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RESUMEN

Introduccién: La ERC afecta al 10% de la poblacion mundial y suele derivar de la
hipertension arterial. Su diagnostico actual, basado en albuminuria y el eTFG, no
siempre detecta fases tempranas, destacando la necesidad de nuevos biomarcadores.
En este contexto, los exosomas emergen como una herramienta prometedora al
transportar microARNs asociados a procesos patologicos. Destaca el miR-29a, cuya
expresion regula factores fibréticos, como el TGF- y la matriz extracelular. Evaluar su
presencia en pacientes hipertensos, con y sin dafio renal, podria mejorar el diagnéstico
temprano y prevenir complicaciones. Objetivo: Evaluar los niveles de expresion del
miR-29a en exosomas urinarios de pacientes con HAS y determinar su potencial como
biomarcador temprano de dafio renal. Metodologia: Se reclutaron 44 participantes
distribuidos en tres grupos: sujetos sanos, pacientes con HAS y funcién renal normal,
y pacientes con HAS y funcion renal alterada. Se recopilaron datos antropométricos,
presion arterial, y parametros clinicos mediante muestras de sangre y orina. Los
exosomas fueron caracterizados por microscopia STEM, y se extrajo ARN total para
cuantificacion del miR-29a mediante RT-gPCR. Resultados: De acuerdo con los datos
antropométricos, la presion arterial resulté estadisticamente significativa en los sujetos
con HAS en comparacion con los sujetos sanos. Por otro lado, los niveles de expresion
del miR-29a exosomal urinario fueron significativamente mayores en los sujetos con
microalbuminuria, en comparacion con aquellos con normoalbuminuria (p < 0.05).
Conclusiones: Los hallazgos reportados en el presente estudio sugieren que la
regulacion al alza del miR-29a probablemente esta asociada con la disfuncion renal en

sujetos con hipertension, posiblemente vinculado con procesos fibréticos.

Palabras clave: enfermedad renal cronica, hipertension, matriz extracelular, miR-29a.



ABSTRACT

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) affects 10% of the global population and
often arises from arterial hypertension. Its current diagnosis, based on albuminuria and
estimated glomerular filtration rate (eGFR), does not always detect early stages,
highlighting the need for new biomarkers. In this context, exosomes have emerged as
a promising tool by carrying microRNAs associated with pathological processes.
Notably, miR-29a regulates fibrotic factors such as TGF-B and extracellular matrix
components. Assessing its presence in hypertensive patients, with and without kidney
damage, could improve early diagnosis and help prevent complications. Objective: To
evaluate the expression levels of miR-29a in urinary exosomes from hypertensive
patients and determine its potential as an early biomarker of kidney damage.
Methodology: Forty-four participants were recruited and distributed into three groups:
healthy individuals, patients with hypertension and normal renal function, and patients
with hypertension and impaired renal function. Anthropometric data, blood pressure,
and clinical parameters were collected through blood and urine samples. Exosomes
were characterized by STEM microscopy, and total RNA was extracted for miR-29a
quantification by RT-qPCR. Results: Based on anthropometric data, blood pressure
was significantly higher in subjects with systemic arterial hypertension (SAH) compared
to clinically healthy individuals. On the other hand, urinary exosomal miR-29a
expression levels were significantly higher in subjects with microalbuminuria compared
to those with normoalbuminuria (p < 0.05). Conclusions: The findings reported in this
study suggest that the upregulation of miR-29a is likely associated with renal

dysfunction in hypertensive subjects, possibly linked to fibrotic processes.

Keywords: chronic kidney disease, hypertension, extracellular matrix, miR-29a.
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1. INTRODUCCION
La enfermedad renal crénica (ERC) es una condicidén en la que los riflones pierden

progresivamente su capacidad para filtrar la sangre, expresado en la tasa filtracion
glomerular (eTFG). Esta condicion esta codificada en la clasificacion internacional de
enfermedades CIE11 como GB61. A nivel mundial representa un importante problema
de salud publica, pues se estima que afecta a mas del 10% de la poblacién y se prevé
que para el ano 2027 alcanzara los 436.6 millones de casos. En 2019, esta enfermedad
representd el 2.53% de las muertes globales, y para 2040 podria convertirse en la
quinta causa de mortalidad en el mundo. En México, la prevalencia en 2021 fue de
9,184.9 casos por cada 100,000 habitantes, con un aumento del 87.3% en la
mortalidad por ERC entre 1990 y 2019, reflejando la creciente carga de esta
enfermedad para el sistema de salud (Agudelo-Botero et al., 2020; Bikbov et al., 2020;
Davila-Cervantes & Agudelo-Botero, 2024).

Entre los factores de riesgo de la ERC se destacan: edad mayor a 60 afios, obesidad,
hipercolesterolemia, diabetes mellitus y la hipertension arterial (HAS) (Rodriguez
Ramos & Herrera Miranda, 2022). En particular, la HAS constituye no solo un
determinante en el dafno renal, sino también una de las principales causas de
enfermedades cardiovasculares (Hu et al., 2018; Kriegel et al.,, 2012; Martinez-
Castelao et al., 2014). En México, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricidon
2022 (Ensanut 2022), el 47,8% de los adultos presentan hipertensién segun los
criterios de la American College of cardiology/American Heart Association (ACC/AHA).
No obstante, el 65,5% de ellos desconoce su condicion, y solo el 33,7% de los
diagnosticados mantiene un control adecuado de la presién arterial (Campos-Nonato
etal., 2021), lo que contribuye al avance silencioso del dano renal. Dado este contexto,
comprender la clasificacion de la ERC y su progresion resulta esencial para mejorar
su deteccion oportuna, establecer intervenciones clinicas mas eficaces y prevenir
complicaciones graves. A continuacion, abordaremos su definicion y clasificacion

clinica.



1.1. Enfermedad Renal Croénica
La enfermedad renal crénica (ERC) se define por la disminucion gradual de la funcion

renal y/o la disminucién sostenida de la tasa de filtracion glomerular (e TFG) por debajo
de 60 mL/min/1.73 m? durante un periodo superior a tres meses, y por la presencia
persistente del dafio renal como proteinuria o alteraciones estructurales (Boffa &
Cartery, 2015).

Los mecanismos que se relacionan con la ERC involucran alteraciones
hemodinamicas, inflamatorias, inmunolégicas y metabdlicas que perpetuan el dafio
renal. Un mecanismo clave, es la hiperfiltracion glomerular compensatoria que se
produce como respuesta a la pérdida de nefronas funcionales. Las nefronas
remanentes aumentan su tasa de filtracion individual para mantener la funcién global
del rindn. Sin embargo, esta hiperfiltracion sostenida incrementa la presion
intraglomerular y dafa la barrera de filtracion, favoreciendo la aparicion de proteinuria,
la cual a su vez tiene un efecto toxico sobre los tubulos renales, agravando la lesién

tubular e intersticial (Dwivedi & Sikarwar, 2025).

Otro mecanismo clave es la activacion del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(SRAA), ya que activa diversas vias asociadas a la hipertrofia celular, la produccién de
citocinas profibréticas y la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS). Entre
estas vias, destaca la mediada por la Angiotensina Il, ya que induce vasoconstriccion
de la arteriola eferente, aumentando la presion dentro del glomérulo, pero también
estimula directamente la proliferacion de células mesangiales y la produccion de matriz
extracelular (MEC), promoviendo la esclerosis glomerular. Ademas, la ERC se asocia
con una inflamacién cronica de bajo grado, donde participan diversas citocinas como
el factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucinas (IL-1 e IL-6) y el TGF-31. Este
ultimo es un potente mediador de la fibrosis renal, ya que induce la transformacion de
fibroblastos en miofibroblastos, células responsables de la produccidén excesiva de

colageno y otros componentes de la matriz extracelular (Budi et al., 2021).

Como resultado de estos procesos, se desarrolla la fibrosis renal, caracterizada por el
depdsito patoldgico persistente de proteinas de la MEC que sustituye al tejido funcional



por tejido cicatricial, contribuyendo al endurecimiento del tejido y a la pérdida de la
funcién renal (Schnaper, 2016). Esta acumulacion excesiva y desorganizada altera la

composicion, estructura y equilibrio dinamico del tejido renal (Figura 1).

/N Vasoconstriccion

Induccién

/_ S } de

Miofibroblastos Fibroblastos
r = -
. = w\.‘ Sintesis “___ ‘7
W)
Enfermedad - Fibrosis
Renal Crénica renal Excesiva

Figura 1. Participacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) y
citocinas inflamatorias en la progresion de la fibrosis renal en la enfermedad

renal crénica (ERC). Imagen creada con https://app.biorender.com/ .

1.1.1. Diagndstico

La ERC puede presentar alguno de los siguientes marcadores de dafo renal:
albuminuria definida como albumina en orina > 30 mg/24 horas, anormalidades en el
sedimento urinario, trastornos hidroelectroliticos secundarios a un trastorno tubular,
anormalidades detectadas en histologia, anormalidades estructurales detectadas por

imagen o historial de trasplante renal (IMSS, 2019).

En el 2002, la National Kidney Foundation (NKF) establecié guias clinicas para su

diagndstico y clasificacion. Cada etapa se relaciona con un valor del eTFG y con la


https://app.biorender.com/

capacidad de los riflones para depurar los desechos. En las primeras etapas (de la 1
a la 3), los riflones aun son capaces de depurar los desechos de la sangre. En las
ultimas etapas (la 4 y la 5), a los rifiones les cuesta mas trabajo depurar la sangre y
podrian dejar de funcionar por completo (Tabla 1) (American Kidney Foundation, 2021;
Canal et al., 2014).

Tabla 1. Clasificacion de la ERC con base en el eTFG y caracteristicas clinicas

del daino renal.

Etapas de Valor de referencia del Caracteristicas
la ERC eTFG (mL/min/1,73m?)
G1 =90 Dano renal leve, puede presentar
G2 60 — 89 proteinuria
G3a 45 - 59 Dano renal leve o moderado, puede
G3b 30-44 presentar  debilidad, cansancio 0

hinchazon de pies y manos.

G4 15-29 Dano renal moderado o severo, puede
presentar hinchazén de pies, manos y
dolor en la espalda baja

G5 <15 Dano renal severo, los rifiones estan a

punto de fallar o ya dejaron de funcionar.

En el 2012, la clasificacién Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)
define seis categorias de acuerdo con el calculo del filtrado glomerular (G1 a G5 con
subdivision de G3 en ay b) y tres niveles de albuminuria (A1, A2 y A3). Esta mejora en
la clasificacion de ERC tiene como objetivo sefalar indicadores prondsticos
relacionados al deterioro de la funcion renal y dafio cardiovascular (KDIGO
GUIDELINE, 2024). La ERC se clasifica segun tres componentes clave: la causa de la
enfermedad, la categoria del eTFG (G1-G5) y la categoria de Albuminuria (A1-A3)
(Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion del riesgo de desarrollo de ERC de acuerdo con la guia

KDIGO al afio 2024. Imagen tomada de www.kidney-international.org.

Verde: Riesgo bajo (si no hay otros marcadores de enfermedad renal, no es ERC); Amarillo: Riesgo
moderado a alto; Naranja: riesgo alto; Rojo: riesgo muy alto. TFGe, Tasa de filtracién glomerular
estimada.

Segun las guias KDIGO 2024, se realizan pruebas a las personas con riesgo de
padecer ERC o que la padecen, utilizando tanto la medicion de la albumina en orina
como la evaluacion del eTFG. Tras la deteccion incidental de un cociente
albumina/creatinina (ACR) urinario elevado, hematuria o un estimado bajo del eTFG,
se deben repetir las pruebas para confirmar la presencia de ERC. Cada uno de estos
elementos es fundamental para la evaluacion de los pacientes con ERC, ya que
permiten determinar tanto la gravedad de la enfermedad como el riesgo de progresion

y complicaciones.


http://www.kidney-international.org/

La prueba de la cronicidad (duracién de un minimo de 3 meses) puede establecerse
mediante (KDIGO GUIDELINE, 2024):

(i) Revision de mediciones/estimaciones anteriores del eTFG.

(i) Revision de mediciones anteriores de albuminuria o proteinuria y

examenes microscopicos de orina.

(i)  Hallazgos de imagen como la reduccion del tamafio renal y la

reduccion del grosor cortical.
(iv)  Hallazgos patoldgicos renales como fibrosis y atrofia.

(v)  Antecedentes médicos, especialmente enfermedades que se sabe

que causan o contribuyen a la ERC.

(vi)  Repeticion de las mediciones dentro y fuera del periodo de los 3

meses.

1.1.2. Evaluacion de la causa
Se establecera la causa de la ERC utilizando el contexto clinico, los antecedentes

personales y familiares, los factores sociales y ambientales, la medicacion, la
exploracion fisica, las medidas de laboratorio, el diagnodstico por imagen, y el
diagnostico genético y patologico. El cuidado de los pacientes con ERC es
multifacético y complejo. Varios aspectos criticos de esta atencion integral, como el
control de la presion arterial, la diabetes y el manejo de lipidos, han sido abordados en

anteriores guias KDIGO.

1.1.3. Factores de riesgo
La ERC esta influenciada por varios factores de riesgo, que se pueden clasificar a

grandes rasgos en categorias no modificables y modificables:

Los factores de riesgo no modificables son aquellas caracteristicas inherentes a una
persona que aumentan la probabilidad de desarrollar una enfermedad o condicién de
salud, pero que no pueden ser alteradas o controladas mediante cambios en el estilo

de vida o intervenciones médicas. Entre ellas se encuentran:



Edad: El envejecimiento se asocia con una disminucién de la funcién renal
debido a cambios estructurales y celulares, disminucién de la funcion fisioldgica
y reduccion de la reserva compensatoria vascular (Rivas Velasquez et al.,
2014). Estos cambios hacen que los rinones sean mas susceptibles al dafioy a

las enfermedades.

Genética: Las personas con antecedentes familiares de enfermedad renal
terminal tienen un riesgo de tres a nueve veces mayor de desarrollar ERC, lo

que indica una fuerte predisposicién genética (Khan et al., 2016).

Origen étnico: Ciertas variaciones genéticas, como las del gen APOL1, se han
relacionado con un mayor riesgo de ERC en las poblaciones africanas (George
et al., 2018). Estos factores genéticos pueden predisponer a las personas a la
enfermedad renal, independientemente de otros factores de riesgo. Las
minorias étnicas, como los afroamericanos, los hispanos y los asiaticos del sur,
tienen tasas mas altas de diabetes e hipertension, que son los principales
factores de riesgo para la ERC (Norris & Nissenson, 2020). Estas condiciones

a menudo se manejan mal debido a las barreras socioecondémicas.

Los factores de riesgo modificables son aquellas condiciones o habitos que aumentan

la probabilidad de desarrollar una enfermedad, pero que pueden ser cambiados o

controlados mediante intervenciones en el estilo de vida, tratamientos médicos o

cambios en el entorno. Por ejemplo:

Tabaquismo: La nicotina promueve la proliferacion de células mesangiales y la
produccion de fibronectina, o que conduce a la hipertrofia glomerular y al
aumento de la produccion de MEC. Estos cambios contribuyen a la progresion
de la ERC al promover la fibrosis y la cicatrizacion dentro de los rifiones (Jain &
Jaimes, 2013).

Factores dietéticos: El exceso de sal puede causar dafo directo a los tejidos

renales, independientemente de sus efectos sobre la presién arterial. Esto



incluye la induccion de inflamacién y fibrosis, que son fundamentales en la
progresion de la ERC (Suckling & Swift, 2015).

Factores ambientales: La exposicidbn a metales pesados como el plomo, el
cadmio, el mercurio y el cromo se asocia significativamente con la ERC. Estos
metales pueden ingresar al cuerpo a través de la ingestion, inhalacion o
absorcidn cutanea y se sabe que causan nefrotoxicidad. Por ejemplo, la
exposicion al plomo y al cadmio puede disminuir el eTFG, indicador clave de la

funcién renal (Soderland et al., 2010).

Diabetes mellitus: Los niveles altos persistentes de glucosa en la sangre en
pacientes diabéticos conducen a cambios estructurales y funcionales en los
rinones. Esta afeccidn, conocida como nefropatia diabética, es una causa
principal de ERC y terapia de sustitucion renal (dialisis peritoneal, hemodialisis,
trasplante renal). Cuanto mas tiempo una persona tenga diabetes, mayor sera
el riesgo de desarrollar ERC. Los pacientes con una duracion de la diabetes de

15 afios 0 mas tienen un riesgo significativamente mayor (Siddiqui et al., 2022).

Obesidad: La inflamacion crénica y el estrés oxidativo contribuyen
significativamente al dafo renal en las personas obesas. El tejido adiposo
produce citocinas y adipocinas proinflamatorias, como la leptina y el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), que promueven la inflamacion y la fibrosis en los

rifiones (Silva Junior et al., 2017).

Hipertensién arterial. La hipertension arterial juega un papel central en su
desarrollo y progresién. La persistencia de niveles elevados de presion arterial
no solo compromete la funcién renal, sino que también activa mecanismos
fisiopatoldgicos que aceleran el dafo estructural del rindn, como la disfuncién
endotelial, el estrés oxidativo y la activacion del (SRAA). Estos procesos
favorecen la inflamacion y la fibrosis renal, contribuyendo a la pérdida
progresiva de la funcién glomerular (De Bhailis & Kalra, 2022; C. Huang &
Huang, 2020).



Dado que la hipertension es un factor clave en la fisiopatologia de la ERC, resulta
fundamental comprender sus caracteristicas, clasificacion y mecanismos de dano

renal, aspectos que se abordaran en los siguientes apartados.

1.2. Hipertensidn arterial sistémica
La HAS es una afeccién médica crénica caracterizada por un aumento sostenido de la

presion arterial (PA) sistdlica, diastdlica o ambas por encima de los limites
establecidos, en ausencia de enfermedad cardiovascular renal o diabetes > 140/90
mmHg, en caso de presentar enfermedad cardiovascular o diabetes > 130/80 mmHg

y en caso de tener proteinuria mayor de 1gr e insuficiencia renal > 125/75 mmHg.

1.2.1. Clasificacion
La Norma Oficial Mexicana NOM-030-SSA2-2009, para la prevencion, deteccion,

diagndstico, tratamiento y control de la HAS, clasifica, por cifras, de acuerdo con los

siguientes criterios:

Tabla 2. Clasificacion de la hipertension arterial sistémica (HAS) de acuerdo con

los valores de presion arterial (PA) sistdélica y diastolica.

Categoria Sistélica (mmHg) Diastélica (mmHg)

Optima <120 <80
Presion arterial normal 120-129 80 — 84
Presion arterial fronteriza* 130 - 139 85 -89
Hipertension 1 140 — 159 90 -99
Hipertension 2 160 - 179 100 - 109
Hipertension 3 =180 =110
Hipertension sistolica aislada =140 <90

*Las personas con PA normal (con factores de riesgo asociados) o fronteriza, pero
tienen alto riesgo de presentar la enfermedad por lo que ellos y los médicos deben
estar prevenidos de dicho riesgo e intervenir para retrasar o evitar el desarrollo de la
HAS. La importancia de considerar los diferentes valores de la PA, reside en la



presencia de otros factores de riesgo y/o dano organico que incrementan la morbilidad

y la mortalidad.

1.2.2. Clasificacion etiologica
La HAS puede clasificarse en primaria (esencial) y secundaria, segun la causa. La

hipertensiéon primaria representa la mayoria de los casos y se caracteriza por la
ausencia de una causa identificable. En su desarrollo intervienen diversos factores,
como la predisposicion genética, el volumen intravascular, el gasto cardiaco, la
activacion del SRAA, la sensibilidad al sodio, entre otras (Comision Nacional de
Derechos Humanos (CNDH), 2010).

Por otro lado, la hipertension secundaria si tiene un origen identificable y puede

deberse a multiples causas, por ejemplo:

« Renales, como glomerulopatias y enfermedades del insterticio renal.

e Vasculares, como renovascular, trombosis de la vena renal.

« Endocrina (enfermedades de la tiroides o paratiroides, sindrome de Cushing)

« Del sistema nervioso central (tumores, encefalitis, apnea del suefio)

e Inducidas por medicamentos, por toxicos o por el embarazo (pre-eclampsia y

eclampsia).

La clasificacion etiolégica de la HAS permite diferenciar entre formas primarias y
secundarias de la enfermedad. Sin embargo, independientemente de su origen, la
deteccion oportuna de la hipertensién es vital para prevenir complicaciones
cardiovasculares y renales (Comision Nacional de Derechos Humanos (CNDH), 2010).
Dado que en muchas ocasiones la hipertension es asintomatica en sus etapas
iniciales, su diagndstico requiere la aplicacion de métodos estandarizados de medicion

de la PAy la evaluacion de factores de riesgo asociados.
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1.2.3. Deteccion y diagndstico
El paciente con sospecha de HAS en el examen de deteccion debera acudir a

confirmacion diagndstica sin medicacion antihipertensiva y sin cursar alguna

enfermedad aguda. El diagndstico de la HAS se basa en los siguientes puntos:

« Medicion de la PA: EI método principal para el diagnostico de HAS es a través
de la medicion de la PA utilizando un esfigmomanoémetro de mercurio calibrado.
El valor de las presiones arteriales (sistolica y diastélica) correspondera al
promedio de por lo menos dos mediciones hechas con un intervalo minimo de

dos minutos.

o Monitorizacién ambulatoria de la presion arterial (MAPA): este método implica
la monitorizacién continua de la PA durante un periodo de 24 horas, ayuda a
identificar la hipertensién de bata blanca (PA elevada en un entorno clinico pero

normal en casa) (Nobre et al., 2013).

El diagndstico se basa en el promedio de por lo menos tres mediciones realizadas en
intervalos de 3 - 5 minutos dos semanas después de la deteccidn inicial, con cifras

igual o superior a las consideradas en el apartado 1.2.

Una vez establecido el diagnostico de HAS, es fundamental comprender sus
implicaciones a nivel sistémico, especialmente en érganos vulnerables como el rifidn.
La persistencia de cifras elevadas de PA desencadena una serie de mecanismos
fisiopatoldgicos que comprometen la estructura y funciéon renal, involucrando la

activacion del SRAA, el estrés oxidativo y la inflamacion.
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2. ANTECEDENTES

Como se menciono en el apartado anterior, la HAS es una situacion que incrementa
de forma marcada el riesgo tanto de enfermedad cardiovascular como de deterioro de
la funcién renal, por lo que en los pacientes hipertensos cabe esperar una relaciéon
estrecha en la expresion de ambas patologias. Es una de las principales causas de
ERC y contribuye significativamente a la fibrosis renal. El aumento sostenido de la
presion arterial dafa las paredes de las arterias, provocando engrosamiento, pérdida
de elasticidad y esclerosis vascular. Esta lesion vascular reduce la perfusion sanguinea
renal, lo cual genera isquemia cronica del parénquima renal (Campese et al., 2006;

Domondon et al., 2020; Elijovich et al., n.d.).

Ante la disminucion del flujo sanguineo, se activa el SRAA, que juega un papel
importante en la regulacién de la PA basado principalmente en la regulacion del tono
vascular y del volumen sanguineo. Su activacion comienza en el aparato
yuxtaglomerular del rifidn, el cual actia como sensor del flujo y la presion en el
glomérulo. Este complejo esta conformado por la macula densa (ubicada en el tubulo
contorneado distal - TCD) y las células secretoras de renina, y su funcion es mantener

una TFG constante a pesar de las fluctuaciones en la PA sistémica (Schnaper, 2016).

2.1. Mecanismos fisiopatolégicos implicados en el desarrollo del dafo renal en
pacientes con HAS

Cuando se produce una disminucion en la TFG, como consecuencia de una baja PA,
hipovolemia o disminucidon de sodio, las células de la macula densa detectan una
reduccion en la concentracion de iones cloruro. Esta sefial estimula a las células
granulares a liberar renina (Chalmers, 2019). La renina convierte el angiotensinégeno,
sintetizado por el higado, en angiotensina | (Ang I). Posteriormente, la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) (producida por células endoteliales) transforma la
Ang | en Ang Il, el principal efector del sistema. La Ang Il ejerce sus efectos
principalmente a través de dos receptores: AT1R y AT2R. La activacion de AT1R
promueve vasoconstriccion, liberacion de aldosterona desde la corteza suprarrenal (lo

que incrementa la reabsorcion de sodio y agua), activacion del sistema nervioso
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simpatico, inflamacion, estrés oxidativo y fibrosis. En cambio, la estimulacion de AT2R
esta asociada con efectos antifibréticos, antiinflamatorios y vasodilatadores, aunque

Su expresion suele ser baja en condiciones patologicas (Figura 3).

Células |/
granulares | -

Higado

Renina + Angiotensinégeno 4/

|
a §
NS < W\‘ @ l
Pulmones\
Vasodilatador
Ang Il : Antiinflamatorio

Antifibrético

(. Glandula
1 + ! suprarrenal
Vasoconstriccion Liberacién de | Aldosterona Estrés oxidativo

Figura 3. Diagrama de activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) cuando se detecta una baja en el estimado de la tasa de filtraciéon

glomerular (eTFG). Imagen creada con https://app.biorender.com/. Abreviaturas:

Tubulo contorneado distal, TCD; Ang |, Angiotensina I, Ang I; Angiotensina Il, Ang II; Enzima
convertidora de angiotensina, ECA; Receptor de Angiotensina 1, AT1R; Receptor de Angiotensina 2,

AT2R; Especies reactivas de oxigeno, EROS.

En este contexto, los mecanismos por los cuales el aumento de los niveles de Ang Il y

aldosterona conducen a la fibrosis son multifactoriales y probablemente involucran la
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estimulacion de fibroblastos, la generacion de EROS, la inflamacion y la regulacion
positiva de factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-kB), citocinas
como el TGF-B y el TNF-a, y la regulacion positiva de moléculas como el inhibidor
activador del plasmindgeno-1. En ultima instancia, estos cambios conducen a un
aumento de la expresion y sintesis de genes de colageno, asi como a una disminucion
de la fibrindlisis (Ames et al., 2019).

Centrandonos, en el estrés oxidativo, inducido por EROS, provoca inflamacién
sistémica y dafo en células renales clave como los podocitos, las células mesangiales
y las células endoteliales, afectando la barrera de filtracién glomerular y favoreciendo
la aparicion de proteinuria y fibrosis tubulointersticial. El estrés oxidativo provoca la
activaciéon de la proteina quinasa C (PKC), la cual, eleva los niveles de Ang I,
participando activamente en la respuesta inflamatoria cronica al inducir la expresion y
sintesis de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento como el TGF-B, lo que

potencia la fibrosis y la reestructuracion de la MEC (Dwivedi & Sikarwar, 2025).

La reestructuracion de la MEC representa un mecanismo clave en la respuesta del
rindn al dafio persistente inducido por procesos inflamatorios cronicos. Durante estos
eventos, los componentes de la matriz no solo actian como soporte estructural, sino
que también regulan importantes vias de sefializacién celular que determinan el
destino de las células lesionadas (Sobreiro-Almeida et al., 2021). En condiciones
fisiologicas, estas células son reemplazadas por nuevas células funcionales que

restauran la arquitectura y funcién del tejido renal.

Sin embargo, cuando este equilibrio entre sintesis y degradacion de la MEC se altera,
ya sea por una produccion excesiva de proteinas de matriz o por una degradacion
insuficiente, se favorece una remodelacion anormal que interfiere con la regeneracion
tisular y contribuye a la progresion del dafio renal. Como consecuencia, se desarrollan
fibrosis intersticial y esclerosis glomerular, las cuales conllevan la pérdida irreversible

de nefronas funcionales.
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2.2. Matriz extracelular (MEC)
La MEC es una malla compleja formada principalmente por proteinas y carbohidratos;

es un tejido activo, donde se producen constantemente las sintesis de novo de los
componentes estructurales. En cada 6rgano, la composicion de la MEC es diferente:
incluye una variedad de componentes fibrilares, como colagenos, fibronectina y
elastina, asi como moléculas no fibrilares: proteoglicanos, hialurénico, glicoproteinas
y algunas proteinas (Tush et al.,, 2019). En condiciones normales, durante la
cicatrizacion de heridas, la activacion de los fibroblastos es transitoria; una vez que la
MEC provisional es degradada y reemplazada, estas células regresan a un estado de
quiescencia o sufren apoptosis. Sin embargo, en la fibrosis, la lesion renal prolongada
impide dicha resolucion, lo que resulta en una poblacion celular que continua
depositando proteinas de la MEC de manera excesiva (Oka & Komuro, 2012; Topete-
Reyes, 2015).

Asimismo, la via de senalizacion del TGF-[3, particularmente a través de las proteinas
Smad, desempefia un papel crucial en la sintesis de la MEC en el contexto de la
fibrosis renal. EI TGF-B es conocido como un mediador profibrético clave en las
enfermedades fibréticas. Se han identificado tres isoformas de TGF-8 en mamiferos,
denominadas TGF-B1, 2 y 3, de las cuales TGF-B1 es la isoforma mas abundante y
puede ser producida por todos los tipos de células residentes renales (Meng et al.,
2015). Los fibroblastos activados y los miofibroblastos representan una poblacién
celular importante que se expresa y responde al TGF-31, lo que es coherente con la
nocion de una respuesta que se perpetua a si misma ante la lesion crénica e

inflamatoria renal.

2.2.1. Senalizacion del TGF- — Via canonica
Después de que se induce la sintesis por moléculas proinflamatorias, TGF-B1 se libera

en asociacion con LAP (péptido asociado a la latencia) como una forma latente de
TGF-B1 que se une covalentemente a LTBP (proteina latente de union a TGF-B) que
permite que su deposicion se localice dentro de la MEC en las proximidades de las

células que expresan TGF-31. En consecuencia, la MEC en lesiones fibréticas, es un
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depdsito importante de TGF-B1 latente que se encuentra disponible para su
activacion. El TGF-B activo se une a TBRII (receptor TGF- de tipo Il), una quinasa
transmembrana activa que recluta a TRRI (receptor TGF- de tipo I), que en conjunto
fosforilan serina, treonina y tirosina. La union de TGF-B a estos complejos activa
Smad2 y Smad3 a través de la fosforilacién de serina C-terminal por las quinasas del
TBRI (Budi et al., 2021; Meng et al., 2015).

Estos Smads efectores, en combinacion con Smad4, se translocan al nucleo, donde
se combinan con factores de transcripcion especificos de secuencia de ADN vy
correguladores en secuencias de genes reguladores, y por lo tanto activan o reprimen
la transcripcién de genes objetivo en respuesta a TGF-3 (Budi et al., 2021; Meng et al.,
2015).

2.2.2 Senalizacién del TGF-8 - Via no candnica
El TGF-B también activa vias independientes de Smad, como las quinasas MAPK (p38,

JNK, ERK), Akt-mTOR vy la produccién de EROS, todas operando en paralelo para

modular la sintesis de MEC y otras respuestas celulares.

En el contexto de la fibrosis, la activacion de MAPK induce la fosforilacion de factores
de transcripcién como c-Jun, c-Fos y ATF-2, que forman el complejo AP-1, responsable
de regular la expresion de genes profibréticos, como los colagenos (COL1AT vy
COL1A3), fibronectina (FN7) y metaloproteinasas. Simultdneamente, la activacion de
Akt-mTOR favorece la proliferacién celular, la sintesis de proteinas de la MEC vy la
resistencia a la apoptosis en fibroblastos y miofibroblastos. A su vez, el TGF-f estimula
la produccion de EROS, lo que refuerza la activacion de p38 y JNK, generando un ciclo
de dafio tisular persistente (Biernacka et al., 2011; Meng et al., 2015; Topete-Reyes,
2015).

Todos los factores implicados en la sintesis y degradacion de la MEC representan
objetivos clave para la prevencion y el tratamiento de la fibrosis. Diversas vias de
sefalizacion intracelular, como las reguladas por proteinas quinasas del tipo MAPK 'y
JNK, han sido ampliamente estudiadas en contextos patoldgicos, dado su papel en la
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activacion de respuestas inflamatorias y profibréticas (Biernacka et al., 2011; Meng et
al., 2015) . Por lo que, la comunicacién intercelular juega un papel importante en la
regulacion de estos mecanismos, este proceso no solo ocurre mediante sefiales
solubles como citocinas o0 quimiocinas, sino también a través de vesiculas
extracelulares, especialmente exosomas, que permiten un intercambio complejo de

informacion entre diferentes tipos celulares del rifidn.

2.3. Exosomas
Los exosomas son un tipo de vesiculas extracelulares (VE), que suelen tener un

tamano de entre 30 y 150 nm, son liberadas por casi todos los tipos de células y
desempefian un papel crucial en la comunicacion intercelular mediante la transferencia
de proteinas, lipidos, ARN y ADN (Gurunathan et al., 2021; Urbanelli et al., 2013).

La biogénesis de los exosomas comienza con la formacién de vesiculas intraluminales
(ILV) dentro de cuerpos multivesiculares (MVB). A continuacién, estos MVB se fusionan
con la membrana plasmatica, liberando los ILV como exosomas en el espacio
extracelular (Hade et al., 2021). Los exosomas tienen tres destinos posibles una vez
que ingresan a las células receptoras: 1) la mayoria de los ILV se fusionan con la
membrana delendosoma, liberan sus cargas en el citoplasma y realizan sus funciones;
2) algunos se fusionan con los lisosomas y se degradan; y 3) algunos se liberan en el
entorno extracelular a través de la exocitosis, lo que puede explicar por qué los

exosomas se eliminan rapidamente en los tejidos dafiados (Tush et al., 2019).

Se les han atribuido dos funciones principales: su capacidad para transportar
proteinas, lipidos y acidos nucleicos entre células y 6rganos, asi como su potencial
para actuar como comunicadores intercelulares naturales en procesos biolégicos
normales y en patologias (Aheget et al., 2020). Dado su papel en la comunicacion
intercelular y la regulacion de procesos patologicos, los exosomas han despertado
gran interés entre la comunidad cientifica. Una de sus principales ventajas es su
presencia en diversos biofluidos como sangre, suero, saliva, leche materna, lagrimas
y orina, convirtiéndolos en potenciales biomarcadores no invasivos para el diagnostico

e inclusive tratamiento de enfermedades.
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En el contexto renal, los exosomas pueden ser liberados por distintos tipos de células
renales, incluyendo células endoteliales glomerulares (GEC), células mesangiales
(MC), podocitos y células epiteliales tubulares (TEC). Estas VE transportan
biomoléculas que reflejan el estado fisiologico y patolégico del entorno renal,
participando activamente en procesos clave como la fibrosis, la inflamacién y la
apoptosis (H. Cao et al., 2025).

Gonzales et al., (2009) realizaron un analisis protedmico y fosfoproteomico de
exosomas urinarios, identificando una gran cantidad de proteinas integrales de
membrana relacionadas con el transporte de solutos y agua a lo largo de diferentes
segmentos del tubulo renal, incluyendo el tubulo contorneado proximal, distal y el
tubulo colector. Asimismo, Pisitkun et al., (2012) llevaron a cabo un analisis LC-MS/MS
del proteoma exosomal urinario, donde el 92% de las proteinas identificadas fueron
clasificadas como intrinsecas, confirmando su origen exosomal y su procedencia renal.
Estos hallazgos respaldan el potencial de los exosomas urinarios como herramienta
para el diagnéstico de padecimientos renales ademas los hace mucho mas especificos

que los marcadores convencionales evaluados en suero o plasma.

Dentro del contexto clinico, Y. Cao et al., (2022) evaluaron perfiles de circRNAs en
exosomas urinarios en pacientes con fibrosis renal, identificando a hsa_circ_ 0036649
como un marcador predictivo con valor diagnostico para esta condicion. Por su parte,
Gauthier et al., (2020) evaluaron el perfil de expresion de exosomas urinarios de
pacientes con fibrosis quistica (FQ), ya que la prevalencia de ERC es mayor en
pacientes con esta condicion. Este estudio representd la primera caracterizacion
protedmica de exosomas urinarios en pacientes con FQ, revelando diferencias claras
entre los perfiles proteicos de estos pacientes y los controles sanos, abriendo nuevas

posibilidades diagnédsticas y terapéuticas.

Los componentes exosomales son diversos y capaces de transportar una variedad de
proteinas (por ejemplo, proteinas Alix, TSG101, proteinas de choque térmico y

proteinas del citoesqueleto), lipidos y moléculas de carga como acidos nucleicos,
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incluidos ADN, ARNm, siRNA, ARN circular, ARNr, ARN largo no codificante y
microARNs (miRs) (Liang et al., 2023).

2.4. microARNs
Los microARNs (miRs) son pequefias moléculas de ARN no codificante que

desempefian un papel crucial en la regulacidn génica postranscripcional. Su
mecanismo de accion se basa en la unién a la regién 3' no traducida (UTR) de los ARN
mensajeros (ARNm) diana, conduciendo a la degradacion del ARNm o a la represion
de la traduccion (Gonzalez-Pena et al., 2018; Saritag et al., 2024). Su biogénesis
implica multiples pasos, comenzando con la transcripcion del miR primario (pri-miR)
por la ARN polimerasa Il. El pri-miR es procesado por el complejo del microprocesador,
formado por Drosha y DGCRS, para generar estructuras de horquilla precursoras de
miR (pre-miRNA). A continuacion, el pre-miR se exporta al citoplasma y Dicer lo
procesa para formar un duplex de miR maduro (Gonzalez-Pehna et al., 2018; Saritas et
al., 2024). Uno de los fragmentos del duplex se incorpora al complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), dirigiéndolo a ARNm complementarios y reprimiendo su

traduccion a través de la escision o degradacion del ARNm (Gaal, 2024).

Esta capacidad de inhibir la traduccidén de multiples genes les otorga una participacion
clave en la modulacion de diversos procesos celulares, uno de los mas relevantes en

el contexto de ERC, es la homeostasis de MEC.

La composicion, organizacion y disponibilidad de los componentes de la MEC son
determinantes en el desarrollo de ERC, ya que su alteracion promueve el ambiente
fibrotico. Se han identificado multiples miRs involucrados en el control de la expresion
de los genes relacionados con la sintesis de proteinas que forman la MEC como el

colageno, la elastina y la fibronectina (Tabla 3).
Tabla 3. miRs reguladores de la MEC: genes diana, proteinas y funciones.

miRs Gen blanco Proteina Funcion
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miR-29b, miR- COL1A1 Colageno |  Soporte estructural, resistencia a la
203, miR-145, traccion
miR-185-p

miR-29, miR- COL3A1 Colageno Il  Integridad estructural, piel y tejidos
203, miR-338- vasculares
3p, miR-128-3p

miR-29b, miR- COL5A2 Colageno V  Formacion de fibrillas, reparacion de

200c tejidos

miR-29, miR-  ELN Elastina Elasticidad de los tejidos, flexibilidad
145

miR-146a, miR- FN1 Fibronectina Adhesion celular, migracion,
328, miR-512- cicatrizacion de heridas

3p, miR-491,

miR-671

Entre todos ellos, la familia miR-29 ha destacado de forma significativa debido a que
se ha demostrado su gran capacidad para regular negativamente una amplia variedad

de genes asociados a la produccion de MEC.

2.5. Familia miR-29

La familia miR-29, compuesta por miR-29a, miR-29b y miR-29c, ha sido identificada
como un regulador clave de la expresion génica en procesos como la fibrosis, el cancer
y la modulacion de la respuesta inmune (Horita et al., 2021; Y. Wang et al., 2013). En
el presente trabajo, se hara especial énfasis en su papel dentro del proceso fibrético,
dado que su desregulacion constituye un factor determinante en la progresion de la
ERC.

Cada uno de los miembros de la familia miR-29 regula la expresion de genes

involucrados en la formacion fisiolégica y patologica de la MEC, incluyendo aquellos
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que codifican colagenos (COL71A1, COL3A1, COL4A2), la laminina, la fibrilina y la
elastina. Esta familia es unica en el sentido de que se dirige a 20 especies de ARNm
de colageno, sin que se haya informado de ningun otro miR dirigido a mas de 11
transcritos de colageno, lo que sugiere que es un "regulador maestro" de la fibrosis (M.
Wang et al., 2023). En modelos animales con dafio renal, se ha demostrado una
relacion inversa entre los niveles de TGF- y miR-29, donde la sobreexpresion de miR-
29 reduce la actividad de TGF-B y retrasa el desarrollo de fibrosis, mientras que su
inhibicion incrementa significativamente la expresién de colageno y acelera el proceso
fibrético (Qin et al., 2011).

En este contexto, Donderski et al., (2022) estudiaron a pacientes con ERC en estadios
1-4 en comparacion con controles sanos. El estudio incluyé un analisis molecular de
orina y suero empleando el método de reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR) para identificar miRs profibrogénicos. Reportaron un aumento de la
expresion relativa de has-miR-29-5p en orina de pacientes con ERC y, por el contrario,
a nivel de expresion sérica se observé una disminucién de los niveles de este mismo
miR (has-miR-29a-5p). Lo anterior sugiere que, una vez que existe un dafio en el rifdn
los niveles de has-miR-29-5p disminuyen. Por lo tanto, niveles elevados en la
expresion del miR-29 pueden emplearse como indicadores para predecir el dafio antes

de que la enfermedad renal sea irreversible.

Del mismo modo, Xing et al., (2014) llevaron a cabo un estudio donde evaluaron la
expresion del miR-29 en pacientes con nefropatia por IgA (IgAN por sus siglas en
inglés). La IgAN es una enfermedad autoinmunitaria que ocurre cuando se deposita
una acumulacién de anticuerpos en los rifiones, lo que causa inflamacion y dafio renal.
La acumulacion de inmunoglobulina A (IgA) y otros anticuerpos dafia a los glomérulos,
lo que hace que los rifiones filtren sangre y proteinas a la orina, el dafio también puede
provocar la cicatrizacion (aumento en la produccion de MEC) de las nefronas (National

Institute of Diabetes and Gigestive and Kidney Diseases, 2022).

En un estudio realizado por Hu et al., (2018) demostraron que la exposicion de células

epiteliales renales a Ang Il, una hormona clave en la HAS, induce la transicion epitelio-
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mesenquimal (TEM) y activa esta via, favoreciendo procesos proinflamatorios y
profibréticos. Sin embargo, la sobreexpresion de miR-29 revierte estos efectos al

suprimir directamente la via PI3K.

En modelos de enfermedad renal diabética también se ha observado que el miR-29a
ejerce efectos protectores, al preservar la integridad de los podocitos —células clave
en el glomérulo renal— y reducir tanto la inflamacién como la fibrosis glomerular 50.
Por el contrario, la inhibicion de miR-29b en estas células favorece la disfuncion
mitocondrial y el dafio estructural, agravando el deterioro renal (J. Liu et al., 2024). J.
Huang et al.,, 2025 evaluaron un tratamiento para la fibrosis renal con exosomas
derivados de células mesenquimales y el miR-29a-3p, el estudio mostré6 que la

sobreexpresion de este miR proporciona una mayor proteccion al dafio fibrético.

Estos hallazgos refuerzan el papel de la familia miR-29 como moduladora de la fibrosis
renal y justifican su estudio como potencial biomarcador diagnostico y terapéutico en

enfermedades como la HAS y la ERC.
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3. JUSTIFICACION

Como se ha mencionado, la hipertension arterial sistémica (HAS) esta estrechamente
vinculada con el dafo renovascular, principalmente a través de la accién de la
angiotensina Il, una molécula con efectos proinflamatorios y profibroticos a nivel renal.
Su activacion favorece la proliferacion celular y el incremento en la sintesis de matriz
extracelular (MEC), lo que contribuye al desarrollo de fibrosis renal, un proceso central

en la progresion de la enfermedad renal cronica (ERC).

Tanto la HAS como la ERC son patologias altamente prevalentes en la poblacién
mexicana y, debido a su progresion lenta y asintomatica, con frecuencia son
detectadas en etapas avanzadas. Esta deteccion tardia reduce las posibilidades
terapéuticas disponibles y representa una carga econémica significativa tanto para los
pacientes como para el sistema de salud. Ante este panorama, se vuelve urgente
implementar modelos clinicos predictivos capaces de identificar de forma temprana el
dafo renal en pacientes hipertensos, con el fin de facilitar intervenciones oportunas

que eviten la progresion hacia la insuficiencia renal crénica terminal.

El diagnédstico actual de dano renal se basa en los niveles séricos de creatinina para
el calculo de la eTFG y la relacion albumina/creatinina en la orina. Sin embargo, segun
las guias clinicas del IMSS para el diagndstico y prevencion de ERC (2019), existen
evidencias de que la creatinina sérica no es un marcador sensible al dafo renal agudo

ni al dafo renal cronico a menos de que exista una disfuncion renal avanzada.

Por tanto, existe la necesidad de identificar biomarcadores mas sensibles y especificos
que permitan una deteccion temprana del dafo renal. En este contexto, el microRNA-
29 (miR-29) exosomal se perfila como una herramienta prometedora. Su deteccién no
invasiva y su potencial valor diagnostico lo posicionan como un candidato ideal para
complementar los parametros clinicos tradicionales. La integracion de la expresion del
miR-29 con indicadores como la eTFG y la albuminuria podria contribuir al desarrollo
de un modelo predictivo mas robusto, que permita un diagndstico mas temprano y un

mejor prondstico en pacientes con HAS y riesgo de progresion hacia ERC.
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4. HIPOTESIS
Los niveles de expresion del microARN-29a en los pacientes hipertensos con dafo

renal se encontraran aumentados en comparacion con los sujetos que no presentan

dano renal.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar los niveles de expresion del microARN-29a en exosomas urinarios de

pacientes hipertensos con y sin dafno renal y compararlos con los sujetos clinicamente

Sanos.

5.2. Objetivos particulares
1. Determinacion de datos clinicos de funcién renal.

2. Optimizar y realizar las técnicas de aislamiento de exosomas de sujetos
clinicamente sanos, hipertensos e hipertensos con enfermedad renal.

3. Determinacion de los niveles de expresion del miR-29 por PCR en tiempo real.

5.3. Obijetivo secundario
Realizar asociaciones de los parametros clinicos y los niveles de expresion del miR-

29a utilizando un analisis de correlacion.

6. MATERIALY METODOS

6.1 Participantes
El presente proyecto es un estudio de tipo piloto. Se reclutaron 44 sujetos con rango
de edad de 30 - 90 anos que acudieron a consulta al Hospital Central “Dr. Ignacio

Morones Prieto”. Los participantes se integraron en 3 grupos:

e CS: Sujetos clinicamente sanos, 12 sujetos aparentemente sanos

(normotensos y con funcién renal normal),
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e HAS: Sujetos hipertensos, 20 sujetos con diagnostico de hipertension y funcion

renal normal (normoabuminuria y un eTFG mayor o igual a 60 mL/min/1.73m?),

y

e HAS +DR: Sujetos con hipertension y dafio renal, 12 sujetos con diagndstico de

hipertension y dafio renal (microalbuminuria y un eTFG mayor o igual a 45
mL/min/1.73m?).

Los criterios de seleccion de los pacientes fueron los siguientes:

e Criterios de

Inclusion:

Pacientes que cuenten con diagndstico clinico de

enfermedad renal cronica por médico nefrologo, mayores de 18 afos, sexo

indistinto, firma de consentimiento informado y que cuenten con diagndstico previo

de hipertension arterial.

e Exclusion: Presencia de otrasenfermedades cronico-degenerativas,

infecciones

urinarias, enfermedades neoplasicas, enfermedad infecciosa cronica y embarazo.

e Eliminacion: Estatus y/o calidad de la muestra, abandono del protocolo.

Tabla 4. Cuadro de variables en el estudio.

Dependiente

Variable Definiciéon Valores Unidades Tipo de

Operacional Posibles variable
Niveles de Probable marcador de Unidades

i I . o
expresion del dano rena 0 a infinito relativas  de | Cuantitativa
microARN-29 expresion
Independiente

Presion arterial | Presion maxima | Mayor o | mmHg Cuantitativa
sistélica ejercida por la sangre | igual a 100

sobre las

arterias

25




durante la contraccion

del corazon.
Presion arterial | Presion maxima | Mayor o | mmHg Cuantitativa
diastodlica ejercida por la sangre | igual a 70
sobre las  arterias
durante la relajacién del
corazon.
Estimado de la tasa | Estimacién del volumen | Mayor o | mL/min/1.73m | Cuantitativa
de filtracion | de filtrado glomerular | igual a 45 2
glomerular por minuto, calculado
con la férmula CKD-EPI
a partir de creatinina
sérica, edad, sexo vy
etnia.
Albuminuria Determinacion de la | 1- mg/g Cualitativa
presencia de albumina | Normoalbu ordinal
en orina. minuria <30
2.
Microalbumi
nuria 30-
300
Variables de Control (confusoras)
Variable Definiciéon Valores Unidades Tipo de
Operacional posibles variable
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Edad Edad del individuo al | 30 - 90 afnos Cuantitativa
momento de incluirse continua
en el estudio

Tiempo de evolucion | Tiempo transcurrido afnos
desde el diagnostico de > 1 Cuantitativa
la enfermedad .

discreta
Individuos que se
identifican -
Sexo No =2 NA Categorica
biolégicamente como o
, dicotomica
Si=1
Hombres
Normal: IMC entre 18.5 | Normal = 1
y 24.9 Sobrepeso
Sobrepeso: IMC entre | =2
25y 29.9. Obesidad
Obesidad tipo I: IMC [ Tipo | = 3
Indice de Masa | gnire 30y 34.9. Obesidad kg/m? Categorica
Corporal (IMC) : -
Obesidad tipo II: IMC | 1P° _" 4
entre 35y 39.9. Obesidad
Tipo lll =5

Obesidad tipo IlI: IMC

igual o mayor a 40.

Tipo de muestreo: Muestreo no probabilistico por conveniencia.
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6.2. Colecta de datos clinicos y antropométricos

6.2.1. Toma de presion arterial y antropometria
La toma de presion arterial se llevé a cabo por el profesional de salud del hospital

central “Dr. Ignacio Morones Prieto” con un baumandémetro, asi como las medidas
antropomeétricas de peso y altura con el objetivo de calcular el indice de masa corporal
de los participantes. La media de la presion arterial (MAP) se calculd mediante la

férmula PS + 2(PD) / 3, donde presion sistdlica (PS) y presién diastélica (PD).

6.3. Toma de muestras biologicas
6.3.1. Toma de muestra sanguinea
Esta muestra fue recolectada en un tubo rojo sin anticoagulante para posteriormente
centrifugarla a 4000 rpm durante 15 minutos. Una vez centrifugadas, las muestras se
refirieron a un laboratorio de analisis clinicos para determinar la creatinina y poder
realizar el calculo del eTFG por medio de la formula CKD-EPI aprobada por las guias

de la National Kidney Foundation.

6.3.2. Toma de muestra de orina
A los participantes se les proporciono un frasco estéril para la recoleccién de la orina

por la técnica de chorro medio. Con esta muestra se obtuvieron los datos de
albuminuria y posteriormente se transporté a 4°C a la Coordinacion para la Innovacion
y Aplicacion de la Ciencia y Tecnologia (CIACyT) de la UASLP donde se almacend a -

80 °C hasta los siguientes analisis.

6.4. Aislamiento y caracterizacion de los exosomas
Los exosomas se aislaron del sobrenadante obtenido de la orina siguiendo las

instrucciones del reactivo Total Exosome Isolation from urine (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific). Los pellets obtenidos se resuspendieron en 50 uL de solucién salina

tamponada con fosfato (PBS) y se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis.

6.5. Caracterizacion de exosomas

La forma y el tamafo de los exosomas fueron analizados mediante Microscopia

Electrénica de Barrido (SEM). Los pellets de exosomas fueron fijados en

28



paraformaldehido al 4% y examinados en un microscopio FEI Dual Beam Helios G4

CK (columna de electrones, columna de iones, Thermo Fisher Scientific).

6.5. Extraccion de ARN

Después del aislamiento de los exosomas, se procedio a realizar la extraccion de ARN

total utilizando el método TRIzol/cloroformo (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

El procedimiento ademas incluyd un paso de centrifugacion y, uno de incubacion con
isopropanol para posteriormente dejar secar el pellet. Finalmente, el ARN precipitado
se resuspendio en 20 uL de agua tratada con DEPC con el objetivo de inactivar las
ARNasas. EI ARN extraido se cuantific6 mediante espectrofotometria en un NanoDrop
OneC UV-Vis (ThermoScientific ®). Se cuantificé la concentracion de ARN en un

NanoDrop (ThermoScientific).

6.6. Expresion de miR-29a

Se llevo a cabo la sintesis de ADN complementario (ADNc) utilizando el kit TagMan
MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fisher). Las condiciones de reaccion para
la sintesis de ADNc se describen de la siguiente manera: la mezcla se incub6 a 16°C
por 30 mins, 42°C por 30 mins, 85°C por 5 mins y, por ultimo, dejando la reaccién a

4°C segun indicaban las instrucciones del fabricante.

La expresion relativa de miR-29a se cuantificé mediante reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR), empleando el kit TagMan Universal PCR Master
Mix (Thermo Fisher) y utilizando como primer hsa-miR-29a, en un sistema QuantStudio
1 Real-Time PCR (Applied Biosystems), donde las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: 95°C por 10 min, seguido de 45 ciclos a 95°C durante 15seg y 60°C durante
30 seg. En cada experimento se incluyeron controles sin primer (NTCs) y la expresion
se normalizé utilizando U6 como control enddgeno. El calculo de la expresion

normalizada se realizd mediante la formula 22mRNA / 24U
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6.7. Manejo y eliminacion de las muestras bioldgicas

Una vez finalizados los analisis correspondientes, todas las muestras biolégicas
recolectadas fueron desechadas conforme a los protocolos establecidos en las
Normas Oficiales Mexicanas para el manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico-
Infecciosos (RPBI), garantizando asi el cumplimiento de las normas de bioseguridad y

la proteccidn de la salud publica.

6.8. Analisis estadistico
Se realiz6 estadistica descriptiva para obtener media y desviacion estandar. Se evalué

la normalidad de los datos con la prueba de Kolmogorov- Smirnov y, para determinar
la significancia de las variables antropométricas y clinicas, se utilizaron las pruebas de
ANOVA de una via y post hoc de Tukey para datos paramétricos y Kruskal Wallis y
analisis post hoc de Dunn’s para datos no paramétricos utilizando como un valor
estadisticamente significativo p < 0.05. Por ultimo, se llevd a cabo el analisis de
correlacion de Pearson entre las variables clinicas y los niveles de expresion del miR-

29a utilizando el software GraphPad Prism 6.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

La enfermedad renal cronica (ERC) representa un problema creciente de salud publica
a nivel mundial. En México, las proyecciones indican que para el aino 2040 sera la
quinta causa de mortalidad mas frecuente y, aunque los biomarcadores
convencionales, como la albuminuria y el eTFG, son fundamentales para el diagndstico
y seguimiento de la ERC, su sensibilidad en etapas tempranas (G1, G2, A1) es
limitada. Como consecuencia, muchos pacientes con factores de riesgo como la
hipertension arterial ya presentan un dafio renal avanzado al momento del diagnéstico
(etapas G3, G4, G5, A2).

Ante esta limitacion, surge la necesidad de identificar nuevos biomarcadores que, en
conjunto con los métodos tradicionales, permitan una deteccion mas temprana y
precisa del dano renal. En este contexto, el presente estudio propuso el uso de un

biomarcador no invasivo obtenido a partir de exosomas aislados de muestras de orina.
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Estas nanovesiculas, liberadas por células renales, presentan la ventaja de poseer
estabilidad y su contenido molecular refleja el estado fisiopatolégico del érgano de
estudio, en este caso, del rindn. En este proyecto, se analizo la expresion del miR-29a,
una molécula clave en la regulacidon de procesos fibroticos, con el objetivo de explorar
su posible asociacién con el desarrollo de fibrosis renal, que es la etapa terminal de la
ERC.

Los resultados obtenidos abren nuevas perspectivas para investigaciones posteriores
dirigidas a validar el miR-29a exosomal urinario como un posible biomarcador
temprano y no invasivo de dafio renal. Esto incluye su evaluacidn en cohortes mas
amplias y heterogéneas, asi como la exploracion de su valor prondstico y su potencial
utilidad en conjunto con otros marcadores moleculares asociados a procesos de

fibrosis e inflamacioén renal.

8. CONCLUSIONES
El miR-29a ha mostrado un papel regulador de los mecanismos fisiopatolégicos

subyacentes al dafno renal como la fibrosis renal, dado el papel regulador que
desempefia la familia miR-29 sobre genes clave de la matriz extracelular. Los
resultados de este estudio piloto respaldan el potencial del miR-29a exosomal urinario
como un posible biomarcador no invasivo para la detecciéon temprana de dafio renal

probablemente asociado a fibrosis.

Este trabajo aporta una primera aproximacion al perfil de miRs exosomales urinarios,
y pone de manifiesto la relevancia de continuar con estudios que incluyan un analisis
mas profundo de factores clinicos, y evaluaciones funcionales que permitan
comprender mejor el potencial diagnodstico del miR-29a y su familia en la enfermedad

renal de origen hipertensivo.
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