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DESCRIPCION
Método para el diagnostico y/o pronéstico de dafio renal agudo.
Campo de la invencion

La presente invencion se encuadra en general dentro del campo de la biomedicina y en particular se refiere a un
método para el diagndstico y/o prondéstico del dafio renal agudo.

Antecedentes de la invencion

En el trasplante renal, la necrosis tubular aguda (NTA) es la causa principal del retraso en la funcion postrasplante
del injerto. Ademas, la NTA contribuye a una mayor incidencia del rechazo agudo, al desarrollo de rechazo crénico y
a la disminucién de la supervivencia del injerto (Pannu et al, 2008). El aumento en la demanda de 6rganos en los
Ultimos afios conlleva el uso de 6rganos procedentes de donantes subdptimos, incluyendo donantes en asistolia y
donantes envejecidos, lo cual aumenta significativamente el porcentaje de desarrollo de NTA postrasplante, la
morbilidad del injerto y el retraso en su recuperacion funcional. Todo ello dispara el coste econémico total de un
trasplante renal para la sanidad publica. Obsérvese que las ultimas estadisticas de la Organizacién Nacional de
Trasplantes (ONT) indican que se realizaron en Espafia unos 2.200 trasplantes renales/afio y hay mas de 4.000
pacientes aun en lista de espera (Dominguez-Gil y Pascual. 2008). Ademas, la NTA es la manifestacion morfologica
mas frecuente de la insuficiencia renal aguda (IRA), incluyendo IRA de origen isquémico (Kellum et al, 2008). La IRA
representa uno de los problemas mas graves entre las enfermedades renales en el mundo desarrollado debido a su
alta mortalidad, de alrededor del 50%. Alrededor del 30% de todos los episodios de IRA se producen en pacientes
ingresados en las UCI, como resultado de insuficiencia multiorganica. En este ultimo contexto, la mortalidad se eleva
hasta el 80% (Chertow et al., 2005). El desarrollo de IRA es ademas una de las complicaciones mas habituales tras
una intervencion cardiaca, de las que se realizan alrededor de 30.000/afio en Espafia y mas de un 1% de ellas en el
presente hospital. Practicamente todos los pacientes intervenidos desarrollan un cierto grado de IRA (Yates y
Stafford-Schmit, 2006). De la gravedad de esta IRA posoperatoria depende la evolucion a largo plazo de los
pacientes, dando como resultado una mortalidad cercana al 60% en aquellos casos que requieran didlisis tras la
intervencion cardiaca (Takar et al, 2005; Candela-Taha et al, 2008). Tanto la cirugia cardiaca como el trasplante
renal son dos situaciones “cuasi” experimentales de estudio para NTA en humanos, ya que se conoce el momento y
la duracion del estimulo isquémico y ademas pueden monitorizarse. Todas estas estadisticas de morbimortalidad no
han cambiado significativamente en las Ultimas décadas y, hasta el momento, no existe una terapéutica eficaz para
la prevencion y/o reduccion de NTA en todas estas situaciones. A ello ha contribuido en gran medida la falta de
marcadores de dafo renal que sean mas precisos que la determinacion de creatinina y urea en suero, que se han
usado hasta ahora. Estos marcadores clasicos no reflejan directamente el dafio celular ni muestran el
compartimento del tejido renal (tubulo o endotelio) en el que esta teniendo lugar tal dafio. Son sélo parametros
indicativos de una funcién renal alterada como resultado del dafio (Vaidya et al., 2008). De hecho, es posible que
pacientes con un dafio renal subclinico no se identifiquen como tales porque no ha tenido lugar una alteracion
significativa en los niveles de creatinina y urea en suero. Asi, en los ultimos afios, se han desarrollado numerosos
estudios que han intentado identificar y validar nuevos marcadores del IRA, tales como NGAL, IL18, KIM, cistatina C,
VEGF o CXCL10, que parecen funcionar como buenos marcadores en poblaciones infantiles sin patologias
afnadidas significativas pero no en una poblacion adulta (Vaidya et al., 2008).

La isquemia renal, la hipovolemia y los agentes toxicos son las causas mas frecuentes de desarrollo de NTA. La
reduccion en el flujo de sangre y como resultado la hipoxia tisular, dan como resultado dafio a nivel del epitelio
proximal tubular, provocan una rapida disminucién de la filtraciéon glomerular, alteran la permeabilidad vascular y
desencadenan una respuesta inflamatoria que amplifica el dafio tisular (Thurman et al., 2007). El grado y la
extension del dafo isquémico son dependientes de la gravedad y la duracion de la isquemia. En isquemias
subletales, se observa el desprendimiento de células epiteliales proximales, muchas de las cuales son viables, a la
luz tubular. En isquemias mas prolongadas, la persistente hipoxia tisular y la respuesta inflamatoria, entre otros,
aumentan el dafio epitelial y vascular, con muerte celular en la zona corticomedular del rifion. Ademas, el
compartimento vascular también se dafia tras la isquemia. De hecho, el dafio endotelial contribuye significativamente
al dafo renal agudo y también al mantenimiento del mismo a lo largo del tiempo. Alteraciones tempranas en el flujo
peritubular durante la isquemia y la reperfusion temprana se asocian a la pérdida de la morfologia y funcion
endoteliales contribuyendo a la pérdida de la funcién de barrera, la inflamacion y la actividad procoagulante. A medio
y largo plazo, se ha descrito pérdida de densidad microvascular, lo que favorece la progresion del dafio renal crénico
como resultado directo de la isquemia inicial (Basile 2007). Para resolver la NTA, se ponen en marcha mecanismos
que facilitan la reparacion tisular, es decir, division y diferenciacion celulares a partir de las células epiteliales
tubulares no dafnadas. En los Ultimos afios, varios estudios han demostrado que a la reparacion del dafio tubular tras
la isquemia pueden contribuir no soélo las propias células epiteliales no dafiadas que se desdiferencian y proliferan,
sino también células pluripotentes renales e incluso células pluripotentes extrarrenales tales como las procedentes
de la médula 6sea (Lin 2008). Sin embargo, la contribucion de células madre a la reparacion del dafio isquémico se
cuestiona, aunque si se acepta que a tal reparacion contribuirian fundamentalmente células tubulares proximales no
danadas y la revascularizacion del parénquima. En este Ultimo proceso, se ha propuesto que también participarian
células progenitoras endoteliales movilizadas tras la isquemia (Becherucci et al, 2009).
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Los miARN son ARN de pequefio tamafio (22-25 nucleétidos) codificados endégenamente capaces de reconocer
ARN mensajeros y asi regular negativamente la expresion de proteinas, dentro de complejos de silenciamiento
inducido por ARN (RISC) por complementaridad total o parcial con su ARNm diana (Chang y Mendell, 2007). En
humanos se han clonado ya mas de 700 y predicciones bioinformaticas indican que todos ellos pueden controlar la
expresion de mas del 30% de las proteinas totales (Filipowicz et al, 2008). La mayoria se transcriben mediante la
ARN Pol Il a partir de genes individuales o a partir de transcritos policistronicos para varios de ellos a la vez. Se
generan como pre-miR mas largos que se procesan en el nucleo por una ribonucleasa Il (Drosha), salen al
citoplasma por medio de mecanismos dependientes de exportina-5 y Ran-GTP y alli se procesan finalmente
mediante otra ribonucleasa Ill (Dicer) a su forma madura (Rana 2007). Su funcién es esencial en una amplia
variedad de procesos, incluyendo desarrollo embrionario, respuesta a estrés o regulaciéon estricta de procesos
fisiolégicos y, por tanto, mantenimiento de la homeostasis de los organismos. Es importante destacar que el perfil de
expresion de miARN es especifico del tipo celular y puede cambiar dependiendo del estimulo, de manera que el
contexto celular particular de un mismo miARN determinara su funcién en un tipo celular especifico (Bartel 2009).
Por este motivo, la desregulacién de ciertos miARN se ha sefalado entre los mecanismos responsables del
desarrollo de patologias tales como cancer (Bartels y Tsongalis, 2009), autoinmunidad (Sonkoly y Pivarcsi 2008),
diabetes (Zhou et al, 2008) o patologias vasculares (Urbich et al, 2008) y se estan constituyendo como
biomarcadores precisos de la evolucion de muchas de ellas. Muy recientemente se ha demostrando que los miARN
son ademas reguladores clave en la respuesta celular rapida y precisa ante cualquier tipo de estimulo, incluyendo la
falta de nutrientes o la hipoxia (lvan et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que estos miARN junto con ARNm
pueden secretarse o intercambiarse por las células en forma de microparticulas (microvesiculas derivadas de
plaquetas; exosomas de células tumorales; ectosomas de neutréfilos (Valadi et al., 2007). Asi podrian detectarse en
liquidos corporales tales como sangre, orina o liquido pleural. De hecho, se estima que la sangre periférica de
individuos sanos puede contener una concentracion de entre 5-50 mg/ml de microparticulas, que aumentaria en el
caso de pacientes con diversas patologias (Hunter ef al., 2008). Esto permitiria hacer una monitorizacién muy fiable
de la evolucién de estas patologias utilizando muestras obtenidas mediante métodos minimamente invasivos
(extraccion de sangre y recogida de orina (Gilad 2008). En orina, los miARN detectados, entre los que se incluye
miR-127, han demostrado una gran estabilidad, incluso en condiciones muy agresivas (Melkonyan et al., 2008).
Dado que la desregulacion de miARN puede provocar diversas patologias, estan comenzando a considerarse como
nuevas dianas de accion terapéutica. De hecho, se han desarrollado herramientas para modular su expresioén: pre-
miR para su sobreexpresion y antagomiR (anti-miR) para su inhibicién, con resultados muy esperanzadores en
diversos modelos experimentales in vitro e in vivo (Krutzfeld et al., 2006; Care et al., 2007; Van Rooij et al., 2008),
aunque esta todavia por determinar su validez como estrategia terapéutica en humanos.

En cuanto al papel de los miARN en respuesta a la isquemia, se ha determinado su expresion en isquemia cerebral
focal en ratas, estableciéndose asociacion entre la expresion de miR-145 y el dafio cerebral (Dharap et al., 2009). En
isquemia cardiaca en humanos, miR-100 y miR-133 parecen participar en el mecanismo de dafio cardiaco (Sucharov
C, et al., 2008). En isquemia hepatica también en humanos, se ha establecido miR-223 como mediador de dafio (Yu
et al., 2008). Por el contrario, miR-126 y miR-210 se han descrito como promotores fundamentales de angiogénesis,
neovascularizacion y reparacion tisular en respuesta a diversos estimulos, incluyendo hipoxia (Suarez ySessa, 2009;
Fasanaro et al., 2008; van Solingen et al., 2008). Hasta el momento, no se han descrito en la bibliografia miARN
modulados en I/R renal, pero los expertos han comenzado a especular sobre su potencial como biomarcadores en
patologias renales, incluidas aquellas que implican alteraciones en la regulacién de la tension arterial (Liang M et al,
2009). En otro contexto, se han identificado algunos miARN relacionados con el rechazo inmunitario en trasplante
renal (Sui et al, 2008).

Todo lo anterior justifica la necesidad de identificar y validar nuevos biomarcadores de evolucion del dafio renal que
sean mas precisos e indicativos de qué compartimento tisular esta dafiandose y/o recuperandose y en qué grado
tiene lugar esto, cuya determinacién ademas sea rapida, sencilla y no requiera una biopsia del paciente.

Descripcion de la invencion

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método para el diagnostico y/o prondstico de
dafio renal agudo que comprende analizar una muestra obtenida de un paciente para determinar el nivel de
expresion de al menos miR-127, y comparar dicho nivel de expresion con un valor control, donde la alteracion de
dicho nivel es indicativo de dafio renal.

En un aspecto mas en particular de la presente invencion, la muestra del paciente que va a analizarse es sangre. En
otro aspecto en particular de la presente invencion, la muestra es suero. En otro aspecto de la presente divulgacion,
la muestra es orina.

En un aspecto mas particular de la presente invencion, el diagnostico y/o prondstico de dafio renal agudo se lleva a
cabo determinando el nivel de expresion del miR-127 solo o en combinaciéon con al menos un microARN
seleccionado de miR-126, miR-210 y miR-101.

En un aspecto mas particular de la presente invencion, la disminucién del nivel de expresion de miR-127 en suero
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con respecto al valor control es indicativa de dafio renal agudo.

En un aspecto mas particular de la presente invencién, el aumento del nivel de expresion de miR-127 en orina con
respecto al valor control es indicativo de dafo renal agudo.

En un aspecto mas particular de la presente divulgacion, el diagndstico y/o pronéstico de dafo renal agudo se lleva
a cabo determinando el nivel de expresion de miR-126 solo o en combinacién con al menos un microARN
seleccionado de miR-127, miR-210 y miR-101.

En un aspecto mas particular de la presente divulgacion, la disminucion del nivel de expresion de miR-126 en suero
con respecto al valor control es indicativa de dafio renal agudo.

En un aspecto mas particular de la presente divulgacion, el diagndstico y/o pronéstico de dafo renal agudo se lleva
a cabo determinando el nivel de expresion del miR-210 solo o en combinacién con al menos un microARN
seleccionado de miR-127, miR-126 y miR-101.

En un aspecto mas particular de la presente divulgacion, el aumento del nivel de expresion de miR-210 en suero con
respecto al valor control es indicativo de dafio renal agudo.

En un aspecto mas particular de la presente divulgacion, la disminucion del nivel de expresion de miR-210 en orina
con respecto al valor control es indicativo de dafo renal agudo.

En un aspecto mas particular de la presente divulgacion, el diagndstico y/o pronéstico de dafo renal agudo se lleva
a cabo determinando el nivel de expresién del miR-101 solo o en combinacién con al menos un microARN
seleccionado de miR-127, miR-126 y miR-210.

En un aspecto mas particular de la presente divulgacion, el aumento del nivel de expresion de miR-101 en suero con
respecto al valor control es indicativo de dafio renal agudo.

En la presente invencién, “dafio renal agudo” se refiere al dafio renal con una etiologia isquémica que es o bien
primaria o bien secundaria, como es el caso del dafio renal debido a agentes téxicos o medios de radiocontraste, y
en cualquier caso, excluyendo dafio renal crénico.

En un aspecto mas particular de la presente invencion, la expresion de microARN se determina mediante PCR. En
un aspecto mas particular, la expresion de microARN se determina mediante PCR cuantitativa. En un aspecto mas
particular, la expresion de microARN se determina mediante PCR muiltiplex.

En otro aspecto mas particular de la presente invencién, la expresién de microARN se determina mediante
micromatrices de ARN total.

En un segundo aspecto, la presente divulgacion se refiere a un kit para el diagnéstico y/o prondstico de dafio renal
agudo que comprende las sondas y los cebadores necesarios para llevar a cabo el método de la presente
divulgacion.

En un aspecto particular de la presente divulgacion, el kit comprende las sondas y los cebadores necesarios para
determinar el nivel de expresion de al menos un microARN seleccionado de miR-127, miR-126, miR-210 y miR-101.

En otro aspecto mas particular de la presente divulgacion, el kit comprende una micromatriz de ARN.
Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la expresion de miR-126 en células proximales tubulares humanas HK-2 sometidas al protocolo
de hipoxia/reoxigenacion: NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia,
21%) y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido
restriccion de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccion de nutrientes y
oxigeno durante 6 h (1% de oxigeno en medio sin nutrientes); R-3, R-6, R-24 h: células que tras 6 h de hipoxia
vuelven a estar en condiciones normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 2 muestra la expresion de miR-210 en células proximales tubulares humanas HK-2 sometidas al protocolo
de hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia,
21%) y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido
restriccion de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccion de nutrientes y
oxigeno (1% de oxigeno en medio sin nutrientes); R-3, R-6, R-24 h: células que vuelven a estar en condiciones
normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 3 muestra la expresion de miR-101 en células proximales tubulares humanas HK-2 sometidas al protocolo
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de hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia,
21%) y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido
restriccion de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccion de nutrientes y
oxigeno (1% de oxigeno en medio sin nutrientes); R-3, R-6, R-24 h: células que vuelven a estar en condiciones
normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 4 muestra la expresion de miR-127 en células proximales tubulares humanas HK-2 sometidas al protocolo
de hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia,
21%) y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido
restriccion de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccion de nutrientes y
oxigeno (1% de oxigeno en medio sin nutrientes); R-3, R-6, R-24 h: células que vuelven a estar en condiciones
normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 5 muestra la expresion de miR-101 en células proximales tubulares de rata NRK-52E sometidas al
protocolo de hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno
(normoxia, 21%) y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han
padecido restriccion de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccion de
nutrientes y oxigeno (1% de oxigeno en medio sin nutrientes); R-15 min, R-30 min, R-1 h, R-3 h, R-6 h, R-24 h:
células que vuelven a estar en condiciones normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 6 muestra la expresion de miR-127 en células proximales tubulares de rata NRK-52E sometidas al
protocolo de hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno
(normoxia, 21%) y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han
padecido restriccion de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccion de
nutrientes y oxigeno (1% de oxigeno en medio sin nutrientes); R-15 min, R-30 min, R-1 h, R-3 h, R-6 h, R-24 h:
células que vuelven a estar en condiciones normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 7 muestra la expresion de miR-101 en células endoteliales humanas HMEC sometidas al protocolo de
hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia, 21%)
y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido restriccion
de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccién de nutrientes y oxigeno (1%
de oxigeno en medio sin nutrientes); R-15 min, R-30 min, R-1 h, R-3 h, R-24 h: células que vuelven a estar en
condiciones normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 8 muestra la expresion de miR-127 en células endoteliales humanas HMEC sometidas al protocolo de
hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia, 21%)
y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido restriccion
de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccién de nutrientes y oxigeno (1%
de oxigeno en medio sin nutrientes); R-15 min, R-30 min, R-1 h, R-3 h, R-24 h: células que vuelven a estar en
condiciones normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 9 muestra la expresion de miR-210 en células endoteliales humanas HMEC sometidas al protocolo de
hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia, 21%)
y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido restriccion
de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccién de nutrientes y oxigeno (1%
de oxigeno en medio sin nutrientes); R-15 min, R-30 min, R-1 h, R-3 h, R-24 h: células que vuelven a estar en
condiciones normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 10 muestra la expresion de miR-126 en células endoteliales humanas HMEC sometidas al protocolo de
hipoxia/reoxigenacion. NX: células en condiciones normales en cuanto a disponibilidad de oxigeno (normoxia, 21%)
y a disponibilidad de nutrientes (medio completo con FBS al 10%) CC: células control que han padecido restriccion
de nutrientes (estan en medio sin nutrientes). Hyp: células que han padecido restriccién de nutrientes y oxigeno (1%
de oxigeno en medio sin nutrientes); R-15 min, R-30 min, R-1 h, R-3 h, R-24 h: células que vuelven a estar en
condiciones normales de disponibilidad de oxigeno y nutrientes.

La figura 11 muestra la expresion de miR-127 en suero de pacientes diagnosticados de insuficiencia renal aguda
(IRA) de etiologia isquémica. Control: expresion de miARN en control sano igualado a 1. Los datos de expresion en
el paciente estan relativizados a estos datos. 0 h y 3 dias: tiempos en los que se ha tomado una muestra del
paciente, al ingresar por IRA (0 h) y mas tarde durante su evolucion (3 dias).

La figura 12 muestra la expresién de miR-127 en orina de pacientes diagnosticados de insuficiencia renal aguda
(IRA) de etiologia isquémica. Control: expresion de miARN en control sano igualado a 1. Los datos de expresion en
el paciente estan relativizados a estos datos. 0 h y 3 dias: tiempos en los que se ha tomado una muestra del
paciente, al ingresar por IRA (0 h) y mas tarde durante su evolucion (3 dias).

La figura 13 muestra la expresion de miR-126 en suero de pacientes diagnosticados de insuficiencia renal aguda
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(IRA) de etiologia isquémica. Control: expresion de miARN en control sano igualado a 1. Los datos de expresion en
el paciente estan relativizados a estos datos. 0 h y 3 dias: tiempos en los que se ha tomado una muestra del
paciente, al ingresar por IRA (0 h) y mas tarde durante su evolucion (3 dias).

La figura 14 muestra la expresion de miR-210 en suero de pacientes diagnosticados de insuficiencia renal aguda
(IRA) de etiologia isquémica. Control: expresion de miARN en control sano igualado a 1. Los datos de expresion en
el paciente estan relativizados a estos datos. Dia 0, dia 1, dia 2, dia 3, dia 7: tiempos en los que se ha tomado una
muestra del paciente, al ingresar por IRA (dia 0) y mas tarde durante su evolucion.

La figura 15 muestra la expresién de miR-210 en orina de pacientes diagnosticados de insuficiencia renal aguda
(IRA) de etiologia isquémica. Control: expresion de miARN en control sano igualado a 1. Los datos de expresion en
el paciente estan relativizados a estos datos. Dia 0, dia 1, dia 2, dia 3, dia 7: tiempos en los que se ha tomado una
muestra del paciente, al ingresar por IRA (dia 0) y mas tarde durante su evolucion.

La figura 16 muestra la expresion de miR-101 en suero de pacientes diagnosticados de insuficiencia renal aguda
(IRA) de etiologia isquémica. Control: expresion de miARN en control sano igualado a 1. Los datos de expresion en
el paciente estan relativizados a estos datos. 0 dias, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 7 dias: tiempos en los que se ha tomado
una muestra del paciente, al ingresar por IRA (0 d) y mas tarde durante su evolucion.

La figura 17 muestra la expresion de miR-101 en muestras de suero a: en pacientes pertenecientes al grupo IA, b:
en pacientes pertenecientes al grupo IB y c: en pacientes pertenecientes al grupo |l.

La figura 18 muestra la expresion de mi R-127 en muestras de suero a: en pacientes pertenecientes al grupo IA, b:
en pacientes pertenecientes al grupo IB y c¢: en pacientes pertenecientes al grupo |l.

La figura 19 muestra la expresion de miR-126 en muestras de suero a: en pacientes pertenecientes al grupo IA, b:
en pacientes pertenecientes al grupo IB y c¢: en pacientes pertenecientes al grupo Il.

La figura 20 muestra la expresion de miR-210 en muestras de suero a: en pacientes pertenecientes al grupo IA, b:
en pacientes pertenecientes al grupo IB y c¢: en pacientes pertenecientes al grupo |l

Descripcion detallada de la invencién
Se identific6 mediante el uso de matrices que los microARN: miR-127, miR-126, miR-210 y miR-101 en un modelo
de H/R que imita I/R se expresaban de forma diferencial de manera que cada uno de estos microARN, solos o en

combinacdn, sirven como biomarcadores del dano renal.

EJEMPLO 1: Expresién de miARN en lineas celulares sometidas a hipoxia/reoxigenacion.

Se procedié al cultivo de las siguientes células (HK2: células proximales tubulares humanas, NRK-52E: células
proximales tubulares de rata y HMEC: células endoteliales microvasculares humanas) en medios apropiados que
contenian suero, antibidticos y factores de crecimiento especificos. Se mantuvieron a 37°C, bajo una atmoésfera
himeda y con un 5% de CO..

Las lineas celulares descritas anteriormente se sometieron a un protocolo de hipoxia/reoxigenacion. Es decir, las
lineas celulares se someten a cambios en las tensiones de oxigeno y en la disponibilidad de nutrientes. Para ello, se
utilizaron dos incubadores diferentes: hipoxia en un incubador sellado a 37°C, perfundido con una mezcla del 5% de
COy,, el 1% de O, el 94% de Ny; reoxigenacion, en un incubador convencional a 37°C, con el 5% de CO,. Las
células se hicieron crecer hasta la confluencia y se privaron de suero 24 horas antes de la hipoxia. Durante la
hipoxia, se mantuvieron en medio minimo (HBSS) sin suero, con una baja concentracién de glucosa o derivados.
Durante la reoxigenacion, se utilizé un medio completo (Saenz-Morales et al., 2006). El tiempo de hipoxia para todas
las muestras fue de 6 h, y los tiempos de reoxigenacion fueron variables (15 min-72 h). Todos los experimentos in
vitro se repitieron al menos 3 veces.

Luego se determind la expresion de diferentes microARN en las lineas celulares mediante PCR, para ello y tras la
extraccion del ARN total de las muestras de fluidos (suero u orina) y para la titulacion, se utilizaron 50 nanogramos
de cada una de ellos para la reaccion de transcripcion inversa (RT) en 15 microlitros. Para esta etapa se utilizaron
cebadores comerciales especiales (cebadores de tallo-bucle). Estos cebadores eran especificos para cada miARN.
Tras la RT, se procedid a la reaccion de amplificacion cuantitativa (QPCR). En esta reaccion, llevada a cabo en un
volumen total de 10 microlitros, se utilizé 1 microlitro de la reaccion de RT total y cebadores especificos para cada
miARN, asi como una sonda Tagman con agentes que atrapan la fluorescencia. Todos los reactivos, tanto
cebadores como mezclas de reaccion con enzimas y nucleétidos para RT y PCR que se utilizaron eran de Applied
Biosystems. Los resultados fueron los siguientes:

Tal como se muestra en la figura 1 los niveles de expresion de miR-126 fueron muy dependientes de la
disponibilidad de nutrientes y oxigeno, ya que la restriccion de ambos disminuyé muy significativamente su
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expresion con respecto a la condicion de normalidad. La expresion de miARN se recuperé en el tiempo de
reoxigenacion, en el que las células volvieron a disponer de oxigeno y nutrientes. Por tanto, la disminucion en la
expresion de miR-126 indico falta de nutrientes y oxigeno en células proximales tubulares, lo que es indicativo de
isquemia renal. Ademas, y dado que a las 3 h de la reoxigenacion se registré un dafio significativo del epitelio in
vitro, la baja expresion de este miARN indicd dafio del epitelio proximal tubular tras la isquemia.

Tal como se muestra en la figura 2, los niveles de expresion de miR-210, como miR-126, fueron muy dependientes
de la disponibilidad de nutrientes y oxigeno, ya que la restriccion de ambos disminuyé muy significativamente su
expresion con respecto a la condicion de normalidad. La expresion de miARN se recuper6é en el tiempo de
reoxigenacion, en el que las células volvieron a disponer de oxigeno y nutrientes. La disminuciéon de miR-210 indico
falta de nutrientes y oxigeno en células proximales tubulares, lo que es indicativo, como en el caso de miR-126, de
isquemia renal. Ademas, y dado que a las 3 h de reoxigenacion se registré dafio del epitelio in vitro, la baja
expresion del miR-210 indicé dafo del epitelio proximal tubular tras la isquemia.

Tal como muestra en la figura 3, la expresion de miR-101 aumenté en la condicién de hipoxia en comparacion con la
condiciéon de normoxia. La expresion de este miARN se normalizé gradualmente de nuevo en reoxigenacion, en la
que volvié a normalizarse la disponibilidad de oxigeno y nutrientes. El aumento de expresion de este miARN en
células proximales durante la condicién de hipoxia fue indicativo de isquemia renal.

Tal como muestra en la figura 4, la expresion de miR-127 aumentd en la condicion de hipoxia en comparacion con la
condiciéon de normoxia. La expresion de este miARN disminuy6 significativamente en reoxigenacion, aumentando de
nuevo a las 24 h de reoxigenacion cuando la monocapa epitelial esta recuperandose. Por tanto, el aumento de
expresion de miR-127 en células proximales durante la condicién de hipoxia fue indicativo de isquemia renal. La
disminucién de su expresion tempranamente en reoxigenacion indicé dafio isquémico y su aumento posterior indico
recuperacion endotelial.

Tal como muestra en la figura 5, la expresion de miR-101 se normalizé rapidamente en reoxigenacion, en la que
volvié a normalizarse la disponibilidad de oxigeno y nutrientes, si bien permanecié con niveles de expresion mas
elevados que en la condicién de normoxia en estas células de rata. El aumento de expresién de este miARN en
células proximales durante la condicion de hipoxia fue indicativo de isquemia renal. Su nuevo aumento a las 24 h de
reoxigenacion indicd recuperacion de la monocapa epitelial.

Tal como se muestra en la figura 6 y tal como se produjo en células Hk-2 (tubulares humanas), la expresiéon de miR-
127 aumenté en la condicidon de hipoxia, en la que esta restringida la disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, en
comparacion con la condicion de normoxia. La expresiéon de este miIARN se normalizé rapidamente en
reoxigenacion, en la que volvieron a estar disponibles el oxigeno y los nutrientes. El aumento de expresion de este
miARN en células proximales durante la condicion de hipoxia fue indicativo de isquemia renal.

Tal como se muestra en la figura 7 y tal como se produjo en células proximales tubulares, la expresién de miR-101
aumentd en la condicién de hipoxia en comparacién con la condicion de normoxia. La expresion de este miARN
permanecio6 elevada en reoxigenacion, en la que volvieron a normalizarse la disponibilidad de oxigeno y nutrientes, y
comenz6 a normalizarse a las 24 h de reoxigenacion. El aumento de expresion de este miARN en células
endoteliales durante la condicion de hipoxia fue indicativo de isquemia renal. Su elevada expresion en reoxigenacion
se asocio a un estado de activacion endotelial (proinflamatorio), que comenzo a normalizarse a las 24 h.

Tal como se muestra en la figura 8 y tal como se produjo en células proximales tubulares, la expresion de miR-127
aumento en la condicion de hipoxia, en la que estaba restringida la disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, en
comparacioén con la condicién de normoxia. La expresion de este miARN permanecié elevada en reoxigenacion, en
la que se dispuso de oxigeno y nutrientes, y comenzé a normalizarse a las 24 h de reoxigenacion. El aumento de
expresion de este miARN en células endoteliales durante la condicién de hipoxia fue indicativo de isquemia renal. Su
elevada expresion en reoxigenacion se asocioé a un estado de activacion endotelial (proinflamatorio), que comenzo a
normalizarse a las 24 h.

Como se muestra en la figura 9 y a diferencia de lo que se produjo con este miARN en células proximales tubulares,
la expresion de miR-210 aumentd discretamente en la condicién de hipoxia en comparacién con la condicién de
normoxia. La expresion de este miARN permanecio elevada en reoxigenacion y la expresion disminuyé bruscamente
a las 24 h de reoxigenacion. El aumento de expresion de este miARN en células endoteliales durante la condicién de
hipoxia fue indicativo de isquemia renal. Como miR-127 y miR-1 01, su expresion en reoxigenacion se asocio a un
estado de activacion endotelial (proinflamatorio), que comenzé a normalizarse a las 24 h.

Tal como se muestra en la figura 10, la expresion de miR-126 aumento discretamente en la condicion de hipoxia, en
la que esta restringida la disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, en comparacién con la condicién de normoxia.
Aumenté muy significativamente a 1 h de reoxigenacion, en la que se dispuso de oxigeno y nutrientes. Tras ello, la
expresion de este miARN se normalizé. El aumento de expresion de este miARN en células endoteliales durante la
condicién de hipoxia fue indicativo de isquemia renal. Un aumento significativo de este tipo a 1 h de reoxigenacion
se asocio de manera inequivoca a un estado maximo de activacion endotelial (proinflamatorio).
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EJEMPLO 2: Expresién de miARN en pacientes a los que se les ha diagnosticado insuficiencia renal aguda.

El estudio con muestras de pacientes se llevo a cabo de manera prospectiva. Tras la autorizaciéon por parte de los
pacientes o sus representantes legales mediante el pertinente consentimiento informado y previa aprobacion del
estudio por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital, se extrajeron muestras de sangre y orina y biopsias
renales en caso de trasplante de los grupos de pacientes descritos a continuacion.

Muestras de pacientes de trasplante renal

Se analizaron muestras procedentes de 50 pacientes de trasplante (pacientes con trasplante renal de novo y con
diferentes regimenes de inmunosupresion), estando dichos pacientes organizados en dos grupos:

I. 25 pacientes con funcion inmediata del injerto
Il. 25 pacientes con funcion retrasada del injerto

Se tomaron muestras de sangre y orina los dias 1, 7, 15, 30 tras el trasplante renal, y se determind en las mismas la
expresion de los miARN que iban a estudiarse mediante qRT-PCR.

En caso de no funcion del injerto, se realizdé una biopsia el séptimo dia, que se repitié cada 7-10 dias hasta que se
resolvio la fase de NTA. En caso de sospecha de rechazo y tras su confirmacion por biopsia, estos pacientes se
excluyeron.

En el caso de pacientes trasplantados, se recogio la siguiente informacion y se puso a disposicion:
- Caracteristicas del receptor: edad, sexo y tiempo en dialisis.

- Caracteristicas del donante: tipo de donante (muerte encefdlica, asistolia), edad, sexo, necesidad de farmacos
vasoactivos y ultima creatinina.

- Caracteristicas del injerto: tiempos de isquemia caliente, fria y de anastomosis. Compatibilidad de HLA e
inmunosupresion.

- Funcion del injerto a las 2, 4 y 12 semanas.

Se recogieron muestras de sangre en tubos VACUETTE (z serum sep clot activator) de 8 ml, que se centrifugaron a
2.500 rpm 10 minutos.

Se recogio el suero separado por centrifugacion y se alicuotd y almacend conforme a los criterios del Biobanco del
Hospital Ramén y Cajal (en tubos anénimos, con un tnico cadigo y a -80°C).

Se recogieron muestras de orina en viales de orina convencionales o extrajeron de la bolsa del catéter, se
centrifugaron a 2.800 rpm durante 10 min para eliminar sedimentos y otros restos, y se alicuotaron y almacenaron
conforme a los criterios del Biobanco del Hospital Ramén y Cajal (en tubos anénimos, con un Unico codigo y a
-80°C).

De todas ellas se solicitd su cesion por parte del Biobanco mediante acuerdos de cesion. Se solicitaron un maximo
de 500 microlitros, ya que la técnica se optimizé para amplificar miARN en muestras de 100-200 microlitros de
ambos fluidos, mediante PCR cuantitativa, para cuyo fin y tras la extraccion del ARN total de las muestras de fluidos
(suero u orina) y para la titulacion, se utilizaron 50 nanogramos de cada una de ellas para la reaccion de
transcripcion inversa (RT) en 15 microlitros. Para esta etapa se utilizaron cebadores comerciales especiales
(cebadores de tallo-bucle). Estos cebadores eran especificos para cada miARN. Tras la RT, se procedio a la
reaccion de amplificacion cuantitativa (QPCR). En esta reaccién que se llevd a cabo en un volumen total de 10
microlitros, se utilizé 1 microlitro de la reaccion de RT total y cebadores especificos para cada miARN, asi como una
sonda Tagman con agentes que atrapan de fluorescencia. Todos los reactivos, tanto cebadores como mezclas de
reaccion con enzimas y nucleétidos para RT y PCR que se utilizaron eran de Applied Biosystems.

El procesamiento de las muestras de suero y orina de los pacientes anterior a la extraccion de ARN total fue el
siguiente: se digirid una alicuota de 100-200 microlitros de suero u orina con Proteinasa K (0,65 miligramos/mililitro)
incubando a 56°C, 1 h. Tras ello se realizé una primera extraccion con fenol/cloroformo (5:1) y la fase acuosa se
proceso utilizando el kit de aislamiento de miARN High Pure (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Muestras de pacientes tras cirugia cardiaca:

Se analizaron muestras procedentes de 50 pacientes, estando organizados dichos en los siguientes grupos:
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- IA: 10 pacientes adultos operados tal como se programé con circulacion extracorpérea (CEC) y con bajo riesgo
para el desarrollo de IRA, es decir, pacientes con una puntuacién de 0 a 2 en el sistema de Thakar50de 0 a 1 en el
SRI6 simplificado.

- IB: 10 pacientes pediatricos con cardiopatias congénitas operados por primera vez con CEC.

-1I: 15 pacientes adultos operados tal como se programé con CEC, con funcion renal basal alterada y puntuaciones
> 5 en el sistema de Thakar5 o > 3 en el SRI6.

-1lI: 15 pacientes adultos operados tal como se program6 con CEC, con funcién renal basal normal y con las mismas
puntuaciones que en el apartado anterior.

Para cada paciente, se determinaron los miARN mencionados en los siguientes momentos:
- Basal preoperatorio

- Alas 2 h del ingreso en la UCI

-Alas 24 h,48 hy 72 h de la cirugia

- El dia +7 (opcional para los grupos IA y IB)

Tal como se muestra en la figura 11, la expresion de miR-127 disminuy6 significativamente con respecto al control
sano. La disminucion en la expresion de este miARN en el suero de pacientes era un indicador de dafio renal
isquémico o IRA. Estos datos se correlacionan con los datos mostrados en la figura 18.

Tal como se muestra en la figura 12, y en correlacion con la disminucién en suero, la expresion de miR-127 aumenté
significativamente con respecto al control sano. La disminucion en la expresion de este miARN en el suero de
pacientes y su correspondiente aumento en orina era un indicador de diagnéstico temprano de dafio renal isquémico
o IRA.

Tal como se muestra en la figura 13, los niveles de expresion de miR-126 en suero disminuyeron significativamente
en el momento del inicio del dafio renal isquémico y la expresion del mismo aumenté enormemente a las 24 h, para
normalizarse posteriormente. Esto indicé que la disminucion en la expresion de este miARN en el suero de pacientes
era un indicador de diagnéstico muy temprano de dafio renal isquémico o IRA. Su aumento a las 24 h indicé una
activacion endotelial tras la isquemia asociada a una reaccion inflamatoria posterior, tal como se comenté en el
modelo in vitro. Estos datos se correlacionan con los datos mostrados en la figura 19.

Tal como se muestra en la figura 14, la expresion de miR-210 en suero aumento significativamente en el momento
del inicio del dafio renal isquémico, se mantuvo en las primeras 24 h, para normalizarse posteriormente. Estos datos
indicaron que el aumento en la expresion de este miARN en el suero de pacientes era un marcador diagndstico muy
temprano de daio renal isquémico o IRA.

Tal como se observa en la figura 15, la expresion de miR-210 en orina aumento significativamente a las 48 h, para
normalizarse posteriormente. Teniendo en cuenta que la expresion de este miARN aumentd en células HK-2 a
tiempos en los que empezd a observarse recuperacion epitelial en el modelo experimental, esto indicé que el
aumento en la expresion de este miARN a las 48 h en orina de pacientes era indicativo del inicio de la recuperacion
tras el dafio renal isquémico. Estos datos se correlacionan con los datos mostrados en la figura 20.

Tal como se muestra en la figura 16, la expresion de miR-101 aumentd muy significativamente y muy
tempranamente con respecto al control sano, en el momento del ingreso, y no se detectd expresion significativa con
respecto al sujeto sano en el momento de la evolucién. Esto indicé que un aumento en la expresion de este miARN
en el suero de pacientes era un marcador de diagnostico muy temprano de dafio renal isquémico. Estos datos se
correlacionan con los datos mostrados en la figura 17.
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REIVINDICACIONES

Método para el diagndstico y/o prondstico de dafio renal agudo que comprende analizar una muestra
obtenida de un paciente seleccionada de sangre o suero, para determinar el nivel de expresion de al menos
miR-127, y comparar dicho nivel de expresion con un valor control, en el que la disminucién en el nivel de
expresion de miR-127 en suero con respecto al valor control es indicativo de dafio renal agudo.

Método para el diagnostico y/o pronostico de dafio renal agudo segun la reivindicacion 1, en el que
comprende ademas determinar el nivel de expresién de miR-126, en el que la disminucién en el nivel de
expresion de miR-126 con respecto al valor control es indicativo de dafio renal agudo.

Método para el diagndstico y/o pronéstico de dafio renal agudo segun la reivindicacion 1 6 2, en el que
comprende ademas determinar el nivel de expresiéon de al menos un microARN seleccionado de miR-210 y
miR-101, en el que el aumento en el nivel de expresion de miR-210 y/o miR-101 con respecto al valor
control es indicativo de dafio renal agudo.

Método para el diagnostico y/o pronostico de dafio renal agudo segun la reivindicacion 1, en el que
comprende ademas determinar el nivel de expresion de miR-126, miR-210 y miR-101, en el que el aumento
en el nivel de expresion de miR-210 y miR-101 con respecto al valor control y la disminucion en el nivel de
expresion de miR-126 con respecto al valor control es indicativo de dafio renal agudo.

Método para el diagnostico y/o prondstico de dafio renal agudo segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en el que la expresion de microARN se determina mediante PCR.

Método para el diagnostico y/o prondstico de dafio renal agudo segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en el que la expresién de microARN se determina mediante PCR cuantitativa.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el nivel de expresién de microARN se
determina mediante micromatrices de ARN.
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FIG. 3
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 9
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FIG. 11
miR-127 en suero de paciente con IRA
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FIG. 13
miR-126 en suero de pacientes con IRA
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FIG. 17

miR-101-1, grupo IA
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FIG. 18
d
miR-127, grupo A
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FIG. 19
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FIG. 20

miR-210, grupo IA
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