipoproteinas de alta densidad o unirse a la proteina AGO2 presente

fuera de las vesiculas. Actualmente se conoce que participan en
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proliferacion, diferenciacion, migracién, inicio y progresiéon de

enfermedades (56).

Goldie et al. demostro que los miRNAs se encuentran mas enriquecidos en

los exosomas que en las células parentales (57).

La generacion de los miRNAs, inicia en el nucleo (Figura 8). La RNA Pol Ii
realiza la transcripcion de los genes para miRNA, formando pri-miRNAs,
después el complejo Drosha rompe al pri-miRNA generando al pre-miRNA
y este sera llevado hacia el citoplasma por la exportina 5. Una vez ahi el
complejo Dicer genera un intermediario miRNA de doble hebra, una de
estas se incorpora en el complejo silenciador inducido por RNA (RISC) para
formar un miRNA maduro, el cual impedira la transcripcion de su mRNA
blanco. Durante el proceso de generacion de exosomas, se incorporan
mMiRNAs maduros, algunos pre-miRNAs y otras moléculas como RNA,
proteinas y lipidos; dentro de los exosomas los pre-miRNAs presentes

pueden ser procesados para obtener miRNAs maduros (58).

Para que se lleve a cabo la entrada de los miRNAs a los exosomas, se han
planteado cuatro posibles mecanismos: 1) A través de la via dependiente
de esfingomielinasa neutra 2 (nSMase2), ya que al sobreexpresarla se
incrementa la cantidad de miRNAs y al inhibirla se reduce el numero de
miRNAs (59); 2) por la via dependiente de hnRNPs, al sumoilarse
hnRNPA2B1 se reconoce el motivo GGAG en la porcion 3 de los miRNAs
y esto genera que sean empaquetados en los exosomas (60); 3) a través
de la via dependiente de secuencia del extremo 3° del miRNA, ya que se
encontré que los miRNAs con el extremo 3 uridinilados se empaquetaban
en los exosomas secretados de células B o en la orina, mientras que los
miRNAs con el extremo 3" adenilados estan en las células B (60). 4) por la
via del complejo de silenciamiento inducido por el miRNA (miRISC), se ha
reportado que el miRNA maduro puede interaccionar con las proteinas del
complejo miRISC: mRNA blanco, GW182, y AGO2, siendo esta ultima la
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responsable de la union del miRNA con su mRNA blanco, ya que se une

preferentemente a U o A del extremo 5° terminal del miRNA (61).

Actualmente se sabe que a través de los exosomas se transfieren miRNAs
hacia otras células, y estos pueden llevar a cabo diversas funciones en las

células receptoras, de ahi su importancia para estudiarlas (56).
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Figura 8 Biogénesis de miRNA y su entrada a las VEs.

Los genes para miRNA se transcriben por la RNA Pol II, formando pri-miRNAs en el nucleo.
El complejo Drosha rompe al pri-miRNA generando al pre-miRNA, que es transportado
hacia el citoplasma por la exportina 5. Después el complejo Dicer genera un intermediario
miRNA de doble hebra, una hebra se incorpora en el complejo RISC para formar un miRNA
maduro, el cual impedira la transcripcion de su mRNA blanco. Durante el proceso de
generacion de VEs, se incorporan miRNAs maduros, algunos pre-miRNAs y otras
moléculas como RNA, proteinas y lipidos. Modificado de (58).
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1.71 miRNAsyLEG

El primero en reportar que los miRNAs participan en el desarrollo del LEG
fue Dai et al, al utilizar células periféricas mononucleares (CMNSs), encontrd
disminuidos a los mMiRNAs miR-196a, miR-17_5p, miR-409 3p vy
sobreexpresados a los miRNAs miR-21, miR-142_3p, miR-342, miR-
299 3p, miR-198, miR-298 (62). Asimismo, al buscar en biopsias renales
de pacientes chinos con LEG y NL de clase Il encontré diversos miRNAs

sobreexpresados y disminuidos, tal como se muestra en la tabla (63).

Tabla 1 miRNAS sobreexpresados y disminuidos en biopsias renales NL Il
provenientes de pacientes chinos.

miRNAs sobreexpresados mMiRNAs disminuidos

miR-518c, miR-23a, miR-638, miR-198, miR-296, miR-150_MM1, miR-365,
miR-583, miR-200c, miR-612, miR-516- miR-324-3p, miR-518b, miR-346,

5p, miR-142-5p, miR-320, miR-657, miR- miR-637, miR-133a_MM1,

184, miR-197_MM2, miR-134, miR-494, 557, miR-615, miR-345_MM1,

miR-

miR-

miR-513, miR-575, miR-658, miR-600, 642, miR-654, miR-484, miR-99a,

miR-433, miR-185, miR-324-5p, miR- miR-223, miR-611, miR-30d,
325_MM2, miR-662, miR-208, miR-130b, 500, miR-663, miR-423,

miR-30a-5p, miR-601, miR-622, miR- 381_MM1, miR-602, miR-210,

608, miR-195, miR-124a, miR-15b_MM1 596, miR-486, miR-769-3p,
629, miR-92b_MM2, miR-150
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Como se puede observar se han encontrado una gran cantidad de miRNAs
en estos pacientes, asi que se ha continuado con la busqueda de estas
moléculas en diversas etnias. Por otro lado, Te et al., busco en PBMCs y
en lineas de células B generadas a partir de pacientes américo-africanos y
euro-americanos con LEG y NL e identificé 5 miRNAs: miR-371-5P, miR-
423-5P, miR-638, miR-1224-3P, miR-663 (64). En otro estudio chino,
encontraron disminuidos a los miRNAs miR-200a, miR-200b, miR-200c,
miR-429, miR-205 y miR-192 en el suero e igualmente disminuidos en orina
a miR-200a, miR-200c, miR-141, miR-429 y miR-192 (65), pero en otro
estudio, al analizar orina de pacientes estadounidenses con dafio en riidn

encontraron incrementados a los miR-21 y miR-155 (66).

Con la cantidad de datos generados en estudios previos, es facil perderse
en cual o cuales de todos los miRNAs podrian servir como biomarcadores.
Ademas todos estos estudios se han realizado a partir de muestras
invasivas para el paciente, razon por la cual Perez-Hernandez et al
determinaron miRNAs presentes en exosomas aislados de orina de
pacientes espafnoles con LEG y NL. Buscando miR-302d, miR-335 en orina
y cuando hay dafo en rifiones, se encontraron a miR-200c y miR146
aumentados en los exosomas provenientes de los pacientes con NL activa
(67).

Como se ha mencionado anteriormente las células B juegan un papel
importante en el desarrollo del LEG y NL, y por esta razén es importante
estudiar en VEs provenientes de éstas células la presencia de miRNAs.
Por lo anterior, se propuso estudiar a los miRNAs, miR-142-5p, miR-146a-
5p, miR-148a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-21-5p (68).
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1.71.1 miR-142

Es uno de los miRNAs implicados en la hematopoyesis de linfocitos,
reportado en modelos de raton, indispensable para el desarrollo de células
B, ya que controla la expresiéon de BAFF-R (69). Asimismo, se la ha

vinculado a procesos de migracion y proliferacion células renales (70).

g g c a uaa ag a
5' acagugca uca ccauaaaguag aagcacuac

C C
3' ugucaugu agu gguauuucauc uuugugaug g g u
g g a C -ug ga g
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000458

C

1.7.1.2 miR-155

Este miRNA regula la funcion y desarrollo de las células B (71), se ha
encontrado incrementado en células mononucleares de pacientes con
LEG, de manera particular en células B (72). También en el sedimento

urinario se encontrd sobreexpresado (73)

c a -u ¢
5' cuguuaaugcuaau gug uagggguu uug ¢

[ =
3' dCcaauluacgaula uac auccuca d48ac U
- - uc c

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000681

1.7.1.3 miR-150

miR-150 esta implicado en el desarrollo y diferenciacion de células B, en
células mononucleares de pacientes con LEG este miRNA se encuentra
disminuido (72). Al buscar el miRNA en biopsias renales de pacientes con
NL, existe correlacidn positiva entre cronicidad de NL con aumento del
mMiRNA, presente en las células mesangiales y del tubulo contorneado
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proximal (74). Ademas, se ha visto que el miRNA se encuentra enriquecido

en exosomas (56).

c u - ac U u- g
5' ucccca gg cccugucuccca ccu guaccag g cug g

3" aggggu cc gggacagggggu gga caugguc € gac ¢
c - a cc - ca u

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000479

1.7.1.4 miR-148a

Este miRNA en particular regula a DNA metiltransferasa 3b (DNMT3b) (75),
que podria estar involucrada en las modificaciones epigenéticas del LEG,
ya que hay hipometilaciones en el DNA (74). Ademas, se conoce que el
miRNA es un potente regulador de la tolerancia de células B, porque su
presencia genera la supervivencia de células B inmaduras, al protegerlas
de la apoptosis (76). Por lo cual al encontrarse elevado correlacionaria con

la enfermedad activa y posiblemente con NL.

- -2 ccC - ag

5' gaggcaaaguucug ag cacu gacu cug u
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http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000253

1.7.1.5 miR-146a

Este miRNA considerado un regulador de la inmunidad innata, ya que
regula de manera negativa la via de IFN, ha sido reportado que se
encuentra disminuido en algunos estudios realizados en células
mononucleares de pacientes con LEG y que correlaciona de manera

negativa con la actividad de la enfermedad (77); pero no siempre se han
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encontrado estas diferencias (64). Aunque al buscar a este miRNA en
sedimento urinario y en exosomas urinarios, esta sobreexpresado y
correlaciona con el filtrado glomerular, es decir, con LEG y NL (67,73,78).
Se sobre expresa al estimular a células humanas inmunes, CD3, CD4 y
CD8 (79).

L u u uu c u g uc
5' cgaug guaucc cagcu gagaacugaauu ca ggguu ug a
[T VEEEEE FEEEE TEEERTEEEETE TF T T e
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u ugucuc - -C a ¢ - ug

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000477

1.71.6 miR-21

Este miRNA se ha visto sobreexpresado en células B y T de ratones con
lupus, ademas regula a PDCD4 implicada en diferenciacion, ciclo celular y

apoptosis de las células B (68,71).

u gu E a B ua
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http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000077
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1.8 Justificacion

Como se ha descrito anteriormente, la nefropatia lupica es una de las
complicaciones en el LEG con mal prondstico, debido a que hasta el 70%
de los casos progresan a un estado de enfermedad renal crénica, afectando
a hombres y mujeres en edad reproductiva. En vista de la dificultad para
predecir el dafio renal clinicamente o usando parametros del laboratorio,
ademas del riesgo e invasividad inherente a la toma de biopsias, la
busqueda de biomarcadores pronosticos utiles para NL resulta de gran
interés e impacto en el manejo de estos pacientes. El perfil de biomarcador
de NL ideal implica la deteccién de enfermedad de manera temprana, la
prediccion mas precisa de la histopatologia renal y una alta sensibilidad al
cambio de la actividad durante el seguimiento de estos pacientes. En este
sentido, a pesar de que se han identificado algunos biomarcadores para
NL, ninguno cumple con todas estas caracteristicas o resulta de dificil
detecciéon en las muestras de pacientes, por lo que no ha sido posible su
aplicacion rutinaria en la practica clinica. Es aqui donde se propone la
busqueda de nuevos biomarcadores para NL, en este caso, los obtenidos
de orina. Existen evidencias que en presencia de LEG con nefropatia lupica
hay incremento de vesiculas extracelulares y de miRNAs en orina, pero no
se han caracterizado moléculas ni miRNAs que estén relacionadas con las

células B, importantes en la patogenia de la enfermedad.
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1.9 Hipétesis

La composicion del contenido de las vesiculas extracelulares en orina es
distinta en pacientes con nefropatia IUpica con respecto a individuos sanos,

y este contenido se asociara con el prondstico de la enfermedad.
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2 Objetivos

2.1 General

Identificar biomarcadores potenciales en vesiculas extracelulares con valor

prondstico en orina de pacientes con nefropatia lupica.

2.2 Particulares

Establecer una cohorte.
Estandarizar la purificacién de vesiculas extracelulares.

Purificar vesiculas extracelulares a partir de muestras de orina.

A w NP

Determinar niveles de expresion de tetraspanina 33, CD37, CDS53,

ADAM10 en vesiculas extracelulares.

5. Determinar niveles de expresion relativa de los miRNAs en las vesiculas
extracelulares.

6. Realizar analisis de asociacién entre los niveles de expresion con

variables clinicas y del laboratorio.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Grupo de estudio

Se reclutaron pacientes mayores de 18 afios diagnosticados con LEG,
acorde a los criterios de clasificacion del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) y/o a los criterios SLICC (11), provenientes de la
consulta externa y hospitalizacion del INCMNSZ, CDMX y del Instituto
Feinstein, Manhasset, EUA. Todos los sujetos firmaron carta de
consentimiento informado previo a la inclusion en el estudio, REF 2555

Comité de ética en Investigacion INCMNSZ.

3.1.1 Criterios de inclusién

1. Pacientes con diagndéstico confirmado por biopsia de NL clases Il o IV
de reciente diagnodstico (<3 meses de diagndstico).

2. Pacientes con diagndstico de LEG y sin evidencia clinica o de laboratorio
compatible con actividad renal.

3. Controles sanos ajustados por edad y género. Su estado de salud se

verificara mediante interrogatorio y exploracién fisica completa.

3.1.2 Criterios de exclusion

1. Pacientes con diagnostico de LEG de inicio tardio (>50 afos al
diagndstico).

2. Pacientes con diagnéstico concomitante de neoplasias, infecciones
virales cronicas o inmunodeficiencias primarias.

3. Pacientes con diagndstico de proceso infeccioso activo al momento de
la toma de muestra.

4. Mujeres embarazadas o en puerperio.

5. Pacientes bajo cualquier tratamiento inmunosupresor de tipo biolégico
(anti-CD20, anti-BAFF, anti-CTLA4).

6. Pacientes con diagnodstico de otras enfermedades autoinmunes
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concomitantes, excepto el sindrome antifosfolipidos.
7. Para los controles sanos, antecedentes de patologia autoinmune en

familiares de primer grado.

3.1.3 Criterios de eliminacion
1. Pérdida de seguimiento (pacientes con NL).

2. Muestra insuficiente para el analisis contemplado.

3.2 Obtencion de muestras

De cada paciente se obtuvo la primera orina de la mafiana (100mL) en
tubos estériles, se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento para la
extraccion de vesiculas extracelulares, con enfermedad activa (SLEDAI
26), tras seis meses de induccion a la remisién (con prednisona a dosis alta
y ciclofosfamida (CFM) o micofenolato de mofetilo (MMF), y luego a los tres
meses posteriores de mantenimiento (con dosis menores de MMF),
esperando algunos casos con remision completa y otros con remisidn
parcial.

Para el calculo del numero de individuos a incluir en el estudio, se
consideraron los datos epidemioldgicos reportados en la literatura para NL,
en donde el estudio mas reciente disponible a la fecha (generado en 2016)
que involucra una cohorte internacional multiétnica reporta una incidencia
anual del 38.3% de NL en pacientes con LEG. Como se menciond con
anterioridad, para el caso de nuestro pais no existen estudios
epidemioldgicos que reflejen con exactitud estos valores, sin embargo,
disponemos de algunas referencias que implican el estudio de pacientes
hispanos con NL, indicando una incidencia superior de alrededor del 61%
(80).

Con dichos valores se procedioé a calcular el tamafo de la muestra, con

poder estadistico del 80%, como se indica a continuacion:
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N= .
(P1 — po)
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-

0.61+0.39
0.383 = U.ﬁ]?{ 1.96 + 0.84\/%}

(0.61 — 0.383)°
N=736

N =

Donde:

p0 = Incidencia en la poblacion global

p1 = Incidencia en la poblacion de estudio

N = Tamafo de muestra

a = Probabilidad de error tipo | (tipico de 0.05)
B = Probabilidad de error tipo Il (tipico de 0.2)
z = Valor z critico para a o 3 dadas.

Asi, definimos que se requiere de un minimo de 36 pacientes con NL para
integrar el grupo correspondiente de dichos individuos ya mencionado.
Paralelamente, se buscé el reclutamiento de numeros equivalentes para los

otros dos grupos de estudio.

Ademas, de los expedientes clinicos, se obtuvieron las variables a
correlacionar con los niveles de los biomarcadores potenciales que
incluyeron: edad, sexo, fecha de diagndstico de LEG, fecha de diagnéstico
de la NL (en su caso), tratamiento de induccién a la remisién y de
mantenimiento administrados (en su caso), parametros bioquimicos:
creatinina sérica, sedimento wurinario; y variables inmunoldgicas,

anticuerpos antinucleares, anti-dsDNA, C3 y C4.

3.3 Aislamiento de vesiculas extracelulares

Se llevo a cabo el aislamiento de vesiculas extracelulares tal y como lo
establece, (78), con modificaciones: para eliminar células urinarias y debris
y obtencion de la primera fraccion, orina libre de células, se centrifugd a
2500rpm por 10 minutos a 4°C. Después, se transfirié la orina y se
centrifugé a 10,000 x g por 45 min a 4°C para eliminar vesiculas grandes.
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El pellet fue tratado con solucion aisladora y con 5uL de B-mercaptoetanol,
para disociar la proteina THP, ya que puede asociarse con las vesiculas
extracelulares y bajar el rendimiento de aislamiento. El sobrenadante se
centrifugd a 48,300rpm por 70 min a 4°C, para obtener sobrenadante sin
vesiculas extracelulares. El pellet que contiene las vesiculas extracelulares
se lavd dos veces con PBS frio estéril libre de RNAsas y se centrifugo a
48,300 rpm por 70 min a 4°C. El pellet se re suspendi6 con 200uL de PBS
estéril para la cuantificacién de proteina usando el kit de BCA, para la
determinacion de diversas moléculas analizadas por citometria de flujo, y

para el aislamiento de RNA.

3.4 Deteccion y mediciéon de proteinas en vesiculas extracelulares

Las fracciones de vesiculas extracelulares (20uL) purificadas de orina se
analizaron para detectar y evaluar niveles de las tetraspaninas 33, CD37 y
CD53, ADAM10 mediante anticuerpos acoplados a distintos fluorocromos
(APC anti human TSPAN33 (BAAM) antibody, BioLegend, Cat 395406;
FITC anti human CD37 antibody, BioLegend, Cat 356304; PE anti human
CD53 antibody, BioLegend, Cat 325406; APC anti human CD156¢c
(ADAM10) antibody, BioLegend, Cat 352706. La tincion se dejo toda la
noche, se resuspendio con 200uL de PBS frio y esteril, para ser analizados
mediante citometria de flujo usando el BD Accuri C6, y con la ayuda de las
perlas Megamix para establecer el area de interés. Los datos obtenidos se

procesaron con el programa FlowJo (TreeStar Inc).

3.5 Aislamiento de RNA
Para extraer RNA de 50uL de vesiculas extracelulares, se trataron

previamente con 0.1 ug/uL de RNAsa A (garantizando que el RNA que se
obtuvo provenia de las vesiculas extracelulares), enseguida se uso el kit de
aislamiento de RNA miRNeasy micro kit Qiagen y se almacené a -20°C. Se
cuantificé el RNA total utilizando NanoDrop y a continuacién, se obtuvo
cDNA usando el kit TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit.
Thermo Fisher Cat. A28007.
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3.6 Medicion de miRNAs

Los miRNAs humanos candidatos: miR142, miR-148a, miR-146a, miR-150,
miR-155 y miR-21, y como housekeeping miR-16, se midieron realizando
gPCR en el termociclador Light Cycler Roche 480, usando como sonda
FAM y los hsa-miR-155-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 483064 _mir,
hsa-miR-150-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 477918 mir, hsa-miR-
148a-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 478718 _mir, hsa-miR-146-5p
Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 478399 mir, hsa-miR-142-5p Thermo
Fisher Cat: A25576 ID: 477911_mir, hsa-miR-21-5p Thermo Fisher Cat:
A25576 ID: 477975 _mir, hsa-miR-16-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID:
477860 _mir.

Las condiciones de corrida fueron: 1 ciclo, activacion de enzima 95°C, 20
segundos. 45 ciclos, desnaturalizacion 95°C, 3 segundos,
alineacioén/extension 60°C, 30 segundos. Adquisicion Sencilla 72°C, 1

segundo. 1 ciclo 4°C

3.7 Western blot

Tanto a las fracciones de orina total, orina libre de células, con vesiculas
extracelulares y el sobrenadante sin vesiculas extracelulares fueron lisados
con buffer RIPA con inhibidores de proteasas. Se cuantifico la proteina con
el kit BCA (Thermo), se cargaron 20 ug de proteina, después se hizo la
electroforesis en geles de 12% y se transfiri6 a membrana PVDF. Se
utilizaron los anticuerpos CD9 (C-4) mouse monoclonal antibody, Santa
Cruz Biotechnology, Cat sc-13118, TSG101 (C-2) mouse monoclonal
antibody, Santa Cruz Biotechnology, Cat sc-7964, CD63 (MX-49.129.5)
mouse monoclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology, Cat sc-5275; para
demostrar que la purificacidon de las vesiculas extracelulares es correcta, y
TSPAN33 como biomarcador.
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3.8 Analisis Estadistico

Las variables se describen con media y desviacion estandar. Las variables
entre los grupos se compararon a través de Kruskal Wallis, seguido de un
analisis post hoc de Dunn, o prueba de Wilcoxon. Se llevaron a cabo
pruebas no paramétricas mediante Rho de Spearman y la generacién de
una matriz para determinar si existen asociaciones entre los datos
obtenidos y las variables clinicas. Se tomo como significativo un valor de
p<0.05 y el analisis se llevo a cabo con la ayuda del software Graphpad
Prism 6.0.

36



Resultados



4.0 Resultados

En el presente protocolo se cuentan con cuatro grupos de estudio: el grupo
de pacientes con nefropatia lupica (NL) a los cuales se les dio seguimiento
de 6 meses, teniendo dos muestras en total (10); el grupo de pacientes con
lupus eritematoso generalizado (LEG) sin actividad (7), el grupo de LEG
con actividad (14), y el grupo de individuos sanos (11). En la siguiente tabla
se anexa la informacién obtenida del expediente de los grupos NL y LEG,

y algunas caracteristicas de los individuos sanos.

Tabla 2 Variables clinicas y de laboratorio de los grupos de estudio.

Variable NL activa LEG inactivo LEG Control Valores de
(n=10) (n=7) activo (n=4) (n=11) referencia
Edad 27.5+8.81 2949 2748 24.75+4.02
(Aos=DE) 6
Género 4/6 1/6 0/4 5/6
(Masculino/
Femenino)
SLEDAI 19.5+3.5 3.4£1.0 13.8+7.2 - >6
(Puntos+DE) Enfermedad
activa
Nefropatia (10) - - -
lupica
Biopsiarenal IV +V Al13 Cé6 - -
FIAT 30% (9)
I +V (1)
Cr sérica 2.6+1.2 0.69+0.08 1.00+0.34 - 0.6-1.3
(mg/dL+DE)
IFG 52.2+23.5 117+6.2 85.3+32.6 - 90-130
(mL/min/1.73
m?+DE)
anti-DNAdc 426.8+309 23.8+17.1 291+239 - <06
(UVmL£DE) -
C3 55.24£23.5 107+£22 74+£17 - 87-200
(mg/dL+DE)
C4 10.6+5.6 164 1349 - 19-52
(mg/dL£DE)
Sedimento Activo (10) Inactivo (7) Inactivo (4) - Inactivo
urinario
Eritocitos Presencia (1) - Ausencia
dismdrficos

A=actividad C=cronicidad FIAT=fibrosis intersticial, atrofia tubular
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Uno de los objetivos del presente estudio fue la estandarizacion para el
aislamiento de vesiculas extracelulares (VEs), el cual ya se encuentra
publicado (81). Para realizar este objetivo se evaluaron dos metodologias
distintas, como se observa en la Figura 9. El uso de polietilenglicol (PEG)
8000 (carriles 5, 6 y 7) o la ultracentrifugacion (carriles 8, 9 y 10). Ademas,
se usaron dos distintos agentes reductores ditiotreitol (DTT) (carriles 6 y 9)
0 B-mercaptoetanol (carriles 7 y 10). En el carril 1 se tiene el marcador de
peso molecular, carril 2 la fraccidén de orina total, carril 3 fraccidn de células
urinarias, carril 4 fraccién de sobrenadante libre de VEs, carriles 5y 8
corresponden a la fraccidon de VEs aisladas por alguna de las metodologias
ya mencionadas sin agregar algun agente reductor. Se observa que al usar
la ultracentrifugacién mas B-mercaptoetanol (carril 10) se obtiene un mejor

bandeo de proteina caracteristico de un buen aislamento de VEs.

. VEs PEG 8000 en PBS VEs ultracentrifugacion
Orina  Células SN libre conp- con p-
Marcador  total orina  deVEs ” con I:).Iurmercaptoetanol B con DT mercaptoetanol

fagiee

100kDa
75kDa

63kDa
48kDa

35kDa

25kDa
20kDa

17kDa

11kDa

Figura 9 Gel de poliacrilamida de las fracciones urinarias y VEs urinarias aisladas
por dos diferentes metodologias.

Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2; orina total. Carril 3: células urinarias. Carril
4: sobrenadante libre de VEs. Carriles 5, 6 y 7 corresponde a las VEs obtenidas al usar
PEG 8000, carril 5 sin usar ningun agente reductor, carril 6 con DTT como agente reductor,
carril 7 con -mercaptoetanol. Carriles 8, 9 y 10 corresponde a las VEs aisladas por
ultracentrifugacion, carril 8 sin usar ningun agente reductor, carril 9 con DTT como agente
reductor, carril 10 con B-mercaptoetanol.

A partir de 15mL de orina se lograron aislar las VEs. Se opt6 por el método

de ultra centrifugacion mas B-mercaptoetanol como agente reductor, como
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el mejor rendimiento de obtencion de VEs. La fraccion de VEs se
resuspendio en PBS para el analisis por citometria de flujo y para el ensayo
de Western blot, se resuspendié en buffer de lisis. En la Figura 10, inciso A
se muestra un gel de poliacrilamida al 15% tefido con nitrato de plata,
donde se pone de manifiesto las bandas de proteinas. El carril 1
corresponde a las células de orina de un individuo sano, de los carriles 2 al
5 corresponden a la fraccion de VEs, el carril 2 son VEs aisladas de una
linea celular de células B, los carriles 3 al 5 corresponden a VEs de orina
de diferentes individuos sanos, donde se nota que la cantidad de proteina
varia entre individuos. El inciso B muestra diferentes fracciones de orina y
a las VEs, donde se evaluaron los diferentes marcadores de VEs, CD9,
CD81 y TSG101. Estas proteinas estan enriquecidas en la fraccién de VEs.
Ademas, CD9 y CD81 se encuentran también en las células de orina, pero
no Tsg101. El inciso C corresponde a un histograma obtenido por citometria
de flujo, donde se observa que las VEs con tamano de 0.1um estan

enriquecidas, al compararlos con los otros tamanios.

Células VEs de
de celulas V.ES V_ES V.ES
orina  T33 Orina orina orina B

Orina total
OLC

SN lore de VEs
Células urinarias

L)
)
' -L VESs orina

245kDa
180kDa “
135kDa
CD9 22kDa
s ©  CD8122kDa
—
-

f

o=
R bk
63kDa /
48kDa g _

: ~ Tsg101 49kDa
35kDa |8 "

25kDa

20kDal

17kDa

= 0.5um
@@ 0.5um
B 0.3um
N 0.1um

o i

VEs orina

Figura 10 Caracterizaciéon de VEs aisladas a partir de muestras de orina

A. gel de poliacrilamida al 15% tefido con nitrato de plata. Carril 1: células urinarias. Carril
2: VEs de células con sobreexpresiéon de TSPAN33. Carriles 3, 4 y 5 VEs obtenidas de
orina de diferentes individuos sanos. B. Western blot revelando marcadores de VEs (CD9,
CD81 y Tsg101) carril 1: orina total, carril 2: orina libre de células, carril 3: sobrenadante
libre de VEs, carril 4: células urinarias, carril 5: VEs de orina. C. Histograma que muestra
la cantidad de VEs/uL para cada uno de los diferentes tamanos de VEs.
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Estos resultados demuestran que se obtuvieron VEs de individuos sanos,
por lo tanto, se procedid a procesar las muestras de los pacientes con NL
y LEG. Es importante mencionar que a todos los datos obtenidos se
normalizaron con respecto a la creatinina urinaria presente en cada una de
las muestras analizadas, para evitar sesgos o malas estimaciones, y poder
hacer comparables los datos entre si. Lo primero que se realizo fue la
cuantificacion de proteina de las VEs urinarias, tal como se muestra en la
Figura 11, tenemos las muestras de los grupos de LEG (A), NL con el
seguimiento de los 6 meses (B), en ambas graficas se comparan respecto

al grupo control o de individuos sanos.
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Figura 11 Cuantificacion de proteina en VEs de individuos con NL, LEG y sanos

A. Histograma que muestra la cantidad de proteina en VEs de los grupos de LEG (inactivo
y activo) contra los individuos sanos (control). B. Histograma que muestra la cantidad de
proteina en VEs de pacientes con NL (basal y a los 6 meses de seguimiento) contra los
individuos sanos (control). ***p<0.001 **p<0.005.

Los datos indican que tanto en los pacientes con LEG activo como en el
tiempo basal del grupo NL, hay mayor cantidad de proteina en las VEs
urinarias. La cantidad de proteina disminuyé a los 6 meses de seguimiento,
y en el grupo de LEG inactivo, estos datos son parecidos a los que se

obtuvieron en el grupo control, bajos niveles de proteinas.

Lo siguiente a evaluar fue la presencia de la proteina Tetraspanina 33 por

Western blot, para lo cual se cargaron 20ug del extracto proteico. En la
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Figura 12 se muestran 2 imagenes representativas de dos individuos
distintos por grupo. Por cada individuo se tiene un carril con orina total,
sobrenadante libre de VEs y el carril con la fraccion de VEs, ademas los

pacientes del grupo NL se muestra el seguimiento a los 6 meses.
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Figura 12 Presencia de TSPAN33 en las diferentes fracciones de orinay en VEs
Western blot de TSPAN33. Panel izquierdo. Carriles 1, 2 y 3 perteneciente a un paciente
con NL basal, carril 1: orina total, carril 2: sobrenadante libre de VEs, carril 3: VEs. Carriles
4,5y 6 perteneciente al mismo paciente a los 6 meses de seguimiento, carril 4: orina total,
carril 5: sobrenadante libre de VEs, carril 6: VEs. Carriles 7, 8 y 9 perteneciente a un
paciente con LEG, carril 7: orina total, carril 8: sobrenadante libre de VEs, carril 9: VEs.
Carriles 10, 11 y 12 perteneciente a un individuo sano, carril 10: orina total, carril 11:
sobrenadante libre de VEs, carril 12: VEs. Panel derecho. Carriles 1, 2 y 3 perteneciente
a otro paciente con NL basal, carril 1: orina total, carril 2: sobrenadante libre de VEs, carril
3: VEs. Carriles 4, 5 y 6 perteneciente al mismo paciente a los 6 meses de seguimiento,
carril 4: orina total, carril 5: sobrenadante libre de VEs, carril 6: VEs. Carriles 7, 8 y 9
perteneciente a otro paciente con LEG, carril 7: orina total, carril 8: sobrenadante libre de
VEs, carril 9: VEs. Carriles 10, 11 y 12 perteneciente a otro individuo sano, carril 10: orina
total, carril 11: sobrenadante libre de VEs, carril 12: VEs.

Usando esta metodologia podemos observar la presencia de diferentes
bandas de la proteina tetraspanina 33, manteniéndose la banda con peso
de 60kDa en las VEs de los pacientes con nefropatia lupica, mientras que
a los 6 meses de seguimiento esta banda tiende a desaparecer;
encontrandose pobremente expresada en los controles de LEG como de
sanos. Asi mismo se observan otras bandas de menor peso molecular,
tratandose de isoformas de la proteina, que solo se encuentran en
individuos sanos. Es importante mencionar que la tetraspanina 33 también
se puede encontrar en las fracciones de orina, pero, este fendmeno solo se
observo en un par de pacientes.

Dado que la figura anterior es una observacion inferencial, nos dimos a la

tarea de realizar la densitometria de la Tetraspanina 33 (60kDa) y graficarla
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como expresion relativa, tal como se observa en la Figura 13. En el inciso
A, estan representadas cada una de las fracciones de orina evaluadas. La
mayor cantidad de expresion relativa de TSPAN33 fue en la fraccion de VEs
urinarias basal, aunque en todas las fracciones se encuentra expresada la
proteina; en el inciso B solo se muestra la fraccion de VEs urinarias para
cada uno de los grupos analizados, observandose que hay mayor

expresion relativa de TSPAN33 y esta diferencia es significativa.
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Figura 13 TSPAN33 enriquecido en VEs urinarias en pacientes con NL activa.
Histogramas que muestran la expresion relativa de TSPAN33, en el grupo de individuos
con NL basal, a los 6 meses de seguimiento, individuos con LEG y sanos; en cada una de
las fracciones evaluadas (orina total, sobrenadante libre de VEs y VEs) (A), y en las VEs
(B). ***p=<0.001 **p=<0.005.

Para poder validar estos resultados, y ademas poder analizar mas
proteinas en menor cantidad de volumen, se procedié a estandarizar la
citometria de flujo para el analisis de las vesiculas extracelulares, usando
el citometro de flujo BD Accuri C6, y las perlas megamix plus FSC, perlas
que tienen tamarfio de 0.1, 0.3, 0.5y 0.9 ym y emiten fluorescencia en FLA1,
en la Figura 14 se muestra los graficos obtenidos donde se valida que el
citbmetro usado puede distinguir entre los tamafos previamente
mencionados, siendo sensible y especifico para realizar analisis por
tamafio de las VEs urinarias, ya que las r? obtenidas son muy cercanas a
1.00, ademas de evaluarse con las perlas megamix (linea negra),

especificas para esto, se pasaron otras perlas fluorescentes de 0.1, 0.5y
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1.0 um (linea roja), y los resultados fueron similares, y este protocolo ya se
encuentra publicado (81).
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Figura 14 Validacion del citémetro de flujo para discriminar tamainos de 0.1 a 1.0 ym.
Histogramas creados al usar perlas Megamix (0.1, 0.3, 0.5 y 0.9 ym) representado por la
linea negra y perlas FITC* (0.1, 0.5 y 1.0 um) representado por la linea roja. Se evalué
tanto la media de FSC-H (A), como la media de SSC-H (B). Todo esto para verificar y
validar que el citémetro de flujo puede discernir entre diferentes tamanos.

Una vez corroborado que en el citometro de flujo podemos analizar
particulas pequefias, se procedid a generar la Figura 15, donde se
muestran las perlas megamix analizadas por fluorescencia (A) y por tamafio

(B), el inciso B nos sirvié para analizar por tamafio las VEs urinarias.
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Figura 15 Dot plots de las perlas Megamix

A. Dot plot de SSC-H vs FITC (canal en el que fluorescen las perlas Megamix), el recuadro
seleccionado muestra las perlas Megamix, del cual se origina el dot plot mostrado en (B)
SSC-H vs FSC-H, mostrandose las perlas de diferentes tamanos. Estos recuadros
generados sirvieron para establecer los tamafios en las VEs analizadas.
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Con esta metodologia se determiné en los diferentes grupos la cantidad de
VEs por pL, asi como la cantidad de VEs positivas para diferentes
tetraspaninas como CD37, CD53, tetraspanina 33 y la metaloproteasa
ADAM10.

Primero se decidi6 analizar al grupo de pacientes con LEG sin actividad y
con actividad, y al grupo control, tal como se muestra en la Figura 16, se
realizé el analisis Kruskal Wallis con post hoc de Dunn. En el inciso A hay
diferencia significativa, el grupo control presenta mayor cantidad de VEs,
comparadas con el grupo de LEG inactivo, en el caso del grupo de LEG
activo se observa una tendencia a secretar mayor cantidad de VEs, este

fendmeno se repite en los demas incisos (B, C, D, E).
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Figura 16 Pacientes con LEG activo presentan mayor cantidad de VEs urinaria.

Los histogramas muestran el numero absoluto de VEs urinarias totales positivas a
biomarcadores por microlitro en los pacientes con LEG inactivo, activo e individuos sanos
(control). A. Nimero total de VEs urinarias por microlitro. B. Nimero de VEs urinarias por
microlitro positivas a TSPAN33. C. Numero de VEs urinarias por microlitro positivas a
ADAM10. D. Numero de VEs urinarias por microlitro positivas a CD37. E. Numero de VEs
urinarias por microlitro positivas a CD53. *p=<0.05.
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Después se decidi6é analizar la intensidad media de fluorescencia (IMF)
para las VEs totales por biomarcador, tal como se muestra en la Figura 17
incisos A, B, C y D. El grupo control presenta mayor cantidad de moléculas
evaluadas (TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53) por vesicula extracelular,
esto dado por la IMF, y es estadisticamente significativo al compararlos con
el grupo de LEG activo, mientras que se observa una tendencia a alcanzar
niveles similares al grupo control en el grupo de LEG inactivo, resultados
similares se obtuvieron al analizar a las VEs por tamafio 0.1um (E,F,G y H),
0.3um (I,J, Ky L), 0.5um (M,N, Oy P).
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Figura 17 Pacientes con
evaluadas.

Los histogramas muestran la intensidad media de fluorescencia de VEs urinarias por
tamafio en los pacientes con LEG inactivo, activo y sanos. Paneles A, B, C y D
corresponden a VEs urinarias totales, IMF de TSPAN33* (A), IMF de ADAM10* (B), IMF
de CD37* (C), IMF de CD53* (D). Paneles E, F, G y H corresponden a VEs urinarias de
0.1um, IMF de TSPAN33* (E), IMF de ADAM10* (F), IMF de CD37* (G), IMF de CD53* (H).
Paneles |, J, Ky L corresponden a VEs urinarias de 0.3um, IMF de TSPAN33* (1), IMF de
ADAM10* (J), IMF de CD37* (K), IMF de CD53"* (L). Paneles M, N, O y P corresponden a
VEs urinarias de 0.5uym, IMF de TSPAN33* (M), IMF de ADAM10* (N), IMF de CD37* (0),
IMF de CD53* (P). ***p<0.001 **p<0.005. *p=0.05.

LEG activo presentan menor IMF de las proteinas

Posteriormente se realizd el analisis de los pacientes con NL activa en el
tiempo cero, comparandolo con el seguimiento a los 6 meses, y a su vez
comparando ambos grupos con el grupo control. Tal como se observa en la
Figura 18, hay una tendencia a presentar mayor cantidad de VEs/pL totales,
asi como para cada una de las proteinas evaluadas, cabe mencionar que
los puntos que representan mayores niveles corresponden a los pacientes
que no respondieron al tratamiento de induccion a la remision, y el grupo

control presento los niveles mas bajos de VEs.
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Figura 18 Pacientes con NL activa presentan mayor cantidad de VEs urinarias

Los histogramas muestran el ndmero absoluto de VEs urinarias totales positivas a
biomarcadores por microlitro en los pacientes con NL activo, seguimiento a los 6 meses e
individuos sanos (control). A. Numero total de VEs urinarias por microlitro. B. Numero de
VEs urinarias por microlitro positivas a TSPAN33. C. Numero de VEs urinarias por
microlitro positivas a ADAM10. D. Numero de VEs urinarias por microlitro positivas a CD37.
E. Numero de VEs urinarias por microlitro positivas a CD53.

Asimismo, se decidioé analizar la IMF para las diferentes proteinas, Figura
19, primero se realizdé un analisis estadistico usando la prueba de Wilcoxon
para comparar a cada uno de los pacientes en el tiempo cero y el
seguimiento a los 6 meses, entre ellos hay diferencias significativas, es
decir, a los 6 meses presentan mayores niveles de IMF para TSPAN33 y
ADAM10, tanto en las VEs totales (A, B), y 0.1um (E), para los otros
tamanos y otras proteinas se observan tendencias. Al comparar el grupo
control con el grupo de NL activa se tiene diferencia significativa, es decir,
el grupo control presenta mas IMF para cada una de las proteinas
evaluadas, resultado que se mantiene constante en las VEs totales (A, B,
CyD),0A4um(E,F, GyH), 0.3um (I, J, Ky L), 0.5um (M, N, Oy P).
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Figura 19 Pacientes con NL activa presentan menor IMF de las proteinas evaluadas.
Los histogramas muestran la intensidad media de fluorescencia de VEs urinarias por
tamafio en los pacientes con NL activa, seguimiento a los 6 meses e individuos sanos
(control). Paneles A, B, C y D corresponden a VEs urinarias totales, IMF de TSPAN33* (A),
IMF de ADAM10* (B), IMF de CD37* (C), IMF de CD53* (D). Paneles E, F, Gy H
corresponden a VEs urinarias de 0.1um, IMF de TSPAN33* (E), IMF de ADAM10* (F), IMF
de CD37* (G), IMF de CD53* (H). Paneles |, J, Ky L corresponden a VEs urinarias de
0.3um, IMF de TSPAN33* (I), IMF de ADAM10* (J), IMF de CD37* (K), IMF de CD53* (L).
Paneles M, N, O y P corresponden a VEs urinarias de 0.5um, IMF de TSPAN33* (M), IMF
de ADAM10* (N), IMF de CD37* (O), IMF de CD53* (P). ***p<0.001 **p<0.005. *p<0.05.
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Para saber si los resultados tienen correlaciones con las variables clinicas,
se procedid a obtener la matriz correspondiente que se muestra en la
Figura 20, donde se muestra con numeros a la r de Spearman, un color
azul indica que la correlacion es positiva, y un color rojo que la correlacion
es negativa. Se puede observar que existen tanto correlaciones positivas
como negativas con las variables clinicas, fendmenos que corresponden

con la presencia de enfermedad activa.

+ + + + + +
B33 HcE
2 2l 2 + + + + + + E E 2
. . = & 8 AR @@ w22
o3 N B 8|88 868883522«
2 2 4w o w + e [ | W |, + L L LS S L L L
$ 2223 xK 222 3@R822:2gg¢2:2 2
a
£ 82 e €E eS8 e e €88 ElE E T I EEE
= [BSN = [ 3 s s G s 2 et el 2 2 Ess  eetl 2 et
= = [Rssgl <1 EH 0 (S < (Rl o0 EOR (S IRl =1 Rl 0 RS S RSl o
o 2 D= o lall o il = Fol o S o5 =l © ol © Bl = ol © e
L8 L8888y oo syosyeses s
(> ®H|>(>|>|>|®|>(>>|>2(®|>|>>|>®|>|>2>|>
SLEDAI 0.68 ).5: 520.620.61
IFG 10.6€ 0.550.54 0.6 0.63 0.760.740.650.62 0.610.62
Cr sérica 0.62 0.550.5¢ 0.57-0.6 0.750.73-0.6:0.5 0.590.61

c3 0.5¢€
(/)
anti-DNAdc 0.76

Figura 20 VEs urinarias correlacionan con variables clinicas
Matriz de correlacién entre las variables clinicas y los resultados obtenidos. Niumero en
azul indican correlacién positiva, nimero en rojo indican correlacion negativa.

Para poder entender mejor la matriz de correlacion previamente
mencionada, se muestran en la Figura 21, cada una de las correlaciones
estadisticamente significativas, partiendo de la que tiene mayor diferencia
significativa a la menor, siendo el valor de IFG como la creatinina sérica las

variables clinicas con mayores correlaciones con los resultados obtenidos.
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Figura 21 Correlaciones estadisticamente significativas entre variables clinicas y
resultados obtenidos.

Las graficas muestran las regresiones lineales, de la que tiene mayor diferencia
significativa, a las que tienen menor diferencia significativa. A. IFG vs VEs IMF CD53*. B.
anti-DNAdc vs VEs pyg/mL. C. Creatinina sérica vs VEs IMF CD53*. D. IFG vs VEs 0.1um
IMF CD53*. E. Creatinina sérica vs VEs 0.1um IMF CD53*. F. SLEDAI vs VEs pug/mL. G.
IFG vs VEs pg/mL. H. IFG vs VEs 0.3um IMF CD53*. I. IFG vs VEs 0.1um IMMF CD37*.
J. Creatinina sérica vs VEs pg/mL. K. IFG vs VEs 0.1ym IMF ADAM10*. L. IFG vs VEs
IMF ADAM10*. M. Creatinina sérica vs VEs 0.1um IMF CD37*. N. Creatinina sérica vs VEs
0.3um IMF CD53*. O. IFG vs VEs IMF CD37*. P. Creatinina sérica vs VEs IMF ADAM10".
Q. Creatinina sérica vs VEs IMF CD37*. R. C3 vs VEs pg/mL. S. Creatinina sérica vs VEs
IMF TSPAN33*. T. IFG vs VEs IMF TSPAN33*. U. IFG vs VEs 0.1um IMF TSPAN33*. V.
Creatinina sérica vs VEs 0.1um IMF TSPAN33*. W. IFG vs VEs 0.3um IMF CD37*. X.
SLEDAI vs VEs IMF CD37+.

Con estos resultados, podemos inferir que en las VEs urinarias existen
correlaciones con las variables clinicas presentes en la nefropatia lupica
activa al determinar IMF para las proteinas CD53, CD37, ADAM10 y
TSPANS33, tanto en VEs totales como por tamafio, asi como cantidad de
estas. Aunque es importante mencionar, que se requiere analizar una

mayor cantidad de muestras para corroborar estos hallazgos.

Para poder cumplir con el objetivo de analizar miRNAs presentes en las
VEs urinarias, se realiz6 una estancia de tres meses en el Instituto Feinstein
con la Dra Betty Diamond, se procesaron 100 muestras de orina,

provenientes de mujeres, divididas en tres grupos: individuos sanos,
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pacientes con diagndstico de lupus eritematoso generalizado sin actividad
y evidencia clinica o de laboratorio compatible con actividad renal (LEG), y
pacientes con nefropatia lupica activa (NL). A partir, de por lo menos 15mL
de orina se procedio a obtener vesiculas extracelulares (VEs), usando la
técnica previamente estandarizada de ultracentrifugacion, y la fraccion de
VEs se resuspendié en 200uL de PBS filtrado y estéril. Se verifico la
obtencion de las VEs por la técnica de Western blot, al revelar las proteinas
CD63 y CD9. Posteriormente se obtuvo el RNA total usando el kit RNA
miRNeasy micro kit Qiagen y se almacen6 a -20°C. Se cuantifico el RNA
total utilizando NanoDrop. Para después obtener el cDNA usando el kit
TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit. Una vez obtenido esto,
se realizé la deteccion de miRNAs humanos candidatos: miR142, miR-
148a, miR-146a, miR-150, miR-155 y miR-21, y como gen de referencia a
miR-16, mediante gPCR en el termociclador Light Cycler Roche 480,
usando como sonda FAM. Posteriormente, se calculo6 la expresidn relativa
de los miRNAs.

Los resultados obtenidos, fueron los siguientes. A pesar de haber
procesado 100 muestras de orina en total, no se pudo obtener VEs en
todas, debido a que algunas muestras de orina no correspondian a la
primera orina de la manana, estaban mas diluidas y por ende, fue imposible
detectar VEs, por lo tanto, en el grupo de NL correspondio a 21 pacientes,
el grupo de LEG 25, y el de sanos 10. En la Figura 22 se muestra la cantidad
de proteina presente en las VEs, hay mayor cantidad de proteinas en el
grupo con NL al compararlo con los otros grupos; lo que corroboro los

resultados obtenidos en la cohorte de pacientes mexicanos.
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Figura 22 Pacientes con NL activa tienen mayor cantidad de VEs urinarias
Cuantificacion de las vesiculas extracelulares urinarias de individuos con NL, LEG y sanos.
Panel izquierdo muestra la cantidad de proteina presente en las VEs. Panel derecho
muestra la cantidad de VEs estimadas. ***p<0.001 **p<0.005.

En estas muestras soélo fue posible identificar a los miRNAs, miR-21 y miR-
146a, mostrados en la Figura 23, donde se observa que hay mayor
expresion relativa de miR-21 en el grupo de NL, y una tendencia de

miR146a en el grupo de NL.
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Figura 23 miR-21 y miR-146a incrementan en NL activa.
Expresion relativa de miR21 (panel izquierdo) y miR146a (panel derecho) proveniente de
las VEs aisladas de orina en individuos con NL, LEG y sanos.

Con estos resultados se alcanzaron los objetivos planteados en la estancia
de 3 meses, observando que efectivamente las VEs se encuentran
enriquecidas en la orina de pacientes con nefropatia Iupica activa, y que
ademas se pueden usar miRNAs como posibles biomarcadores para la

enfermedad.
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Discusion



5.0 Discusion

En el presente estudio, fueron planteadas diversas interrogantes, desde
elegir la metodologia para poder obtener vesiculas extracelulares urinarias
con el mejor rendimiento, y posteriormente la tincion para la citometria de

flujo, hasta el analisis correcto de los datos obtenidos.

Debido al interés aumentado por identificar biomarcadores utiles en las
vesiculas extracelulares, asi como el uso de diversos fluidos bioldgicos
para su busqueda, se han implementado diversas metodologias para el

aislamiento y sus posteriores usos.

Nosotros decidimos aislar VEs de orina, principalmente por ser un fluido de
facil obtencién, no invasivo, y al estudiar a la nefropatia lupica el principal
dafo ocurre en el rindn, aunque se ha visto que el analisis de VEs urinarias
permite conocer el estado de un individuo sano, asi como de otras

enfermedades no relacionadas con el rifién (14,38,90,91,82—-89).

Después de una revisidn exhaustiva de la literatura, se decidié probar dos
metodologias para el aislamiento de las VEs urinarias: PEG vy
ultracentrifugacion (67,82,92,93) mas el uso o no de algun agente reductor.
El uso del agente reductor se justifica para eliminar a la proteina Tamm-
Horsfall, cuya presencia se incrementa cuando hay dafo renal, y esta
proteina genera que las VEs urinarias se peguen entre ellas, disminuyendo
la obtencién de estas (94-97). La metodologia mas usada por ser de las
mas baratas y reportada en diversos estudios es la ultracentrifugacion
(98,99), la cual también se uso en este estudio, ya que se obtuvo un mejor
rendimiento de VEs urinarias, al compararse con el uso de PEG, sumado
al hecho de que posteriormente se realiz6 una comparacion por tamano de
las VEs por citometria de flujo y el que las muestras fueran lo mas puras

posibles, es decir sin la presencia de PEG era lo ideal (93,100).
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Una vez estandarizada la metodologia, se demostré el aislamiento de las
VEs urinarias tal y como lo establece (99), usando Western blot para
evidenciar la presencia de moléculas enriquecidas en VEs como lo son
CD9, CD81 y Tsg101, y su ausencia en las fracciones urinarias, asi como

el cuantificar y clasificar por tamafio a las VEs por citometria de flujo.

Una vez ya obtenidas las VEs urinarias, se lisaron para su cuantificacion
de proteina, aproximacion que nos permite conocer la cantidad de VEs
presentes en la muestra (101) y poder realizar la comparacion entre los
diferentes grupos; tanto los pacientes con LEG activo como con NL activa
presentaron mayor cantidad de proteina, asi como de numero aproximado
de VEs totales, resultado esperado ya que tanto el LEG como su
complicacion la NL son enfermedades autoinmunes favorecidas por la
activacion celular y la estimulacion lleva a generar VEs (102), asi como en
estos pacientes se conoce que presentan mayor cantidad de esfingolipidos
y ceramidas (103,104), que posiblemente interactuan con Rab31 y flotilina
generando mayor secrecion de VEs y en consecuencia el incremento de la
cantidad de proteina (105,106).

Debido a que en el grupo de trabajo al cual pertenezco, se investiga el papel
de las células B en LEG, y por los antecedentes directos (49,107),
decidimos buscar la presencia de tetraspanina 33 en las VEs urinarias
usando Western blot, la cual esta incrementada, encontrando diversas
bandas, es decir a la proteina con diferentes conformaciones, debido a las
glicosilaciones que presenta, sumado al estar presente en los
microdominios enriquecidos de tetraspaninas (TEMs), que no se separan
tan facilmente (54,107). Ademas al estar incrementada ADAM10 en VEs
urinarias de pacientes con NL (108), confirma el resultado obtenido, y los
pacientes en remision presentan menor cantidad de TSPAN33.

Aunado a la caracterizacion de TSPAN33 en las VEs urinarias, decidimos

analizar también a la metaloproteasa ADAM10, y a las tetraspaninas
presentes en VEs de células B, CD37 y CD53. Por lo cual, se tuvo que
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estandarizar la tincion directa de las VEs urinarias para su posterior captura
en el citdmetro de flujo BD Accuri C6, un citbmetro que al usar una bomba
peristaltica para la generacion del flujo, permite controlar la cantidad de
muestra a analizar, asi como se demostré que puede diferenciar entre los
distintos tamarios de las VEs (81). Y con el uso de la molécula fluorescente
denominada éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE), la cual al ser
hidrolizada fluoresce uniéndose a las aminas, y ya no sale de la VE (109—

111), permitiéndonos distinguir entre VE y ruido de fondo.

Nos preguntamos si tan solo la presencia de LEG activo era suficiente para
poder encontrar diferencias entre la cantidad absoluta de VEs, y VEs
positivas a las proteinas buscadas, no se obtuvo diferencia significativa,
pero si una tendencia a mayor numero de VEs totales, asi como VEs
positivas a las proteinas buscadas en los pacientes con LEG activo,
mientras que los individuos sanos y pacientes con LEG inactivo
presentaban menor numero, debido a que no presentan células activadas

y por ende la produccién de VEs esta disminuida (112-115).

Al no tener resultados concluyentes, decidimos evaluar la intensidad media
de fluorescencia (IMF), para cada una de las proteinas, tanto en VEs
totales, como por tamafio, encontrando que las VEs urinarias de pacientes
con LEG activo presentan menor IMF para cada una de las proteinas
evaluadas al compararlas con los pacientes con LEG inactivo y los
individuos sanos, nuestra hipotesis es que al secretar mayor cantidad de
VEs urinarias en los pacientes con LEG activo, las proteinas evaluadas se
diluyan en la superficie de las VEs, mientras que en los sanos como LEG

inactivo al haber menor secreciéon de VEs, las proteinas se concentren.

Una vez visto que, si hay diferencias en LEG activo contra inactivo, se
procedié a comparar las VEs urinarias de los pacientes con NL activa,
contra los seis meses de seguimiento y los individuos sanos. Los pacientes
con NL activa presentaron mayor numero absoluto de VEs urinarias (116),
y una tendencia en VEs positivas a TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Gutwein, et al.,
incrementé de ADAM10 en las VEs urinarias aisladas de pacientes con NL
activa, aunque es evaluado por Western blot (108). Asimismo, se obtuvo la
IMF para las proteinas evaluadas en VEs totales, como por tamano, los
individuos sanos presentaron mayor IMF para TSPAN33, ADAM10, CD37
y CD53 al compararlo con NL activa y a los 6 meses de seguimiento, es
mayor la diferencia significativa con NL activa. Nuestra hipétesis es que
tanto CD37 como CD53 son tetraspaninas importantes en las células B,
principalmente para el mantenimiento y supervivencia de las células
plasmaticas, las cuales estan generando in situ los autoanticuerpos,
exacerbando la NL. Por consiguiente, la célula Bestda usando las
tetraspaninas y por lo tanto no las esta reclutando en las VEs, debido a la
patogenia de esta enfermedad. Ademas de la participacion in situ de las
tetraspaninas en la patogenia, también pudiera ser que las VEs con alto
contenido de estas tetraspaninas en lugar de secretarse en la orina se
estén quedando en el parénquima renal, favoreciendo la enfermedad (116—
121). Lo mismo podriamos argumentar para TSPAN33 y ADAM10, siendo
ADAM10 responsable también a su vez de la patogenia de la enfermedad,
asi como TSPAN33 regula la actividad metaloproteasa de ADAM10 (122—
125).

Una manera mas fidedigna de saber si lo encontrado puede impactar
directamente con la presencia de enfermedad, asi como de si las variables
evaluadas correlacionan o no, es mediante la generacién de una matriz de
asociacion. Encontramos que SLEDAI correlaciona positivamente con
numero de VEs, la cantidad de proteina, numero de VEs positivas para
TSPAN33, CD37, CD53 y ADAM10. ElI SLEDAI es el dato que nos indica
presencia de enfermedad activa, asi que con esto podemos concluir que
estas variables evaluadas son de mal prondstico para nuestros pacientes.
también es importante mencionar que las mayores asociaciones se dieron
con CD53, como ya se menciond anteriormente es una tetraspanina
involucrada en el desarrollo y mantenimiento de tolerancia de células B, lo

que explicaria estas asociaciones.
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Desafortunadamente se tiene que sefalar que se tuvo una muestra muy
pequeia de pacientes, por lo cual es importante ampliar la muestra y

verificar que los datos obtenidos en la presente tesis sean reproducibles.

Parte del proyecto consideraba la busqueda de miRNAs presentes en las
VEs urinarias de pacientes con NL activa, LEG inactivo e individuos sanos.
El abordaje fue realizado en una estancia en el Instituto Feinstein. Debido
a la pandemia de COVID-19, solamente se obtuvieron resultados sin el
historial médico de los pacientes. A pesar de esto, observamos que los
resultados obtenidos con la cohorte mexicana se reproducen, es decir al
tener NL activa hay mayor secrecion de VEs urinarias. También
encontramos mayor expresion del miR-21 y miR146a en los pacientes con
NL activa, resultados que ya se han reportado en otras cohortes (126—-130),
aunque en nuestro caso en particular se uso un housekeeping como

control, para normalizar los datos obtenidos.
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Conclusiones



6.0 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos y de lo expuesto anteriormente se

puede

concluir de este trabajo de tesis que:

- El numero y cantidad de proteina de VEs correlaciona con parametros
clinicos en LEG y NL.

- La presencia de TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53 en las VEs
correlaciona, se pueden proponer como biomarcadores.

- El numero y cantidad de proteina en las VEs de la cohorte de pacientes
afroamericanas con NL activa se encuentran incrementados, asi como
miR-21 y miR-146a
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Perspectivas



7.0 Perspectivas

La NL al ser una de las principales complicaciones del LEG, ha hecho que
se sigan buscando maneras no invasivas para anticipar si los pacientes
estan respondiendo al tratamiento o no, el presente proyecto nos aporta
que la orina se puede usar para aislar vesiculas extracelulares, y estas
pudieran usarse como biomarcadores de prondstico, asi como la presencia
de TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53. Sin embargo, hace falta demostrarlo
en una mayor cohorte de pacientes, con seguimiento de por o menos un
ano.

Asimismo, se deben realizar experimentos con ratones humanizados con
LEG y sin la enfermedad, marcando las VEs positivas a las proteinas
evaluadas, y observar donde se quedan estas VEs o si son excretadas en

orina.
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Abstract: Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disorder that often leads to kidney
injury, known as lupus nephritis (LN). Although renal biopsy is the primary way to diagnose LN,
it is invasive and not practical for regular monitoring. As an alternative, several groups have pro-
posed urinary extracellular vesicles (uEVs) as potential biomarkers for LN, as recent studies have
shown their significance in reflecting kidney-related diseases. As a result, we developed a flow cy-
tometry approach that allowed us to determine that LN patients exhibited a significantly higher
total uEV concentration compared to SLE patients without kidney involvement. Additionally, an
analysis of different-sized uEV subsets revealed that microvesicles ranging from 0.3 to 0.5 um
showed the most promise for distinguishing LN. These findings indicate that evaluating uEV con-
centration and size distribution could be a valuable diagnostic and monitoring tool for LN, pending

further validation in more comprehensive studies.

Keywords: extracellular vesicles; lupus nephritis; urine; biomarker

1. Introduction

Extracellular vesicles (EVs) are membrane-contained structures secreted by most cell
types and are considered central messengers for intercellular communication [1]. These
EVs typically contain definite proteins, lipids, and nucleic acids such as microRNAs,
tRN A-derived small RN As, and long non-coding RNAs [2]. They can be categorized into
three main classes depending on their cellular source and relative size: exosomes (30-100
nm), microvesicles (100 nm~-1 pm), and apoptotic bodies (1-5 um) [3]. EVs are typically
obtained from bodily fluids, such as blood (plasma or serum), saliva, and urine. This ac-
cessibility allows for non-invasive sample collection [4,5]. Moreover, EVs represent highly
stable particles contained in many samples, besides their molecule enrichment degree or
specific molecule presence, which can correlate with the status of many health disorders
[6-10].
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Urinary EVs (uEVs) present a unique advantage for studying renal diseases, as they
can reflect significant pathological changes in the kidneys [11-14]. These vesicles are pro-
duced by different cell types within the kidney, such as podocytes, tubular epithelial cells,
and endothelial cells. Their composition can vary depending on kidney physiological and
pathological conditions [15,16].

Lupus nephritis (LN) is one of the most severe complications and a leading cause of
death in Systemic Lupus Erythematosus (SLE). LN is a form of glomerulonephritis with
deposition of immune complexes (ICs) and complement, which results in renal tissue
damage in the kidneys of LN patients, endothelial damage, and microthrombi formation
[17]. Although renal biopsy has long been considered the “gold standard” for diagnosis
of LN [18], its invasive nature and limited scope of renal tissue analysis warrant a more
advanced approach. The need for non-invasive and sensitive diagnostic and prognostic
methods is evident. Hence, discovering new biomarkers would improve diagnosis and
offer additional insights into disease activity, treatment selection, and patient follow-up
[19,20].

Interestingly, it has been reported that EVs play a role in developing LN through
various mechanisms. These mechanisms include EVs as a source of extracellular or intra-
cellular autoantigens and complement activators [21]. Beyond their pathogenic implica-
tions, these uEVs could be proposed as a “liquid biopsy” approach alternative in LN be-
yond or with conventional blood-associated variables. Recent works have reported their
utility in identifying or following up on LN patients by analyzing specific content of the
uEVs [22] but ignoring their intrinsic properties, such as their size distribution or abun-
dance. Thus, we decided to study these urinary EVs’ features that could represent poten-
tial biomarkers for LN patients, employing a simple flow cytometry approach.

2. Methods
2.1. Sample Collection

First morning urines (15 mL) were collected from 15 LN patients and 11 SLE patients
with no kidney involvement at the time of sampling. All the samples were stored at —20
°C until used. Laboratory and clinical features confirmed SLE patients without kidney
involvement. Besides using the same approach to assess a diagnostic, the patients with
LN were assessed by a percutaneous renal biopsy and then classified by their displayed
glomerular disease type by means of the criteria established by the International Society
of Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS) [23]. Remarkably, all urine samples
were obtained from patients no longer than three weeks after performing the renal biopsy
procedure. Exclusion criteria included pregnancy or puerperium, any ongoing acute or
chronic infection, neoplasia, or patients treated with any biological therapy. All patients
in both groups were under immunosuppressive treatment at the time of recruitment. The
majority were under prednisone treatment (LN 81 vs. non-LN 90%) and hydroxychloro-
quine (LN 73.1 vs. non-LN 80%) in both groups. The other most frequent treatments in the
lupus nephritis group were cyclophosphamide (LN 35 vs. non-LN 0%) and mycopheno-
late mofetil (LN 23 vs. non-LN 0%), and in the non-lupus nephritis group were azathio-
prine (non-LN 25 vs. LN 12%) and methotrexate (non-LN 30 vs. LN 3.8%). None were
under B cell-depleting drugs. The characteristics of all these individuals are depicted in
Table 1.

All recruited patients signed informed consent forms before being included in our
study. The Institutional Ethics Committee of the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran reviewed and approved our protocol (Ref. 2555) in compli-
ance with the Helsinki Declaration.
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Table 1. Main demographics, clinical and laboratory features of SLE/LN patients.

SLE, SLE with LN,
Variable Median (IQR) Median (IQR) p-Value
n=11 n=15
Age 28 (21-37) 27 (20-34) 0.3898
Female 10/11 8/15 0.2691
SLEDAI 4 (4-8) 20 (16-22) 0.0001
White blood cell count 4.45 (4.13-5.00) 7.10 (3.55-9.98) 0.2141
Creatinine (serum) 0.72 (0.62-0.81) 2.47 (1.50-3.99) <0.0001
eGFR 103.50 (115.10-121.20) 28.70 (15.80-49.30) <0.0001
Creatinine (random urine)  51.00 (37.00-127.00) 76.00 (44.00-171.80) 0.2753
C3 97.00 (71.00-114.00) 48.50 (37.75-58.75) 0.0001
C4 15(11-21) § (8-13) 0.0663
Anti-dsDNA 35.80 (10.38-117.00) 425.00 (33.48-746.90) 0.0428
Classification of Lupus Nephritis by ISN/RPS (1)
Class IV - 2
Class [IT+V - 2 -
Class IV+V - 11

The differences among groups were analyzed with Mann-Whitney tor y? tests. Statistically signifi-
cant values are shown in bold text. IQR —interquartile range; SLEDAI—Systemic Lupus Erythema-
tosus Disease Activity Index; eGFR—estimated Glomerular Filtration Rate; C3—complement com-
ponent 3; C4—complement component C4; anti-dsDNA —antibodies anti-double stranded DNA.

2.2, Extracellular Vesicles Isolation

The urinary extracellular vesicles were isolated, as we previously described, with a
protocol validated to minimize the loss and deterioration of EVs [24]. In brief, whole urine
(15 mL) was centrifuged at 3000x g for 10 min at 4 °C to remove all cell debris and urinary
cells. Subsequently, the supernatant was collected and centrifuged at 10,000x g for 45 min
at 4 °C to dispose of considerable molecular weight particle contamination. The pellet was
treated with B-mercaptoethanol to remove the interfering Tamm-Horsfall (THP) protein
to obtain a good yield of uEVs. The residual supernatant was then centrifuged at 160,000x
g for 70 min at 4 °C. Finally, the supernatant was discarded, and the pellet containing uEVs
was washed and resuspended in 1 mL of 1X PBS buffer with protease inhibitors (uEVs
“stock”). Isolated uEVs were stored at -70 °C until use.

2.3. Flow Cytometry

A total of 20 uL of each uEVs prepared stock was stained with 0.4 uL of carboxyflu-
orescein succinimidyl ester (CFSE, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) [5 nM]
for 10 min at 37 °C to allow discrimination between the “background noise” (debris) in
the flow cytometry analysis. Samples were then diluted with 400 puL of cold sterile PBS 1x
for immediate analysis on an Accuri C6 cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA). The usage of this type of cytometer is highly relevant since it is equipped with a
fixed flow rate with peristaltic pumps that allow fine-tuning and control of sample vol-
umes. Cytometer capture parameters were set at 100 uL of total volume at a slow flow
rate. Defined-size gating was achieved employing Megamix Plus-FSC (BioCytex, Mar-
seille, France) fluorescent (FL1) beads with the following diameters: 0.1 um, 0.3 pm, 0.5
pum and 0.9 pm. This mix was used to establish the area of interest covering each most
approximate EV size. This method is also detailed by Navarro-Hernandez et al. [24]. Fi-
nally, all data were processed using FlowJo v10.10 software (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA), and the acquired results were normalized using the creatinine in the
urine values of each sample to obtain the relative uEV concentration (total or defined by
particle size).
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2.4. Statistical Analysis

Differences in uEVs between groups were assessed with a Mann-Whitney U test.
Additionally, we generated a correlation matrix using Spearman’s rank correlation test
between uEV concentrations and the clinical features of SLE/LN patients. Receiver oper-
ating characteristic (ROC) curves were generated to calculate the area under the curve
(AUQ) for discernment between LN or non-LN groups. All performed analyses were ac-
complished using the Prism (GraphPad) v. 10.3.0 software and the R platform, v. 4.0.2 (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria; available online: http://www.R-
project.org/ (accessed on 4 July 2024).

3. Results
3.1. Urinary EV Concentrations Are Elevated in LN

Employing a previously standardized method that allows setting our flow cytometer
to study uEVs within delimited size gates and obtaining reproducible counts, we defined
four bead size-defined plot regions to identify particles from 0.1 to 0.9 pum (Figure 1A).
Then, we analyzed the enriched uEV preparations from patients’ samples using these pa-
rameters, excluding most of the associated debris. Once normalized, uEV counts were
compared between lupus and LN-exhibiting patients, finding that 0.1 um EVs were the
most represented ones in both groups but exhibited no differences in the percentual size
distribution of urinary vesicles regarding any subset analyzed (Figure 1B). However, we
found that the total (all evaluated sizes) uEV concentration was significantly higher in LN
patients (Figure 1C). When we analyzed each size-subset concentration, we also found
that each of the 0.1, 0.3, and 0.5 um EVs were significantly more abundant in LN patients’
urine (Table 2).
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Figure 1. uEVs display no differences in size distribution but exhibit increased concentration in LN.
(A) Gates for each bead size (upper panel) employed as a reference to define the relative size of
purified uEVs in patient samples (lower panel, showing a representative contour plot). FSC— for-
ward scatter (size); SSC —side scatter (granularity). (B) Size distribution plot displaying normalized
mean frequencies of each uEV size subset in SLE vs. LN patients. (C) Total uEV concentration in
SLE vs. LN patients. The data were analyzed using the Mann-Whitney U test. * p < (.05.
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Table 2. EV size-subset concentrations in SLE/LN patients.

. SLE [EVs/uL], SLE with LN [EVs/uL],

EV Size-Subset Median (IE}R) Median (IQR) H p-Value
0.1 um 28.84 (3.59-43.70) 112.40 (36.34-1573.00) 0.0128
0.3 um 0.80 (0.10-1.46) 7.41 (1.07-64.86) 0.0019
0.5 um 0.38 (0.05-0.57) 1.44 (0.43-16.21) 0.0031
0.9 um 0.24 (0.09-0.46) 0.72 (0.16-9.28) 0.0589

The differences among groups were analyzed with Mann-Whitney U test. Statistically significant
values are shown in bold text.

3.2. uEV Concentrations Correlate with Clinical and Laboratory Variables in SLE and LN

To evaluate the clinical relevance of determining the uEV concentrations, we per-
formed analyses of the correlation between the amounts of uEVs and clinical and labora-
tory features typically assessed in lupus in non-LN/LN patients (Figure 2). Remarkably,
all uEV size-subset concentrations displayed significant positive and strong correlations
with the Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI), and most of
them also exhibited strong but negative correlations with serum concentration of the com-
plement C3 subunit. Additionally, only the concentrations of total uEVs and 0.3 pm subset
displayed moderated correlations with the serum amounts of antibodies’ anti-double
stranded DNA (anti-dsDNA).

Interestingly, as shown in Figure 2, only the larger uEV subsets of 0.3, 0.5, and 0.9
displayed significant moderate to strong correlations with classical parameters used to
evaluate renal status, such as serum creatinine levels (positive correlation) or the esti-
mated glomerular filtration rate (eGFR, negative correlation).

Serum Creatinine

<
Z
(@)
%)
©
c
<

eGFR
SLEDAI

Total EVs

0.1 um EVs 0.44

0.3 um EVs “.’ 045 |10
05umEVs 68 &8 ‘ o8

0.9 um EVs (o4 ‘ . ‘

Figure 2. uEV levels correlate with different clinical features in SLE/LN patients. Correlation matrix
of the calculated Spearman coefficient between uEV concentrations of different sizes (left side) and
clinical characteristics of SLE/LN patients (upper side). The sidebar color scale (right side) indicates

-1
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the magnitude of a positive correlation (red) or a negative correlation (blue). The size of each circle
represents the correlation coefficient enclosed. All the displayed correlations in the plot are signifi-
cant (p < 0.05), besides the non-significant correlations that are represented with empty white
squares.

3.3. uEVs as Urine Biomarkers of LN

Finally, to evaluate the utility of uEV concentration measurements as potential LN
biomarkers, we generated receiver operating characteristic (ROC) curves for each vesicle
size subset to determine their discriminative capacity in SLE vs. LN patients (Figure 3).
We calculated the corresponding areas under the curve (AUC), and we concluded that
both uEVs of 0.3 and 0.5 pm displayed significant outstanding discriminative values
(AUC of 0.849 and 0.833, respectively). Still, even the (.1 subset or total uEV concentration
displayed significant, good values (AUCs above 0.7).

displayed signiticant, good values (AUCs above 0.7).

- T — 0.9umEVs;AUC = 0.721, p = 0.0582
— 0.5 um EVs; AUC =0.833, p = 0.0043
0.3 um EVs; AUC = 0.849, p = 0.0028
— 0.1 um EVs; AUC = 0.788, p = 0.0137
Total EVs; AUC = 0.739, p = 0.0404
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Figure 3. ROC curves of uEV concentrations for discrimination of LN patients and non-kidney af-
fected SLE patients. The values of each AUC and p-values are depicted. p-values < 0.05 were consid-
ered significant. SLE patients (n =11) and LN (n =15).

4. Discussion

Kidney damage leading to LN is one of the most common complications of SLE. In
adult patients with SLE, as many as 5 out of 10 will develop kidney disease, increasing up
to 8 out of 10 in children [25].

Percutaneous renal biopsy is considered the “gold standard” for diagnosing and clas-
sifying LN, besides its degree of activity or chronicity [26]. However, renal biopsy is a
risky, invasive, and expensive surgical procedure that is not practical for monitoring LN
due to the necessity of repetition [26]. Consequently, several serum and urinary bi-
omarkers have been proposed to study SLE patients, focusing on LN.

While numerous molecules have been suggested as LN diagnostic or prognostic bi-
omarkers, such as metabolites, cytokines and chemokines, autoantibodies, and cell adhe-
sion-related or micro-RNA molecules [27], the landscape of serum or uEVs has only re-
cently started to receive attention [22]. However, these studies primarily obtained insight
into the specific contents of these structures rather than the EVs themselves. This context
led us to focus on the relative abundance and size distribution of these membranous enti-
tes, a novel and potentially impactful approach.

uEVs are secreted from urothelial cells, including those from the kidneys, ureters,
bladder, urethra, and the male reproductive tract [28], with those derived from kidneys
being the most abundant [29].
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As expected, changes in uEV abundances have been marginally documented in the
urinary tract or organ-associated related diseases, varying from no concentration differ-
ences among healthy subjects and prostate cancer patients [30] to an evident increase in
acute kidney injury in cardiac surgery patients [31]. However, beyond the proposal of
specific biomarker molecules associated with uEVs, such as different miRNAs or HMGB1
[21], there is a lack of information regarding the potential of determining the concentration
or size distribution of uEVs in LN. Our study, which used a simple flow-cytometry-based
method to stain and analyze EVs enriched from urine samples, found that the concentra-
tion of total or size-specific subsets of uEVs differs from LEG and LN-exhibiting patients.
This result suggests the practical potential of uEVs as diagnostic or monitoring biomarkers
for LN.

First, we found that although no changes in size distribution were observed, the urine
of individuals with LN exhibited a significant increase in total EV concentration. As men-
tioned before, there are only a few reports indicating concentration changes in uEVs dur-
ing some chronic, deleterious kidney disorders, including their increased amounts in the
urine of diabetic nephropathy [32]. Supporting the idea that urinary tract tissue damage
induces these vesicles in urine, it has been reported that radiotherapy significantly in-
creases uEV concentrations relative to pre-radiotherapy levels in patients with prostate
cancer who develop bladder toxicity [33]. Interestingly, this study indicates that pretreat-
ment urine samples displayed stable and normally distributed EV amounts, thus making
plausible its usage to monitor biomarkers upon detection of aberrant vesicle concentra-
tions. In this way, although our results are limited because of the cross-sectional type of
the observations, the evident differences in the concentration of uEVs in LN patients and
their correlation with different SLE or nephritis-associated variables point to a promising

value of these structures as a diagnostic 1t_>'10mau'km', with other poteniial applicéti()ns that
need to be evaluated by longitudinal approaches.

Another aspect that our approach considers is the individual uEV size; accordingly,
besides determining total EVs, we could analyze and divide these structures into four
subsets ranging from 0.1 to 0.9 um (100 to 900 nm). Independently of the apoptotic bodies,
the consensus indicates that EV's can be broadly classified into small and large extracellu-
lar vesicles. The small subset, typically referred to as exosomes, exhibits a diameter of 30—
150 nm and originates from the endocytic pathway, while the large ones (microvesicles)
have a mean diameter of 200-1000 nm and bud directly off the plasma membrane of the
originating cells [3].

Although our results indicate that the most represented uEVs are the 0.1 pm-sized,
the larger, less abundant 0.3 and 0.5 pm-sized subsets exhibited a more robust significance
differentiating LN. This fact is supported by the results given by the constructed ROC
curves, which confirmed that the 0.3 and 0.5 um uEV concentrations constitute the best-
analyzed parameters to differentiate the LN outcome, exhibiting significant and robust
AUCs. Remarkably, the concentration of these larger microvesicles better correlates with
renal-function-associated variables such as eGFR or creatinine, besides classical SLE de-
scriptors such as SLEDAI complement, or autoantibodies levels. Despite displaying sim-
ilar correlation patterns, the largest analyzed uEVs of 0.9 mm are so scarce that their de-
termination would become technically complex compared with the rest of the subsets.

While we do not generate any data that could explain the differential concentration
and size changes of uEVs during LN, it is interesting that all of them could be related to
the inflammatory status of damaged kidneys. Accordingly, in different cell or organ con-
texts, it has been reported that inflammation induces altered EV biogenesis and release,
including an increased size distribution of microglial cells upon lipopolysaccharide-in-
duced activation [34] or during the progression of prostate cancer, where increased plas-
matic exosome levels were detected [35].

Interestingly, some inflammatory mediators have been directly related to the cellular
endocytic pathways controlling EV secretion. One of them is IL-13, a cytokine that has
been found in high levels in active LN patients [36], and is known to positively regulate
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the expression of ALG-2-interacting protein X (ALIX) [37], which is a multifunctional
player involved in multivesicular body biogenesis, endocytic membrane trafficking, and
apoptosis [38]. Some studies have also documented that the overexpression of ALIX or its
interactor, the tumor susceptibility gene 101 (TSG101), which is part of the endosomal
sorting complex required for transport I (ESCRT-I), directly affects the size or the concen-
tration of secreted EVs by HEK293 cells [39]. Accordingly, the inflammatory microenvi-
ronment in LN could favor the morphological and numerical changes in uEVs through
the direct modulation of the endocytic pathways. This fascinating idea could be further
analyzed in dedicated and independent studies.

Finally, and as mentioned before, uEVs constitute promising candidates for the dis-
covery of noninvasive biomarkers to predict and monitor the evolution of kidney pathol-
ogies. Beyond their usefulness as stand-alone parameters, these vesicles could be incorpo-
rated into multiplex diagnostic platforms that overcome the limited sensitivity and spec-
ificity of classical kidney-damage-related biomarkers. Changes in EVs might occur even
before there are variations in traditional blood-measured indicators of kidney function,
such as creatinine and urea concentrations, thus allowing early diagnostic approaches. In
this way, we propose that the concentration analysis of mid-size microvesicles (0.3-0.5
mm) in urine samples, followed by the concentration of total uEVs, could represent a use-
ful LN biomarker. However, standardizing and validating our results in more extensive
and prospective cohorts to gain insight into the value of these proposed parameters, even
during the monitoring of nephritis response in patients upon treatment, is contingent on
obtaining a better understanding of their value.
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Lupus nephritis (LN) is one of the most common manifestations of systemic lupus
erythematosus (SLE), characterized by abnormal B cell activation and differentiation to
memory or plasma effector cells. However, the role of these cells in the pathogenesis of LN
is not fully understood, as well as the effect of induction therapy on B cell subsets, possibly
associated with this manifestation, like aged-associated B cells (ABCs). Consequently, we
analyzed the molecules defining the ABCs subpopulation (CD11c, T-bet, and CD21)
through flow cytometry of blood samples from patients with lupus presenting or not LN,
following up a small sub-cohort after six months of induction therapy. The frequency of
ABCs resulted higher in LN patients compared to healthy subjects. Unexpectedly, we
identified a robust reduction of a CD21" subset that was almost specific to LN patients.
Moreover, several clinical and laboratory lupus features showed strong and significant
correlations with this undefined B cell subpopulation. Finally, it was observed that the
induction therapy affected not only the frequencies of ABCs and CD21" subsets but also
the phenotype of the CD21™ subset that expressed a higher density of CXCR5.
Collectively, our results suggest that ABCs, and more importantly the CD21" subset,
may work to assess therapeutic response since the reduced frequency of CD21" cells
could be associated with the onset of LN.

Keywords: B cells, aged

1 B cells, lupus ery 15, lupus nephritis, induction theraphy
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Abstract

Extracellular vesicles, EVs, are a heterogeneous complex of lipidic membranes, secreted by any cell
type, in any fluid such as urine. EVs can be of different sizes ranging from 40-100 nm in diameter such
as in exosomes to 100-1000 nm in microvesicles. They can also contain different molecules that can
be used as biomarkers for the prognosis and diagnosis of many diseases. Many techniques have been
developed to characterize these vesicles. One of these is flow cytometry. However, there are no
existing reports to show how to quantify the concentration of EVs and differentiate them by size,
along with biomarker detection. This work aims to describe a procedure for the isolation,
quantification, and phenotypification of urinary extracellular vesicles, uEVs, using a conventional
cytometer for the analysis without any modification to its configuration. The method's limitations
include staining a maximum of four different biomarkers per sample. The method is also limited by
the amount of EVs available in the sample. Despite these limitations, with this protocol and its
subsequent analysis, we can obtain more information on the enrichment of EVs markers and the
abundance of these vesicles present in urine samples, in diseases involving kidney and brain damage.
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Abstract

B lymphocytes are a leukocyte subset capable of developing several functions apart from
differentiating into antibody-secreting cells. These processes are triggered by external
activation signals that induce changes in the plasma membrane properties, regulated by
the formation of different lipid-bilayer subdomains that are associated with the
underlying cytoskeleton thraugh different linker molecules, thus allowing the functional
specialization of regions within the membrane. Among these, there are tetraspanin-
enriched domains. Tetraspanins constitute a superfamily of transmembrane proteins
that establish lateral associations with other molecules, determining its activity and
localization. In this study, we identified TSPAN33 as an active player during B-lymphocyte
cytoskeleton and plasma membrane-related phenomena, including protrusion
formation, adhesion, phagocytosis, and cell motility. By using an overexpression model of
TSPAN33 in human Raji cells, we detected a specific distribution of this protein that
includes membrane microvilli, the Golgi apparatus, and extracellular vesicles.
Additionally, we identified diminished phagocytic ability and altered cell adhesion
properties due to the aberrant expression of integrins. Accordingly, these cells presented
an enhanced migratory phenotype, as shown by its augmented chemotaxis and invasion
rates. When we evaluated the mechanic response of cells during fibronectin-induced
spreading, we found that TSPAN33 expression inhibited changes in roughness and
membrane tension. Contrariwise, TSPAN33 knockdown cells displayed opposite
phenotypes to those observed in the overexpression model. Altogether, our data indicate
that TSPAN33 represents a regulatory element of the adhesion and migration of B
lymphocytes, suggesting a novel implication of this tetraspanin in the control of the
mechanical properties of their plasma membrane.
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