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RESUMEN

Introduccion. La nefropatia lupica el principal factor prondstico en lupus
eritematoso sistémico. Las clases de nefropatia lupica que requieren tratamiento
son las proliferativas (clases Ill y IV) y la membranosa (clase V).

Objetivo. Identificar la huella metabolémica urinaria en nefropatia IUpica
clinicamente significativa.

Sujetos y Métodos. Estudio trasversal. Incluimos a pacientes con lupus
eritematoso sistémico, con o sin nefropatia lupica. Se analizaron muestras
urinarias para la deteccibn de metabolitos utilizando espectrometria por
cromatografia de gases (acoplada a nariz electrénica) y se seleccionaron los
metabolitos relevantes con andlisis de componentes principales y Random
Forest.

Resultados. Incluimos a 78 pacientes, de los cudles 37 tuvieron nefritis lupica.
Los pacientes con nefritis lupica eran mas jovenes (p 0.03). EIl puntaje de
SLEDAI fue mas alto en los pacientes con nefritis lupica (mediana, 16 vs 4, p
<0.0001). La nefropatia mas frecuente fue la clase IV se presento en el 64% de
los casos, clases mixtas en el 21%, clase V en el 2%.

Encontramos mas de 300 picos en la espectrometria, correspondientes a
metabolitos o fragmentos de metabolitos. Mediante analisis de componentes
principales logramos reducir los datos en 2 componentes, alcanzando una
varianza mayor al 80% de los datos.

Mediante heatmap visualizamos agrupaciones de metabolitos que lograron
diferenciar a los pacientes con y sin nefropatia lupica. De estos metabolitos
escogimos los mas relevantes mediante Random Forest encontrando una huella
metaboldmica de 15 metabolitos en nefritis Iupica. Los metabolitos que
mostraron diferencias significativas entre los grupos fueron citrulina, acido 3
hidroxi-isoheptanoico y acido 2 propil glutarico

Conclusién. Identificamos una huella metabolémica urinaria caracteristica en

pacientes con NL
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

LES: lupus eritematoso sistémico

NL: nefropatia lupica

Anti-DNA: anticuerpos contra acido desoxirribonucleicos

CH50: complejo hemolitico 50

ISN/RSP: Sociedad Internacional de Nefrologia y la Sociedad Renal de Patologia
ACR: Colegio Americano de Reumatologia (siglas en inglés, American College
of Rheumatology)

SLICC: Grupo Colaborativo Internacional clinico de Lupus Sistémico
TNF: factor de necrosis tumoral

TWEAK: inductor débil de apoptosis relacionado con TNF

NGAL: lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos

VCAM-1: molécula de adhesion vascular 1

MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos 1

CXCL-16: ligando de quimiocina 16

LTB4: leucotrienos

GGTA1: péptido 1 de gama glutamil

GSH: glutation

MDA: malondialdehido

TCA: ciclo del acido tricarboxilico

MDA: 3,4 metilenedioxianfetamina

ROS: especies reactivas de oxigeno

NMR: espectroscopia por resonancia magnética

LC-MS: cromatografia de gases acoplada a espectrocopia

PCA: analisis de componente principales

Palabras clave:
Nefritis lupica
Metaboldmica

Método diagndstico
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ANTECEDENTES.

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune, sistémica,
cuya caracteristica es la produccion de autoanticuerpos. La presentacion clinica
es heterogénea, va desde manifestaciones cutaneas leves, hasta afeccion

multiorganica fatal [1].

La nefropatia es el principal predictor de morbilidad y mortalidad en pacientes
con LES, y engloba afeccion glomerular, nefritis intersticial y vascular [2,3]. Se
presenta como manifestacion inicial en el 30-40% de los adultos con LES y 70%
en nifos. En el seguimiento a 10 afos el 60% de los adultos con LES

desarrollara nefropatia lupica (NL) [4,5].

De acuerdo con la clase de nefropatia (Tabla 1), las proliferativas (clase lll, 1V)
tienen mayor riesgo de mortalidad (HR 2.28, IC 95%, 1.29-3.8) comparado con
la clase membranosa pura (V) (HR 1.09, IC 95% 0.38-3.14). Las formas
combinadas (clases Il1+V o IV+V) tienen un indice de mortalidad estandarizado
de 9.8 [2]. El prondstico en pacientes con NL estima una sobrevida a 10 afios del

90% con tratamiento [2,6].

La tasa de insuficiencia renal crénica en NL disminuyo en los ultimos 10 afos;
ahora la incidencia es de 10%, y se asocia a mayor mortalidad (HR de 3, IC 95%
1.48-5.99) [7]. Los factores asociados a progresion de insuficiencia renal son:
raza -pacientes afro-americanos e hispanos tienen peor prondstico, clase de

nefropatia, nivel basal de creatinina, entre otros [7-9].

Por lo anterior las clases proliferativas y membranosa, son el tipo de nefropatia
con mayor trascendencia clinica, el diagndstico temprano de este tipo de nefritis

puede modificar el prondstico.
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Tabla 1. Clasificacion de nefropatia lupica de la Sociedad Renal de Patologia y la
Sociedad Internacional de Nefrologia (ISN/RSP).

Clase de Descripcion

Glomerulonefritis

I Proliferacion mesangial minima, glomérulo normal, pero con

depdsito escaso de inmunocomplejos.

Il Proliferacion mesangial, definido como hipercelularidad mesangial

y depésitos de inmunocomplejos mesangiales.

1l Glomerulonefritis proliferativa focal, proliferaciéon

subendotelial
A — Lesiones activas

A/C - Lesiones activas y crénicas, presencia de proliferacion

celular y esclerosis

C - Lesiones inactivas, con cicatrizacion glomerular

v Glomerulonefritis proliferativa difusa, afeccion segmentaria o
global, endocapilar o extracapilar que afecta a >50% de todos

los glomérulos
IV-S (A) o IV-G (A) — Lesiones segmentarias o globales activas

IV-.S (A/IC) o IV-G (A/C) - Lesiones activas y crénicas,

segmentarias o globales

IV-S (C) o IV-G (C) — Lesiones crénicas, con cicatriz glomerular

V Glomerulonefritis membranosa, depdsitos subepiteliales, sin

alteracion mesangial

VI Glomerulonefritis esclerosante avanzada, >90% de esclerosis

glomerular global, sin actividad residual

IV-S, clase IV segmentaria; IV-G, clase IV global; A, activo; C, cronico.

El diagnéstico de NL se establece por los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) del 2012, mediante:

a) presencia de sedimento activo en el examen general de orina (eritrocitos
dismorficos, y/o leucocituria),
b) proteinuria (>0.5gr/dia),

c) biopsia renal compatible con NL [5].
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El estandar de oro para la identificacion de la clase de nefropatia lupica es la
biopsia renal percutanea. La indicacion de biopsia es cuando el paciente
presente uno de los siguientes criterios [5]: a) proteinuria mayor a 500mg/dL en
24 horas; sedimento activo (presencia de >5 eritrocitos dismérficos en campos
de alto poder, en ausencia de infeccion); b) presencia de cilindros celulares
eritrocitarios o leucocitarios; c) elevacion de creatinina no atribuible a otra causa

(hipovolemia, sepsis y/o farmacos).

Las nefropatias: proliferativa pura (clases Ill y IV) o combinada (IlI+V y IV+V),
requieren tratamiento intenso (ej. pulsos de esteroide y ciclofosfamida) [10]. En
las nefropatias no-proliferativas (1, I, V y VI), solo la clase V requiere tratamiento

por el riesgo de progresién a insuficiencia renal [2,11].

La tasa de complicaciones por la biopsia renal percutanea es del 10-15%; 7%
son graves y pueden requerir transfusion, o intervencion quiruargica [12,13]. Por

lo que el diagndstico no invasivo de la NL seria ideal en estos pacientes.

La expresion clinica de la NL es variable ocasionando que ciertos pacientes
acudan al reumatologo en fases irreversibles de la enfermedad. El 36% con NL
desarrollan sindrome nefrotico, sindrome nefritico en el 25% y proteinuria
subnefrética en 8% [14,15].

Métodos no invasivos de diagnéstico.

Los métodos no invasivos aceptados por el ACR para el diagnéstico de NL son:
proteinuria de una miccion, proteinuria en recolecciéon de orina de 24 hrs o la
determinacién del indice albuminuria-creatinuria. Sin embargo, tienen baja
sensibilidad y especificidad (50-80%) para identificar las clases de nefropatia

lupica [16].
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Austin et al., reporté mayor proteinuria, presencia de sedimento activo, niveles
de complemento y elevacién de creatinina en NL proliferativa comparado con la

membranosa [17], sin lograr reproducir estos resultados en otros estudios [18].

La identificacion de sedimento activo entre las distintas clases de NL, tiene
resultados variables en la sensibilidad y especificidad debido al procesamiento
e interpretacion de los resultados [19,20]. Martinez et al., identificé que los
acantocitos en orina pudieran discriminar entre las clases proliferativas de las no
proliferativas, ademas de que el conteo de acantocitos correlaciona con actividad

de la nefritis lupica [21].

Otros marcadores séricos para el diagnostico de NL proliferativa, tienen baja
sensibilidad: anticuerpos antinucleares 65-90%, anticuerpos anti DNA de doble
cadena (anti-dsDNA) 75%; niveles bajos del complemento 60-80% [22—-24],
molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1), ligandos de receptores de
complemento (ej. CXCL 16), inductor de apoptosis relacionado a TNF (TWEAK),
proteina quimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1), lipocalina asociada a
gelatinasa de neutréfilo (NGAL): 50-70% y especificidad <60% [25-30].

El enfoque actual para el diagnéstico de lupus eritematoso se extiende mas alla
de lo inmunoldgico, y engloba areas como la gendmica, protedmica,

transcriptomica y metabolémica [31].

Metaboloma y lupus eritematoso sistémico.

El metaboloma, es el conjunto completo de metabolitos de bajo peso molecular
(<1000 daltones) en una célula, tejido o fluido [32,33]. Busca la “descripcion
analitica de una muestra bioldgica cuyo objetivo es caracterizar y cuantificar
metabolitos enddgenos (vias metabdlicas: glicolisis, acido tricaboxilico, pentosa,
acidos grasos, glutamina) o exégenos (alimentos, farmacos), es decir identificar
la huella metabolémica (Imagen 1) [34]. El tiempo de procesamiento de las

muestras es variable 4-12 hrs.
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En los ultimos afos aumentaron las publicaciones relacionadas con el analisis
del metabolismo celular en inmunologia; el objetivo es identificar las distintas
sefales intrinsecas y extrinsecas del metabolismo celular, para tener mejor
entendimiento de la proliferacién y activacion celular [35]. Cada célula inmune
utiliza distintas vias para obtener energia y otros intermediarios para su
proliferacién y sobrevida. Estas vias metabdlicas (via glicolitica, pentosas, acido
tricarboxilico) varian en sus productos finales, y se relacionan entre si a través

de distintos productos intermedios.

En enfermedades autoinmunes se han identificado anormalidades especificas
de las vias metabdlicas, que pueden participar en la patogenia [36] (Tabla 2). La
mayoria de estos estudios metabolomicos son de ciencia basica, con poco

impacto clinico hasta el momento [37].

A través de la huella metaboldmica se pueden obtener nuevos biomarcadores
diagndsticos o prondsticos, y entender nuevas vias patogénicas en LES [38]. El
analisis es de dos tipos: especifico, en forma predeterminada analiza un grupo
de metabolitos (ej. taurina, citrato) o general, que realiza un analisis completo
para determinar diferencias de perfiles entre distintos individuos o condiciones
[39,40].

En nuestro estudio utilizamos el tipo de analisis general (Anexo).

El metaboloma puede modificarse por condiciones intrinsecas (cambios
metabdlicos tisulares-celulares) y extrinsecos (farmacos, alimentos) [41—43], sin

embargo, la magnitud de estos cambios en enfermedades, se desconoce.

Existe relacion entre las enfermedades metabdlicas, tal como la obesidad, y el
desarrollo de inflamacion sistémica, caracterizada por activacion de macréfagos
M1 e incremento en citocinas inflamatorias, a través de alteraciones en el
metabolismo de la glucosa [44]. El papel de esta “metainflamacion” en

enfermedades autoinmunes aun es desconocido.
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Imagen 1. Identificacion de huella metabolomica. A) Determinacion de metabolitos, B) Identificacion de
las vias metabdlicas a las que pertenecen los metabolitos, circulo rojo, pertenecen al ciclo de Krebs;
circulo azul, pertenecen al ciclo de acidos grasos; circulo amarillo, pertenecen al ciclo de la glutamina, C)

Comparacion de los niveles de los metabolitos en pacientes y controles.

El analisis metaboldémico es solo uno de los elementos que conforman el “dogma”
central de la biologia para el estudio de diversas enfermedades (gendmica,
trascriptomica, protedmica, metabolémica). Con este analisis pueden
establecer: fenotipos mas exactos de enfermedades, biomarcadores para
diagndstico temprano, biomarcadores para evaluar decision o respuesta de

tratamiento -medicina individualizada (Imagen 2) [45].

Modificacion genética
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$ 117 [ 1/ \ \ [
i ' / N\ o ®
AN ‘ -l |
Fenotipo 0 Aumento en la expresion del metabdlito

0 Disminuciénen la expresion del
metabdlito

Imagen 2. Dogma central de la biologia y la cascada “omica”. Alteraciones genéticas o proteicas ocasionan
cambios en cascada de diversos metabolitos. Modificada de Patti G et al., Nat Rev Mol Cell Biol 2013; 13:
263-269
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La obtencion de los metabolitos se realiza con la espectroscopia por resonancia
magnética (NMR), cromatografia de gases acoplado a espectrometria (GC-MS),
o liquida (LC-MS). Las ventajas de la NMR son: escasa cantidad de muestra,
cuantificacion rapida y absoluta de los metabolitos, reproducibilidad del 98%, la
deteccion puede realizarse en muestras liquidas, semisdlidas; y como
desventaja que el costo del equipo es alto ($500,000-$2,000,000 dis) [46]. En la
cromatografia de gases acoplado a espectrometria, el costo del equipo es menor
(<$100,000dIs) y se pueden detectar de 200-1000 metabolitos en una sola
muestra, como desventaja es que al prolongar el tiempo de procedimiento de la
muestra pueden llegar a formarse varios productos a través de un metabolito
[33,47,48]. En el presente estudio se realizé cromatografia de gases acoplado a

espectrometria.

Existen varios métodos para el analisis de datos en metabolémica (Ver ANEXO
II), en el presente estudio se utilizé el analisis de componentes principales (PCA).
El PCA disminuye las dimensiones de los datos, tratando de explicar la mayor
variacion de los datos posibles. Cada componente principal es una combinacién
lineal de las variables originales. Estos componentes son graficados mediante la
agrupacion de los datos en un mapa de componentes principales, y cada

agrupacion de datos representara una huella metabolémica [34] (Imagen 3).

Una vez que se redujeron los datos mediante analisis de componentes
principales, se debe de realizar analisis de agrupacion como mapas de calor,
posteriormente la seleccion de los metabolitos relevantes se realiza por métodos
de regresion como Random Forest o Lasso; tomando como base cada

componente principal obtenido.

princip i lupusy controles
sssss

[

Imagen 3. Grafica de resultados hipotéticos del analisis de componente principales entre pacientes con

lupus eritematoso sistémico y personas sanas. Los circulos rojos representan la huella metabolomica
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caracteristica en pacientes con lupus eritematoso sistémico. Cada uno de los circulos representa un

metabolito.

Hay pocos estudios de metabolémica en LES. Uno de ellos demostré alteracion
en los sustratos de energia, con incremento en los metabolitos involucrados en
el estrés oxidativo, y alteracidon en el perfil de lipidos [49]. De acuerdo a este
estudio los metabolitos que tuvieron un mejor perfil de discriminacion para lupus,
fueron los productos de peroxidacién de lipidos, elevacion de péptidos gama
glutamil 1, malondialdehido (MDA), 5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), todo lo

anterior como traduccion de dafo secundario a oxidacion (Imagen 4).

Imagen 4. Perfil de
1ooG- GGT1 H GSH sensibilidad y especificidad

W de marcadores metabdlicos.
La linea roja corresponde al
grupo de sujetos sanos vs
LES; la linea azul a controles
con artritis reumatoide vs
LES

E LTB4
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Ouyang X et al., logré distinguir a pacientes con lupus de pacientes con artritis
reumatoide mediante NMR (especificidad 97.1% y sensibilidad 60.9%),
destacando que los pacientes con lupus tuvieron disminucion de aminoacidos

como: valina, tirosina, fenilalanina, histamina, glutamina [50].

En pacientes con nefritis lupica, estudios metabolémicos han encontrado niveles
bajos de citrato (urinario y sérico), aminoacidos (valina, leucina, glutamato,
prolina), y niveles elevados de creatinina y N-acetil glicoproteina [51,52]. La
disminucién de citrato pudiera identificar a la nefropatia membranosa, mientras
que la elevacion de taurina y citrato urinario, identifica las clases proliferativas
[52]. Sin embargo, otros estudios no han encontrado diferentes huellas en
pacientes con nefropatia

[53].

La nefropatia de cualquier tipo puede afectar el metaboloma sérico o urinario,
sin embargo, esto no se ha comparado en ningun estudio relacionado con

nefropatia lupica [54].
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Tabla 2. Anormalidades en vias metabdlicas en enfermedades autoinmunes.

Via metabdlica

Artritis reumatoide

Lupus eritematoso sistémico

Estado oxidativo (Nivel Bajo Alto
de MDA)

Consumo de oxigeno &7 Alto
celular

Actividad del ciclo TCA o? Alto
Niveles de ROS Bajo Alto
Actividad glicolitica de Bajo &7

linfocitos T

Metabolitos séricos

Glicolisis - disminuida
Ciclo TCA - disminuido
Oxidacion de acidos grasos -
disminuido
Metabolismo de aminoacidos —
disminuido
Nivel aumentado de acidos grasos
libres

Metabolitos en liquido

sinovial

Glucosa baja
Acidos grasos bajos
Glutamina elevada

Aminoacidos elevados

MDA, 3,4 metilenedioxianfetamina; ROS, especies reactivas de oxigeno; TCA, acido tricarboxilico.

Modificado de Yang Z et al. Arthritis Res Ther. 2015 Jan; 17:29
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PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Existe una huella metabolémica urinaria en nefropatia lupica?

JUSTIFICACION.

La biopsia renal, aunque representa el estandar de oro para el diagnéstico
de nefropatia lupica proliferativa y/o membranosa, es un método invasivo,
que puede provocar eventos adversos graves. El diagndstico de
nefropatia lupica proliferativa o membranosa de manera no invasiva, seria
el método diagndstico ideal.

La determinaciéon de la clase de nefropatia lupica es vital, ya que las
clases proliferativas y membranosa son las unicas que ameritan
tratamiento. El resultado definitivo de la biopsia renal puede tardar dias,
ocasionando retraso del tratamiento.

El tiempo de procesamiento de metabolémica es mas rapido (4-12 horas)
comparado con la biopsia renal (4-5 dias).

Se identifico alteracion en el perfil metaboldomico de pacientes con lupus
eritematoso sistémico. Sin embargo, no se han realizado andlisis
metabolémicos entre los distintos fenotipos del LES.

No hay estudios que evaluen la huella metabolémica como marcador
diagndstico en pacientes con nefropatia lupica. Un marcador diagndstico,
sensible y especifico, permitiria omitir la biopsia renal y evitar las
complicaciones asociadas al procedimiento.

Si se llega a confirmar la utilidad diagnostica del metaboloma en
nefropatia lupica podremos disenar estudios que nos permitan identificar
en estadios subclinicos de la nefropatia lupica y evitar progresion a falla

renal cronica irreversible
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HIPOTESIS.

Los pacientes con nefropatia lupica proliferativa y/o membranosa tienen una

huella metabolémica urinaria.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

e Identificar la huella metabolémica urinaria en nefropatia lupica

clinicamente significativa.

Objetivos especificos

e Evaluar el metaboloma urinario en pacientes con nefropatia lupica

clinicamente significativa.

e Evaluar el metaboloma urinario en pacientes sin nefropatia Iupica

clinicamente significativa.
e Evaluar si hay diferencia de la huella metabdlica entre los pacientes con
y sin nefropatia lupica clinicamente significativa.
Objetivos secundarios.
e Realizar analisis de sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razén
de verosimilitud para la huella metabolémica encontrada, para el

diagndstico de nefropatia lupica

e Evaluar el perfil metaboldmico sérico para los diferentes grados de

nefropatia lupica.
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SUJETOS Y METODOS.

Diseno del estudio.

Universo.

Cualquier paciente de cualquier edad con diagndstico de lupus eritematoso
sistémico con y sin nefropatia Iupica de acuerdo con criterios de ACR/SLICC
2012 e ISN/RPS 2004.

Lugar donde se llevé a cabo.

Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis del Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto

Tipo de muestreo.

Muestreo no probabilistico.

Grupos de estudio.
Grupo 1: pacientes con nefropatia IlUpica

Grupo 2: pacientes con lupus eritematoso sistémico sin nefropatia

Tipo de estudio.

Transversal, analitico.

Tamaino de muestra.
De acuerdo a Osborne et al. para realizar analisis de componente principales se
requieren por lo menos de 50 pacientes o una relacion de 10:1 sujetos por

componente principal incluido [55].
En el estudio encontramos que con dos componentes principales se agrupé mas
del 80% de los datos por lo que con 20 pacientes por grupo seria suficiente para

el presente estudio.

Para el objetivo secundario:
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Como prueba diagnéstica se calculé un tamafio de muestra para un alfa de 0.05

y una beta de 0.8, utilizando el nomograma propuesto por Flahault et al [56]. En

donde de acuerdo con una sensibilidad esperada del 95% con un intervalo de

confianza minimo aceptable de 0.7, el numero de sujetos necesarios sera de 24.

Criterios de inclusion.

e Pacientes con diagndstico de lupus eritematoso sistémico de acuerdo con
los criterios ACR/SLICC 2012,

e Cualquier edad

e Aceptacion del paciente para participar en el estudio,

e Firma de consentimiento informado,

e Disponibilidad del expediente médico,

e Disponibilidad de muestra urinaria para el analisis metabolémico

Criterios de no-inclusion.

e Contraindicacion de biopsia renal en pacientes con nefritis lupica (Anexo)

Criterio de eliminacion.

e Ausencia de datos clinicos, demograficos y de laboratorio en el

expediente clinico.

¢ Que la biopsia renal tenga menos de 10 glomérulos en la evaluacién

histolégica.

Variables del estudio.

presencia 0 ausencia de

la nefropatia

Variables Cadigo Descripcion Escala de | Valor
medicion
Nefropatia neflup Clases de nefropatia | Dicotdmica | Si
lUpica lUpica No
Metaboloma | metabolom | Conjunto de metabolitos | Random Presente
que determinen la | forest Ausente
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Viabilidad.

En la Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis del Hospital Central
“Dr. IMP” se atendieron 10 695 mil pacientes en el 2014, de los cuales el lupus
eritematoso sistémico represento el 13%. Se atienden 120 pacientes con

nefropatia lupica.

Al afio se realizan entre 40-50 biopsias renales en dichos pacientes ante la

sospecha de nefropatia lupica proliferativa, membranosa o combinacion.

De acuerdo con el calculo de muestra se requieren 24 pacientes por grupo. Por

lo que en un periodo de dos afos si se llegara a reclutar los pacientes

necesarios.
%
M Artritis Ruematoide [ Lupus Eritematoso Generalizado B Osteartrosis
M Fibromialgia M Artrtis Idiopatica Juvenil H Otros
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Procesamiento de datos.
El plan de procesamiento se establecié de acuerdo a lo recomendado por de
Souza et al [57].

Los datos crudos obtenidos del procesamiento de las muestras son
tridimensionales, constituidos por el indice masa/carga (m/z) y las intensidades
de los picos en el tiempo. Los datos obtenidos requirieron “deteccion, filtracion e

integracion”.

Debido a la sobreposicion de valores del indice de masa-carga (m/z) y los
tiempos de retencidon de los picos, se debe de realizar alineaciéon de los datos.
Para la extraccion y alineacién de datos utilizamos dos programas con el objetivo
de verificar la obtencion de los mismos valores, los programas utilizados fueron
XCMS® y Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System
(AMDIS).

Una vez obtenidos y alineados los valores se realizo decodificacion de los datos
mediante el software XCMS® y Metlin®.

Realizamos normalizacion de los datos mediante transformacion logaritmica,

obteniendo una curva de distribucién adecuada. (Ver Anexos)
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ANALISIS ESTADISTICO.

Utilizamos analisis de componentes principales (PCA) para identificar el conjunto
de metabolitos que determinaran la huella metabolémica en aquellos con y sin

nefropatia lupica significativa.

Realizamos analisis de agrupacion jerarquica de tipo heatmap con el objetivo de
identificar alguna posible huella metabolémica que diferenciara a pacientes con

y sin nefropatia lupica clinicamente significativa.

Con el heatmap tenemos una vision general de la huella, sin embargo, no
podemos establecer cual de los metabolitos incluidos pudiera ser mas relevante,
por lo que para seleccionar los metabolitos utilizamos analisis de regresion
supervisados (Random Forest). Se consideré6 como significativo un metabolito

cuando la disminucion promedio de la exactitud era mayor a 0.006.

Utilizamos estadistica descriptiva para las caracteristicas basales. Las siguientes
variables continuas tuvieron distribucién normal: edad, peso, creatinina y tasa de
filtracion glomerular, por lo que se expresaron en medias y desviacion estandar,
el resto de las ¢ variables continuas no tuvieron distribucién normal por lo que es
expresaron en mediana y rango intercuartil. La normalidad se evalu6 mediante a
prueba de Shapiro-Wilk y qqPlot. Las variables categoricas se expresaron en
porcentajes. Para la comparacién entre los grupos de las variables continuas
utilizamos prueba T no pareada y para las variables categdricas X? o prueba

exacta de Fisher segun el numero esperado de cada casilla.
Para el objetivo secundario (diagndstico), se aplicé estadisticas para pruebas

diagndsticas, en donde se obtuvieron sensibilidades, especificidades, y areas

bajo la curva.
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ETICA.

Se acept6 por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital Central Dr. Ignacio

Morones Prieto.

Las maniobras diagnédsticas que se utilizaron se consideran de riesgo menor por
lo que no transgreden las normas de la Conferencia de Helsinki de 1964 y su

revision de 2013.

Solicitamos consentimiento informado para adultos y menores de edad, en
donde se especificd el objetivo, los métodos y las técnicas utilizadas en el

estudio.

Asi mismo los datos obtenidos fueron utilizados unicamente por los miembros

del estudio. Se informd a los participantes del aviso de privacidad.

Se realizé el estudio en adultos y menores de edad; el estudio se apegd a lo que
se considera y concierne a la Ley General de Salud de México en cuyo Titulo
Quinto Capitulo unico, investigacion para la salud Articulo 100, referente a la
investigacion en seres humanos, en los apartados Il y IV, se sefiala que: podra
efectuarse solo cuando exista una razonable seguridad de que no expone a
riesgos ni dafos innecesarios al sujeto en experimentacion y que se debera
contar con el consentimiento por escrito en el caso de nifios se debera contar
consentimiento informado por escrito de la madre o tutor del nifio en quien se
realizara la investigacién, o de su representante legal en caso de incapacidad
legal de aquel, una vez enterado de los objetivos de la experimentacién y de las

posibles consecuencias positivas o negativas para la salud.

Lo anterior coincide con lo dispuesto en la Ley de Salud del Estado de San Luis
Potosi, en el articulo 84, fracciones Il “Podra efectuarse solo cuando exista una
razonable seguridad de que no expone a riesgos, ni dafios innecesarios al sujeto

en experimentacion”.

La carta de consentimiento informado fue disenada conforme a los lineamientos
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establecidos en la siguiente normatividad:

1. Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012. Que establece los criterios
para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos.
2. Codigo Civil Mexicano. Obligaciones en general sobre el consentimiento
informado Articulos 1803 y 1812.

Padres y/o tutores de los pacientes menores firmaron y en los que no sabian
escribir se utilizé huella dactilar del participante o de los padres/tutores del menor
de edad.

El consentimiento informado en donde se informara de forma escrita y se
comentara verbalmente, acerca del protocolo, el tratamiento indicado, los riesgos

y beneficios que este implica.

Para las cuestiones éticas se tomaron en cuenta las consideraciones sefaladas
en el Codigo de Nuremberg y lo mencionado en la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial en donde senala que “Para tomar parte en un
proyecto de investigacion, los individuos deben de ser participantes voluntarios
e informados”; adicional se debe respetar el derecho de los participantes en la
investigacion a proteger su integridad. Tomar toda clase de precauciones para
resguardar la intimidad de los individuos, la confidencialidad de la informacién
del ser humano y para reducir al minimo las consecuencias de la investigacion

sobre su integridad fisica y mental.
Todos los sujetos incluidos recibieron la informacion necesaria relacionada con

el estudio como: método, beneficios calculados, riesgos previsibles. Se

resolveran dudas e inquietudes que pudieran tener.
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RESULTADOS.

Incluimos a 78 pacientes, de los cuales 37 pacientes tenian nefropatia lupica.

En las caracteristicas basales de los pacientes no existieron diferencias entre los
grupos relacionados con edad y sexo (Ver tabla 1). Existié mayor actividad de la
enfermedad -evaluado por SLEDAI- en los pacientes con nefropatia lupica (14
vs 4, p <0.0001).

Con respecto al tratamiento, mayor proporcion de pacientes con nefropatia
recibieron mofetil micofenolato (45.9% vs 26.8%, p 0.1). La ciclofosfamida

intravenosa se administré en >60% de los pacientes con nefropatia lupica.

Los pacientes con nefropatia tuvieron niveles mas elevados de creatinina (p
0.005); y por lo tanto menor tasa de filtracién glomerular (77 ml/min vs 123
ml/min, p 0.01).

Mediante analisis de componentes principales, logramos reducir la dimension de
los datos. Con los dos primeros componentes principales (PC1 y PC2)
agrupamos el 84% de los datos; en la grafica de puntaje se muestra la

distribucion de los metabolitos en pacientes con y sin nefropatia lupica (Figura

1).

El primer componente logré explicar el 62% de los datos y segundo 22% (Figura
2). La suma de cada coeficiente de las variables determiné la direccion de cada
componente principal, al incluir el tercer componente principal la explicacién de

la varianza aumento un 86% (Anexos).
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Tabla 1. Caracteristicas basales de pacientes con lupus eritematoso sistémico con y sin nefropatia.

Variables Nefropatia ltpica Control Valor de p
N=37 N=41

Edad, media (SD) 28.5(13.1) 35 (14.6) 0.03
Sexo: femenino, n (%) 32 (86.4) 35 (85.3) 0.5
Peso Kg, media (SD) 58 (10.2) 65 (14.6) 0.06
SLEDAI, mediana (IQR) 14 (9) 4 (2) <0.0001
Tiempo de evolucién meses, 24 (50) 54 (102) <0.0001
mediana (IQR)
Dosis de prednisona mg/dia, 5(10) 5(0) 0.06
mediana (IQR)
Medicamentos
Metotrexato, n (%) 7 (18.9%) 19 (46.3) 0.008
Mofetil micofenolato, n (%) 17 (45.9) 11 (26.8) 0.1
Cloroquina, n (%)
Ciclofosfamida, n (%) 19 (51.3) 24 (58.5) 0.02

23 (61.1) 0(0) <0.0001
Linfocitos K/mL, media (IQR) 1.23 (1.08) 1.7 (0.97) 0.001
Creatinina mg/dL, media (SD) 2(1.8) 0.7 (0.2) 0.0004
Tasa de filtracion glomerular 77 (54.3) 123 (54) 0.001
ml/kg/mt, media (SD)
Clase de nefropatia, n (%)
11
v 4 0 NA
Mixta 24
V 8

1

IQR, rango intercuartil; SD, desviacion estandar; SLEDAI, escala de actividad de lupus; n, nimero total de

pacientes.
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Figura 1. Grafica de puntaje, componente principal 2 (PC2) vs componente principal 1 (PC1). Punto azul,

lupus con nefropatia; Punto rojo, pacientes sin nefropatia.

Identificamos >300 picos correspondientes a metabolitos o fragmento de
metabolitos, una vez alineados de acuerdo al indice masa/carga obtuvimos 230

posibles metabolitos (Ver anexos).

En el heatmap observamos como existe agrupacién de metabolitos que logran
diferenciar entre los pacientes con nefropatia de los pacientes sin nefropatia, sin
poder determinar cual de todos los metabolitos fueron los mas relevantes para

diferencia los grupos (Figura 4).
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Figura 4. Heatmap, se muestran los metabolitos mas relevantes en pacientes con nefropatia lupica (barra
horizontal rojo) vs pacientes sin nefropatia lupica (barra horizontal verde). Los niumeros de la columna de

la derecha representan metabolitos, y los valores en el eje de las x son los pacientes.

A diferencia del heatmap, con el Random Forest observamos cuales fueron los
metabolitos con mayor relevancia para poder diferenciar entre los pacientes con
y sin nefropatia (Figura 5). De los 230 picos, con el Random Forest obtuvimos
15 metabolitos que logran identificar a pacientes con nefropatia lupica (p <

0.006). Once de estos metabolitos se encontraron con aumento de expresién en
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pacientes con nefropatia lupica y 4 se encontraron con baja expresion,

determinando asi la huella metaboldmica.
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Figura 5. Random Forest. Los metabolitos se grafican en orden de importancia, siendo el superior el mas

relevante. La barra de color lateral izquierda traduce la mayor expresion del metabolito en rojo y la menor

expresion en verde.

Biomarcadores diagnésticos

Como potenciales biomarcadores diagndsticos, seleccionamos a los metabolitos

obtenidos en el Random Forest.
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Todos los metabolitos mostraron un area bajo la curva entre el 60-66%. Los
metabolitos que mostraron diferencias significativas entre los grupos fueron
citrulina, acido 3 hidroxi-isoheptanoico y acido 2 propil glutarico (Figura 6). El

resto se muestran en anexos.

Al juntar los tres metabolitos antes mencionados, el area bajo la curva no mejoré

con respecto al andlisis individual (Figura 7).
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DISCUSION.

En nuestro estudio encontramos una huella metaboldomica en pacientes con

nefropatia lupica.

Como posibles metabolitos encontrados obtuvimos 4 derivados de vias
endogenas, 4 derivados de medicamentos,12 derivados de toxicos y 3
metabolitos no identificados. Tres de los derivados de drogas comparten vias
con el metabolismo enddgeno y solamente uno es producto del metabolismo del
acido valproico. Sin embargo, no se realizé registro del uso de acido valproico

en nuestros pacientes.

Al tomar en cuenta los metabolitos derivados de vias enddgenas y los asociados
a drogas -excluyendo el derivado del acido valproico-, encontramos asociacién
con las siguientes vias metabdlicas: taurina e hipotaurina, seleno aminoacido,

alanina-aspartato y glutamato, biosintésis de lisina, cisteina (Ver anexos).

Una de las vias metabdlicas con mayor impacto en nuestros resultados fue la
relacionado con el metabolismo de la lisina y alanina [58]. Estos aminoacidos
son parte fundamental para la formacién de proteinas. La glucosilacién de la
lisina ocasiona cambios estructurales de diversas proteinas como las histonas,
ocasionando respuesta autoinmune en algunos modelos [59,60].
Desafortunadamente, el disefio de nuestro estudio no nos permite establecer el
papel exacto de estos compuestos metabdlicos en la patogenia de la

enfermedad.

La huella metabolémica caracteristica en pacientes con nefropatia IUpica
consiste en picos elevados de: citrulina, alanina, treonina, N-
isopropiltereptalaldehidamida, 3,4,4-Trimethyl-1,3,2-oxazaborolidin-2-yl,
Borolane, 1-methoxy-, (32)-N,2,4-Trimethyl-2,4-dihydro-3H-1,2,4-triazol-3-imine,
N-Acetylhistamina; y picos disminuidos de: 2-Methylbutane, &acido 3-

Hydroxyisoheptanoico.
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De los metabolitos que integraron la huella en los pacientes con nefropatia
lupica, seleccionamos tres como potenciales biomarcadores (citrulina, acido 3
hidroxi-isoheptanoico y acido 2 propil glutarico) dada la significancia estadistica
en el analisis de pruebas diagndstica. El area bajo la curva, la sensibilidad y
especificidad de los tres metabolitos fue similar, y al conjuntarlos no mejoré el
rendimiento diagnostico (AUC 65-68%, sensibilidad 60-70% y especificidad 60-
70%). Este andlisis correspondidé a objetivos secundarios, por lo requiere un
calculo de tamano de muestra de acuerdo a lo obtenido para pruebas

diagndsticas.

Debido a la escasa publicacion de estudios metaboldmicos en lupus eritematoso
sistémico con o sin nefropatia, los resultados son heterogéneos [53,61]. Ningun
estudio ha logrado reproducir una misma huella metabolémica en lupus; en unos
se muestra alteracion en la expresion de aminoacidos, en otros se muestran
alteraciéon en la expresiéon de lipidos. Nuestro estudio no es diferente en este
aspecto; ninguno de los metabolitos de la huella metabolémica ha sido reportado

en estudios previos.

Una de las diferencias de nuestros resultados con el resto publicado, primero
radica en la técnica. Wang L y cols. utilizaron espectroscopia por resonancia
magnética (NMR), teniendo como beneficio mayor exactitud en la obtencion de
los metabolitos y la cuantificacidn de estos. En este estudio existié disminucion
de algunos aminoacidos como valina, tirosina e incremento en las
concentraciones de N-acetyl glicoproteina [32,50]. Logrando distinguir con esta
huella entre pacientes con lupus eritematoso de pacientes con artritis
reumatoide; con una sensibilidad del 60% y especificidad del 97.1%. Otro estudio
que emplea NMR fue el realizado por Guleria y cols. cuyo principal hallazgo fue
el incremento en lipidos de cadena corta y acetato, considerandolos potenciales

biomarcadores [51].
El resto de los estudios utilizaron la cromatografia de gases o liquidos. Mediante

la cromatografia de gases (técnica empleada en nuestro estudio), tenemos

menor exactitud en la determinacion de los metabolitos, por el uso de métodos
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de correlaciéon de informacién ionica NMR [62]. En el presente estudio utilizamos

cromatografia de gases.

Otra diferencia que tomar en cuenta es el tipo de pacientes con lupus incluidos
en el resto de los estudios. Solamente dos incluyeron a pacientes con nefropatia
lupica. Uno se enfoco a establecer diferencias con pocos pacientes (<10) entre
nefropatia lupicas (proliferativas y membranosas), con otro tipo de nefropatia
primaria, como focal y segmentaria; a pesar del pequefio numero de pacientes
encontraron que citrato, taurina e hipurato, pudieran ser biomarcadores
diagnésticos. En los resultados solo se enfocaron a potenciales biomarcadores,
mas no al conjunto de metabolitos que determinaron alguna huella [52]. Otro
estudio, mencionado en parrafos previos reportado por Guleria y cols., en el que
utiliz6 NMR como técnica de extraccion de metabolitos incluyeron: controles, y

pacientes lupicos con y sin nefropatia.

Yan y cols. realizaron un estudio técnicamente similar al nuestro, reportando 23
metabolitos elevados en pacientes con lupus eritematoso sistémico,
agrupandose principalmente en las vias metabdlicas derivados del metabolismo
energeético, estrés oxidativo, y metabolismo de nucledétidos [61]. Ninguno de ellos
relacionado a nuestros hallazgos. En la metodologia no se especifico el manejo
de los datos crudos, ni los pasos para la seleccion de los metabolitos, por lo que

la validez de los resultados no es confiable.

Para la identificacion de los metabolitos en nuestro estudio utilizamos los valores
del indice masal/carga y el tiempo de retencion, teniendo como principal limitante
la baja exactitud de identificacion. Esto es debido a: 1) ruido registrado en los
resultados; 2) la desviacion de los picos fuera de los valores tedricos, obteniendo
falsos-positivos; 3) podemos obtener mas de 1 metabolito, con diferente contexto
bioldgico (vias metabdlicas endégenas, medicamentos, toxicos, etc.) y 4) hasta
20% de los picos obtenidos pueden corresponder a fragmentos de metabolitos o
metabolitos desconocidos [63,64]. La identificacion requiere una tolerancia de 30

particulas por millon (ppm).
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En la actualidad no hay un algoritmo que sea 100% confiable para la
identificacion y seleccion de metabolitos. Las bases de datos mas usadas para
la identificacién son: NIST (National Institute of Standards and Technology),
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), HMDB (Human
Metabolome Database), Mass Bank y para metabolitos no contenidos en las
previas, ChemSpider [62]. La mayoria de estas bases de datos son publicas,
requiriendo para la identificacion de los metabolitos el indice masa/carga y/o el
area de retencion. De no encontrar compatibilidad, el compuesto se determina

como “no identificado”.

La huella encontrada en el estudio nos permitié diferenciar a pacientes con
nefropatia lupica, de momento asumimos que la diferencia esta asociada al
fenotipo de la enfermedad. Sin embargo, debemos de considerar que algunas
diferencias basales entre los pacientes pudieron influir en la expresion de dicha
huella. Una de estas variables incluidas es la diferencia en el tratamiento recibido

entre los grupos.

Con respecto al tratamiento, todos los pacientes con lupus recibieron
medicamentos inmunosupresores, que por el mecanismo de accion
farmacolégico se pudo modificar potencialmente el metaboloma. Mayor
proporcion de pacientes sin nefropatia lupica tomaron metotrexato al inicié del
estudio, mientras que los pacientes con nefropatia recibieron con mayor
frecuencia ciclofosfamida. El metotrexato modifica el metabolismo global celular
con implicaciones antiinflamatorias, especificamente en linfocitos CD4+ [65], sin

embargo, no se tiene alguna huella metabolémica farmacolégica.

La ciclofosfamida, tiene como evento adverso, la cistitis hemorragica (incidencia
14-42%) [66], siendo este evento un potencial modificador del metaboloma en
nuestros pacientes debido a la muestra usada urinaria utilizada. La acroleina es
el principal metabolito de la ciclofosfamida asociado a este evento adverso
[67,68]. Sin embargo, ninguno de nuestros pacientes desarroll6 hematuria
macroscopica que orientara al diagndstico, aunque no descartamos la

posibilidad de cistitis subclinica que pudiera haber modificado la huella.
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Otros factores no medibles que pudieron modificar la huella metaboldmica fueron
los habitos dietéticos que no se contralaron en los pacientes. Y dada las
caracteristicas de la poblacidon incluida (situacion geografica, econdmica,
cultural), en pacientes hospitalizados, fue imposible el control de este factor.
Debido a la poca informacién relacionada al metaboloma y los habitos alimenticio
se propone la creacion de bases de datos para la identificacion del metaboloma

en alimentos; hasta el momento con pocos reportes en la literatura [69,70].

De momento la huella se obtuvo mediante los picos espectrales de los
metabolitos, por lo que el siguiente paso sera la medicion de los metabolitos
significativos con el estandar y de esta manera obtener un nivel urinario
cuantitativo. Debido a la importancia biolégica nosotros escogimos de manera

arbitraria los metabolitos y sus potenciales vias metabdlicas.

Para verificar la reproducibilidad de los metabolitos encontrados, las muestras
pueden ser sometidas a otra técnica con una mayor especificidad para la
obtencién de estructuras quimicas tal como NMR, sin embargo, este método es

mas costoso.
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CONCLUSIONES.

Existe una huella metabolémica urinaria en pacientes con nefropatia IUpica
clinicamente significativa al compararlos con los pacientes con lupus eritematoso

sistémico sin nefropatia Iupica.
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ANEXOS.

Anexo. IA. Consentimiento Informado.

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Tesis: Identificacion de la huella metaboldmica urinaria como diagnostico de nefropatia

lupica clinicamente significativa.

San Luis Potosi, S.L.P.

Fecha:

Con el presente, se le invita a participar en un estudio de investigacion con el objetivo de
buscar una sustancia que nos permita diagnosticar de manera mas sencilla el problema
renal secundario al lupus eritematoso sistémico. Se obtendran pequefia cantidad de sangre,

orina y biopsia renal (solo a los pacientes con problema renal).

Si los resultados surgen de acuerdo con lo esperado, en un futuro no sera necesario realizar
biopsia renal para decidir que tratamiento es el que debemos utilizar en pacientes como
usted.

Todos los procedimientos que se realizaran son parte de los estudios habituales que se
aplican a todos los pacientes con la misma condicion que usted. El riesgo de realizar
extraccion de sangre es: equimosis (moreton) en el sitio donde se punciond; y mas raro que
suceda infeccion en ese sitio. Las complicaciones al realizar biopsia renal (explicado y
consentido por el nefrélogo) en los pacientes que la vayan a necesitar son: hemorragia,

infeccion y muerte.

Los resultados obtenidos seran analizados e informados al concluir el estudio, sin embargo,
independiente de los mismos usted continuara recibiendo el tratamiento indicado por el

reumatélogo y nefrélogo correspondiente.

Toda la informacion para el estudio sera manejada de forma confidencial por los integrantes

del estudio. Ninguna persona ajena al mismo tendra acceso a esta informacion.

Accedo a participar de manera voluntaria en el estudio. Se respondieron todas mis dudas.
En caso de existir algun comentario posterior a esta entrevista o alguna duda, se podra dirigir
con el investigador principal:

Dr. David Alejandro Herrera van Oostdam
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Reumatdlogo

Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis, Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”

Teléfono. 444-834-2781

Dr. Josué Sidonio Rodriguez Cuevas

Presidente del Comité de Etica en Investigacion Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”

Av. Venustiano Carranza 2395, Col. Zona Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P., C.P. 78290,
Tel (444) 834 27 01, Ext.1710

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre Nombre

Direccion y relacién con el paciente.

41



Identificacion de la Huella Metabolomica Urinaria en Nefropatia Lupica.

Anexo. IB. Carta de asentimiento informado. Pacientes menores de edad.

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Tesis: Identificacion de la huella metabolémica urinaria como diagnéstico de nefropatia
lupica clinicamente significativa.
San Luis Potosi, S.L.P.

Fecha:

Con el presente, se le invita a participar a su hijo a un estudio de investigacién con el objetivo
de buscar una sustancia que nos permita diagnosticar de manera mas sencilla el problema
renal secundario al lupus eritematoso sistémico. Se obtendran muestras de sangre, orina
del paciente.

Si los resultados surgen de acuerdo con lo esperado, en un futuro no sera necesario realizar

biopsia renal a pacientes con problemas renales debida al lupus eritematoso sistémico.

Si los resultados surgen de acuerdo con lo esperado, en un futuro no sera necesario realizar
biopsia renal para decidir que tratamiento es el que debemos utilizar en pacientes como
usted.

Todos los procedimientos que se realizaran son parte de los estudios habituales que se
aplican a todos los pacientes con la misma condicion que usted. El riesgo de realizar
extraccion de sangre es: equimosis (moreton) en el sitio donde se punciond; y mas raro que
suceda infeccion en ese sitio. Las complicaciones al realizar biopsia renal (explicado y
consentido por el nefrélogo) en los pacientes que la vayan a necesitar son: hemorragia,

infeccion y muerte.
Los resultados obtenidos seran analizados e informados al concluir el estudio, sin embargo,
independiente de los mismos usted continuara recibiendo el tratamiento indicado por el

reumatélogo y nefrélogo correspondiente.

Siendo los padres o tutores de accedemos que participe de

manera voluntaria en el estudio. Se respondieron todas mis dudas.
En caso de existir algun comentario posterior a esta entrevista o alguna duda, se podra dirigir

con el investigador principal:

Dr. David Alejandro Herrera van Oostdam
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Reumatdlogo

Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis, Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”

Teléfono. 444-834-2781

Nombre y firma del participante *Nombre y firma
(Padre)
Nombre y firma del que obtiene el consentimiento *Nombre y firma
(Madre)

Nombre y firma del testigo
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Anexo ll. Aviso de privacidad.

Mediante el aviso de privacidad usted como paciente podra conocer la
informacién que se solicitada y recabada en el estudio actual, lo cual

incluye informacion de la institucidon y personal participante.
Los datos que obtendremos de usted son:
1.- Nombre, fecha de nacimiento

2.- Antecedentes de enfermedades previas, cirugias previas, Yy

medicamentos que esta tomando actualmente

3.- Obtendremos los resultados de laboratorio y biopsias obtenidos

durante su hospitalizacidén o durante su estancia en la consulta.
Uso de datos.

Adicional a confirmacion de su identidad, lo utilizaremos para el estudio de
investigacion titulado “ldentificacion de la huella metabolémica urinaria en

nefropatia lupica”.
Personal autorizado para uso de tu informacién.

Unicamente los médicos y personal directamente involucrado con el

estudio.

Fragmento extraido del aviso de privacidad del Hospital Central

(sitio donde se realizar él estudio)

“¢ Como puede usted limitar el uso o divulgacion de su informacién

personal?

Para limitar la divulgacion de su informacion personal puede emplear

cualquiera de estos instrumentos:
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* Presentar personalmente por escrito su solicitud en nuestro domicilio
Av. Venustiano Carranza # 2395 Zona Universitaria, cp.78290, En la

Unidad Regional de Reumatologia y Osteoporosis

* Llamando gratuitamente al teléfono 014448 342709 Ext. 1783

¢ Como acceder, rectificar, cancelar u oponerse al tratamiento de

datos personales?

Al ejercicio de los derechos acceso, rectificacion, cancelacion u oposicion
al tratamiento de su informacion se le denomina Derechos ARCO por sus
iniciales: Acceder, Rectificar, Cancelar u Oponerse a dicho tratamiento.
Usted puede ejercer esos derechos y también puede revocar el
consentimiento, si presenta su solicitud en los mismos términos

sefalados.

Con la solicitud ARCO, usted debe de ser informado si en la institucion
(en este caso el Hospital) existe alguna informacién en la base de datos
con la que ahi se cuenta (Acceder). También puede solicitar que se
corrijan los datos cuando son incorrectos, imprecisos, incompletos o
estén desactualizados (Rectificar), o bien bloquear los datos o en su caso
suprimirlos (Cancelar) y de igual modo oponerse a que el hospital se
abstenga de proporcionar sus datos en determinadas situaciones

(Oponerse).

Para hacer valer cualquiera de los Derechos ARCO, debera usted de
solicitarlo por escrito o por correo electrénico, proporcionando lo

siguiente:

* Nombre y domicilio o medio para recibir notificaciones.

» Anexar identificacion o documento que acredite su personalidad.

 Explicacién clara y precisa de los datos a los que desea se aplique el
ARCO, acompafiado de una JUSTIFICACION documentada.

* Cualquier otro elemento que facilite la localizacién de sus datos.
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Cuando realice usted la revocacién de algun dato, es importante
conservar la constancia de su solicitud, ya que, de no obtener respuesta
0 no quedar satisfecho con ella, pueda usted acudir al Instituto Federal

de Acceso a la Informacién Publica y de Proteccidon de Datos (IFAI). «
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lll. Carta de aceptacion del Comité de Etica en

Investigacion del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

PROSPEREMOS JUNTOS

MORONES PRIETO”

éSLP (P70 Hospaw CentraL
{143 “Dr. lcnacio

Gobeermo 0¢f Estado 2005200

San Luis Potosi, S.L.P., a 02 de marzo de 2017

Dr. David Alejandro Herrera van Oostdam
Investigador Principal:

Por este medio se le comunica que su protocolo de investigacion titulado “Identificacion de la huella
metabolémica urinaria como diagnéstico de nefropatia lipica clinicamente significativa”, fue
evaluado por el Comité de Investigacién, con Registro en COFEPRIS 14 CI 24 028 0&3, asi como por el
Comité de Ftica en Investigacién de esta Institucién con Registro CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427, y fue
dictaminado como;

APROBADO

El nimero de registro es 13-17, el cual deberd agregar a la documentacién subsecuente, que presente a
ambos comités.

De igual forma pido sea tan amable de comunicar a los Comités de Investigacién y de Etica en Investigacién:
la fecha de inicio de su proyecto, la evolucion y el informe final pertinente,

*Se le recuerda que todos los pacientes que participen en el estudio deben firmar la version sellada del
formato de consentimiento informado.

- —_—
[\ SLP fINS HOSPA Cenmuag
Atentamente e s AT | NORORES L T

02 MAR 2017

jtdr Fon: | -
S -

de Educacion e Investigacion en Salud g?ﬁ&%’éﬁ%ﬁglgﬁ EEC;‘UCACION

Hospital Central “Dr, Ignacio Morones Prieto” L SALUD J

C.C.P. Archivo

Av, Venustiano Carranza No. 2395
Zona Universitaria
San Luis Potosi, S.L.P.C.P. 78290
Tel. 01 (444) 198-10-00
www.hospitalcentral gob.mx

- .
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Anexo IV. Analisis metaboléomico.

Se almacenaron las muestras a -70°C después de la recoleccién. Posteriormente
se realiz6 Microextraccion en Fase Soélida (SPME), la cual fue utilizada como
método de extraccidon y la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria
de Masas con Impacto Electronico (GC-MS-EI), como sistema de separacion y
detecciéon. Las fibras que se evaluaron de SPME fueron las de Carboxen-
Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) de 85y 75 ym, Carbowax-Divinilbenceno (CW-
DVB) de 65 ym y PDMS de 100 pym.

El andlisis se realizé utilizando un Cromatégrafo de Gases (Hewlett Packard HP
6890) acoplado a un detector de Espectrometria de Masas con Impacto
Electrénico (HP 5973) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) con una
columna HP 5MS (60m x 0.25 mm x 0.25 pm). Se utilizé la Espectrometria de
Masas en modo SCAN (30-300 m/z) para identificar con una exactitud de 99%
los compuestos analizados. El equipo realiza este procedimiento mediante la
comparaciéon del espectro del analito con respecto a la biblioteca de
espectrometros de masas del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de
Estados Unidos (NIST) (cuenta con mas de 130000 espectros de masas). Para
la cuantificacion de los compuestos seleccionaremos el modo Monitoreo
Selectivo de lones (SIM) a través de los fragmentos de masa especificos de los

compuestos.

El analisis puede realizarse de tres maneras, 1) identificacion del metabolito,
esto se realiza mediante NMR, en donde cada uno de los picos obtenidos
corresponde a un metabolito especifico; 2) métodos no supervisados: analisis
de componentes principales (PCA), se trata de un algoritmo que se encarga
de reducir dimensiones de una gran base de datos, con el fin de explicar lo mas
que se puede la variacién de los datos. Los componentes principales son
ortogonales (no relacionados), y los primeros componentes considerados son los
que tienen mayor variacion. Una vez encontrados los componentes principales
se graficaran en un mapa de PCA. Debido a que los componentes contienen la
mayor variabilidad, estos apareceran como puntos agrupados en el mapa. Cada

conjunto representara una huella metabolémica distinta. Estas huellas pueden
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ser utilizadas como marcadores diagnosticos o prondsticos; 3) métodos
supervisados, este tipo de analisis incluye analisis discriminativo de cuadrados
parciales y ortogonales, en este caso se realizan descripcidon de matriz y de
resultados para definir una superficie en un espacio dimensional n que separa a
los datos en clases; 4) analisis de trayectoria geométrica; 5) modelaje
basado en entropia; 6) algoritmos genéticos, tipo contraccion de regresion

o Lasso.

Ademas, se utilizé Flash Gas Chromatography Electronic Nose (Heracle, ALPHA
M.O.S.) que incluye una base de datos que contiene 295,000 indices de kovats
obtenidos de 44,000 compuestos quimicos. Con dos columnas con diferente
polaridad en paralelo la DB-5 (5% Phenyl-95%dymethylpolisiloxano) y la DB-
1701 (14% Cyanopropylephenyl-86% dimethyl polisiloxano). Ademas de 2

detectores de ionizacion de flama para aumentar la sensibilidad.

Andlisis metaboldmico general

Extracciéndel metabolito por Cromatogramas deiones
cromatografia extraidos

T ki
2

Anélisis delos datos y alineacién Busqueda de metabolitos en Interpretacion
base de datos

~ _‘.}",\4..,_;'-"
— - — iy 1R
AAITIT: g

mz

&
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Anexo. V. Biopsia renal percutanea.

En los pacientes que cumplan criterios para nefropatia y lupica y para toma de

biopsia se obtendra consentimiento informado para el procedimiento.

Se coloco al paciente en posicion prona.

El procedimiento se realizé mediante ultrasonido, colocando el transductor en el
sitio contralateral de donde se pretende puncionar. Una vez localizado el polo
inferior se lavo el sitio de puncién, y se administré lidocaina al 1%. Una vez
anestesiado el sitio se introdujo la aguja de biopsia extrayendo 2 biopsias. Los

especimenes se enviaron al nefro-patélogo para su evaluacion.

La vigilancia post-biopsia consistio en la toma de presion arterial cada 15 minutos
las primeras dos horas y posteriormente cada hora en las siguientes 4 horas.
Adicional se cuantificé la diuresis para verificar vaya disminuyendo la hematuria

macroscopica.

Contraindicaciones.

Absolutas: hipertension grave — no controlada, diatesis hemorragica, infeccion
renal o peri--renal activa e infecciéon cutdnea en el sitio donde se pretende
realizar la biopsia.

Relativas: poca cooperacion del paciente, anormalidades anatdmicas, rifiones

pequefios o rifidn unico [71].

Complicaciones. Las complicaciones leves se observan en el 13% siendo lo mas
frecuente dolor moderado en el sitio de puncién; del total de complicaciones 6-7
% se consideran graves y 0.1% ponen en peligro la vida.

El 90% de las complicaciones suceden en las primeras 24hrs de la biopsia [12].
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Anexo VI. Resultados complementarios.

Screeplot

L
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62%
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Grafica de screeplot. Muestra el porcentaje acumulado de los
tres primeros componentes principales. Varianzas PC1: 62%,

PC2: 22%, PC3: 2%. Varianza acumulada de los tres
componentes 86%.
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Cromatograma de metabolitos. Datos originales y alineados.
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Distribucion de datos pre y post normalizados.
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Pruebas diagnésticas de metabolitos significativos.

Tabla de pruebas diagndsticas.

Random Forest.

Metabolitos significativos obtenidos por

Valor predictivo

Codigo Nombre del metabolito Valor logaritmico Sensibilidad Especificidad positivo Valor de p
FT214 Acido 3-Hydroxi-isoheptanoico 2.73 0.9 0.28 1.27 0.02
FT222 Citrulina 4.45 0.84 0.37 1.34 0.01
FT221 Acido propil gutarico 5.5 0.9 0.25 1.22 0.008
FT086 2-metilbutano -6.8 0.93 0.02 0.99 0.037
FT225 Alanina 5.05 0.9 0.31 1.32 0.01
FT227 N-Isopropilterephthalaldehydamida 3.79 0.81 0.28 1.14 0.01
FT218 Nw-Acetilhistamina 2.37 0.96 0.14 1.13 0.02
FT006 NA -5.9 0.9 0.1 1.06 0.06
FT074 NA 0.27 0.69 0.57 1.62 0.01
FT098 NA -8.6 0.9 0.08 0.99 0.059
FT155 Bolonano 1 metoxi 2.26 0.87 0.22 1.13 0.01
FT179 3,4,4-Trimetil-1,3,2-oxazaborolidina-2-yl 2.7 0.78 0.31 1.19 0.01
FT202 (32)-N,2,4-Trimetil-2,4-dihidro-3H-1,2,4-triazol-3-imina 2.65 0.75 0.37 1.15 0.02
FT219 Octahydropirrolo[1,2-a]pirazina--hidrogeno cloruro (1/1) 3.08 0.93 0.34 1.42 0.016

Tres de los metabolitos, FT006, FT074, FT098, no se lograron identificar en ninguna base de datos. Por lo

que se desconoce su origen.
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Vias metabolicas de los metabolitos encontrados.
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