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SUMMARY 

Kidney transplantation (KT) is the best therapeutic approach for chronic kidney 
diseases (CKD) leading to an irreversible kidney failure. However, the follow-up of 
kidney function is still delicate. Renal biopsy is the gold-standard procedure to 
diagnose most of renal pathologies, including graft dysfunctions after KT. However, this 
invasive method is of limited repeatability and often describes an irreversible renal 
damage.  

Conversely, urine is an easily accessible, minimally invasive fluid. Thus, the 
information contained in this fluid, and particularly in urinary extracellular vesicles 
(uEVs), may be a potential source to unravel new biomarkers associated with renal 
pathologies. Nowadays, several methods have been described to enrich uEVs, 
although most of them render a mixture of proteins, lipoproteins and cell debris that 
may be masking relevant biomarkers. Therefore, the first aim of the present thesis is to 
evaluate size-exclusion chromatography (SEC) as a suitable method to isolate uEVs.  

Our results demonstrated that urine ultrafiltration followed by SEC is a suitable 
option to isolate uEVs, considerably reducing the presence of soluble contaminants. 
This methodology could permit more accurate analyses of EV-related biomarkers when 
further characterized by -omics technologies compared with other approaches. 

The second aim of the thesis is to investigate whether uEV profiling can 
differentiate the state of the kidney of living donors (LD) from deceased donors (DD) 
and compared to normo-functional patients after KT (NFP). This end would be of 
interest to elucidate if the drug therapy administrated affects the kidneys and, 
ultimately, their uEVs composition. Among other differences, next generation 
sequencing revealed that miR-326 was found significantly over-represented in LD, and 
miR-7706 was found only present in NFP, which are related with apoptosis and cell 
survival, respectively. Moreover, 70 proteins were differentially over-expressed in LD 
compared to NFP. Of note, the majority of these proteins were related with cell 
metabolism, which could be related to the immunosuppressive therapy of NFP. To 
summarize, in this pilot study we found that RNA and protein profile are substantially 
different between LD, DD and NFP, although these differences did not have a 
significant impact in short term renal function (one year). Overall, the results and 
differential profile of protein and miRNAs described in this thesis between kidney 
donors and NFPs suggest that in future comparative studies in post-KT patients uEVs 
from NFPs are the appropriate control rather than uEVs from LDs. 

Finally, we have analysed the glycosylation pattern of uVEs of donors (LD and 
DD) and post-KT patients showing graft dysfunction. For what we think is the first time, 
we have described the presence of fucoses in the uVEs. Moreover, despite the 
reduced cohort of this pilot study, we describe some differences in the lectin-binding 
assays between donors and patients. Yet, these findings must be confirmed in further 
studies. 
  



 
   

 
 

RESUMEN  

El trasplante renal (TR) es la mejor aproximación terapéutica para la 
enfermedad renal crónica (ERC) en estado terminal. Sin embargo, en la práctica 
clínica, la monitorización de la función renal se realiza, principalmente, mediante 
métodos indirectos. Respecto a los métodos directos, la biopsia renal (BR) es el 
método de referencia en el diagnóstico de la mayoría de patologías renales, 
incluyendo la disfunción del injerto renal. No obstante, esta técnica es invasiva, de 
limitada repetitividad y, a menudo, describe un daño ya irreversible. 

En cambio, la orina es un biofluido de fácil acceso y, prácticamente, de nula 
invasividad. Por lo tanto, la información contenida en este fluido, y en concreto en las 
vesículas extracelulares de orina (oVEs), es una potencial fuente de nuevos 
biomarcadores de patología renal. Actualmente existen diversos métodos de 
aislamiento de oVEs, aunque la mayoría de ellos obtienen una mezcla compleja de 
proteínas, lipoproteínas y restos celulares que podrían enmascarar biomarcadores 
relevantes. Por este motivo, el primer objetivo de la presente tesis es evaluar la 
cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) como método de aislamiento de oVEs. 

Nuestros resultados demuestran que la ultrafiltración de la orina seguida de 
SEC es una opción adecuada para aislar oVEs, ya que reduce considerablemente la 
presencia de contaminantes solubles. Esta metodología permite un análisis más 
preciso de los biomarcadores asociados a oVEs mediante las aproximaciones ómicas. 

El segundo objetivo de la presente tesis es caracterizar el perfil de las oVEs de 
donantes vivos (DV) y donantes cadáver (DC), y compararlo con pacientes 
trasplantados normo-funcionales (FRN), con el fin de averiguar si la terapia 
farmacológica afecta al riñón y, en consecuencia, a la composición de las oVEs. Los 
resultados de secuenciación masiva mostraron que el miR-326 estaba 
significativamente sobrerrepresentado en DV, mientras que el miR-7706 solamente se 
detectó en FRN. Estos miRNAs se relacionan con la apoptosis y la supervivencia 
celular, respectivamente. Por otra parte, se identificaron 70 proteínas sobre-
expresadas en los DV respecto a los FRN. La mayoría de estas proteínas estaban 
relacionadas con el metabolismo celular. Estas diferencias pueden ser debidas al 
tratamiento inmunosupresor de los FRN. En resumen, en este estudio piloto hemos 
descrito que el perfil transcriptómico y proteómico de los DV, DC y FRN es diferente, 
aunque estas diferencias parecen no tener un impacto significativo en la función del 
injerto a corto plazo (1 año). En general, los resultados y el perfil diferencial de 
proteínas y miRNAs entre los donantes de órganos y los FRN sugieren que en futuros 
estudios comparativos en pacientes post-TR, las oVEs del paciente FRN son el grupo 
control apropiado en lugar de las oVEs de los donantes. 

Finalmente, hemos analizado el patrón de glicosilación de las oVEs entre 
donantes y pacientes post-TR con disfunción del injerto. Que sepamos, esta es la 
primera descripción de la presencia de fucosas en las oVEs. Adicionalmente, hemos 
descrito algunas diferencias en los ensayos de unión a lectinas entre donantes y 
pacientes. Estos hallazgos deben ser confirmados en futuros estudios. 
  



 
   

 
 

ABREVIATURAS  

AEBSF 4-hidrocloruro de fluoruro (2-Aminoethyl) benzenosulfonil 
Ac  Anticuerpo 
ACV Accidente cerebrovascular 
BCB Del inglés, Beads coupling buffer  
BM Biomarcador 
BR  Biopsia renal 
BSA Seroalbúmina bovina 
CKD-EPI  Del inglés, Chronic Kidney Diseade Epidemiology  Collaboration 
CHAPS 3-[(3-cholamidopropil) dimetilamonio]- 1-propanosulfonico 
ConA  Concanavalina A; lectina de Canavalia ensiformis 
Crio-EM  Crio-microscopía electrónica 
CrSrm Creatinina sérica 
DBA Lectina de Dolichos biflorus 
DC Donante cadáver 
DCCE Donante Cadáver con criterios expandidos 
DNA  Del Inglés, Deoxyribonucleic acid 
DO Densidad óptica 
DS  Donante sano 
DTT  Ditiotreitol 
DV Donante Vivo 
DNA  Del inglés, Deoxyribonucleid acid 
ERC  Enfermedad Renal Crónica 
ESCRT  Del inglés, Endosomal sorting complexes required for transport  
oEX  Exosomas de orina 
EX Exosoma 
FRN  Paciente trasplantado normo-funcional 
GO Gene Ontology 
ILV  Del inglés, Intraluminal vesicles 
IS inmunosupresor 
ISEV International Society for Extracellular Vesicles 
KDIGO  Del inglés, Kidney Disease Improving Global Outcomes 
MAL II  Lectina de Maakia amurensis 
MFI  Del inglés, Median flourescence intensity 
miRNA  Del inglés, micro Ribonucleid acid 
mRNA  Del inglés, messenger Ribonucleid acid 
MVB  Del inglés Multivesicular bodies 
NGAL  Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrófilos 
nt  Nucleótidos  



 
   

 
 

NGS  Del inglés, Next generation sequencing 
NTA   Del inglés, nanoparticle tracking analysis 
ONT Organización Nacional de Trasplante 
o/n  Del inglés, overnight 
PHA-E  Fitohemaglutinina E de Phaseolus vulgaris 
PHA-L  Fitohemaglutinina L de Phaseolus vulgaris 
PNA  Lectina de Arachis hypogae 
RCA  Aglutinina del Ricinus communis 
RNA  Del inglés, Ribonucleid acid 
SEC  Del inglés, Size-exclusion chromatography 
SNA Lectina de Sambucus Nigra 
eTFG  Tasa de filtración glomerular estimada 
TFG  Tasa de filtración glomerular 
TFG-MDRD  Tasa de filtración molecular -Modification of Diet in Renal Disease 
THP a Proteína de Tamm-Horsfall o Uromodulin 
TR  Trasplante Renal 
TRDC  Trasplante renal de donante cadáver 
TRDV  Trasplante Renal de donante vivo 
UC  Ultracentrifugación 
UEA  Lectina de Ulex europaeus 
VE  Vesículas extracelulares 
oVE  Vesículas extracelulares de orina 
VVA Lectina de Vicia villosa 
WGA  Del latín, Triticum vulgare 
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1.1. Trasplante renal y monitorización de la función renal 

La enfermedad renal crónica (ERC) se define como la presencia de 

alteraciones en la estructura o función renal mantenidas durante al menos tres meses, 

siempre que exista alteración en la salud del paciente (P. E. Stevens et al. 2014). La 

ERC es un problema de salud pública causante de una importante morbilidad y 

mortalidad, además de tener un importante impacto económico en el sistema sanitario. 

En España la prevalencia de la ERC se ha incrementado un 20% desde el 2010 

(Registro de la sociedad española de nefrología 2017). En Cataluña, más de 500.000 

personas sufren ERC, y alrededor de 9600 necesitan terapia sustitutiva. De las 

posibles terapias sustitutivas, el trasplante renal (TR) es el que ofrece una mejora 

significativa de la calidad de vida y supervivencia del paciente (Port et al. 1993; Ojo et 

al. 1994; Schnuelle et al. 1998). 

1.1.1. Trasplante renal 

El primer trasplante renal (TR) exitoso se realizó en Boston en 1954, entre 

gemelos idénticos y fue realizado por el Dr. Murray (Merril et al. 1956). En España, los 

primeros TR se realizaron en el año 1965 en el Hospital Clinic de Barcelona y en la 

Fundación Jiménez Díaz de Madrid. Posteriormente, en el año 1989 se fundó la 

organización nacional de trasplante (ONT) (www.ONT.es), un organismo técnico de 

coordinación interterritorial que gestiona tanto el registro de enfermos en espera de 

trasplante como el registro de trasplantes de órgano sólido y de progenitores 

hematopoyéticos.  

El TR ha ido aumentando progresivamente (Figura 1A). Los datos del año 2017 

muestran que se superaron por primera vez los 3000 TR, lo que supone un aumento 

del 9% respecto del año anterior (Memoria ONT 2017). Cabe destacar que a día de 

hoy, y pese al aumento de las donaciones en vivo, la principal fuente de órganos son 

los donantes cadáver (DC) (Datos del registro español de donantes, Figura 1B).

http://www.ont.es/
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Figura 1: Resumen del trasplante renal realizado en España entre 1990 y 2017.  
 
Evolución de la actividad del Trasplante renal en global (A) y la evolución de los 

donantes de órganos (B): donante vivo (DV, lila) y donante cadáver (DC, verde) (Memoria del 
2017 ONT) 

1.1.1.1. Donante cadáver 

En los inicios del TR, la principal fuente de órganos procedía de donantes 

jóvenes, sin patologías asociadas, en muerte encefálica. Sin embargo, este criterio 

reducía notablemente los órganos considerados aptos para trasplante. Así, poco a 

poco se fue ampliando el uso de los llamados donantes con criterios expandidos 

(DCCE) (anteriormente llamados marginales). Estos criterios expandidos consideran 

aceptables los donantes de edad >60 años o entre 50 y 60 años, y con dos de los 

siguientes criterios: hipertensión, creatinina sérica superior a 1.5 mg/dL o accidente 

cerebrovascular como causa de la muerte (Metzger et al. 2003). Actualmente, según el 

informe del Institut Català de la Salut de 2017, el DC de nuestra región tiene una 

media de edad de 60,2 años (excluyendo del análisis los pacientes pediátricos <14 

años), aunque el 27,6% de este tipo de donante está por encima de los 70 años de 

edad.  

La principal causa de la muerte (61.2%) fue el accidente cerebro-vascular 

(ACV), mientras que el traumatismo cráneo-encefálico, que durante los años 90 había 

llegado a ser una de las principales causas (43%), tan sólo fue del 10,2% (Memoria 

del Instituto Català de la Salut y de la ONT de 2017). 

1.1.1.2. Donante vivo 

En el caso de la donación de órgano de donante vivo (DV), el número de TR 

realizados es minoritario comparado con el DC. Este número ha ido aumentando 

paulatinamente a lo largo de los años, en concordancia con una mejor seguridad de 

los procesos quirúrgicos y con la adaptación legislativa al respecto (Figura 1B). En el 

caso del DV, el perfil más común de donante es el de mujer (64%) de una media de 
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edad de 52 años y generalmente es pariente (52.6%) o pareja del receptor (29.3%) 

(http://vivorenal.ont.es ). 

1.1.1.3. Supervivencia post-trasplante renal 

Los principales factores que afectan a la supervivencia del paciente 

trasplantado están relacionados con la edad, tanto del receptor como del donante, la 

patología previa del receptor y la lesión producida durante el proceso de isquemia-

reperfusión (Ojo et al. 1994; Nogueira et al. 2010; Sapir-Pichhadze, Young, and 

Joseph Kim 2013; Hattori et al. 2014; Wong et al. 2017).  

En relación a la supervivencia del injerto y del receptor, ya en los inicios de los 

años 90 se describió que los pacientes trasplantados con donantes considerados no 

óptimos tienen una mayor tasa de supervivencia que aquellos que continúan en 

terapia sustitutiva (Port et al. 1993; Schnuelle et al. 1998). Posteriormente diversos 

estudios han apoyado estos hallazgos. En 2001, Ojo et al describieron que en los 

pacientes trasplantados con órganos de DCCE se detectaba una menor tasa de 

muerte (4.7% vs 6.3%) y una mayor supervivencia que los pacientes en lista de espera 

(20,4 años vs 15,3 años); sin embargo ambos parámetros eran peores comparados 

con los pacientes trasplantados de donantes no DCCE (3,3%, 28,7 años) (Ojo et al. 

2001). Recientemente se ha detectado que el riesgo de mortalidad de los receptores 

de donantes de edad avanzada (>75 años) es aún menor que la de aquellos pacientes 

que permanecen en terapia sustitutiva (Pérez-Sáez et al. 2016), confirmando la 

utilidad del TR a partir de donantes DCCE. 

1.1.2. Monitorización de la función renal 

A pesar de los múltiples avances en el campo de la investigación biomédica, 

actualmente, la función renal se continúa monitorizando esencialmente de forma 

indirecta, a través de la detección de diferentes metabolitos en el suero o la orina de 

los pacientes. 

1.1.2.1. Creatinina sérica 

La creatinina es un producto de degradación de la creatina y fosfocreatina, y se 

produce, principalmente, en el musculo esquelético. Al no estar unida a proteína, se 

distribuye libremente y de forma homogénea en el volumen de agua corporal. La 

creatinina se filtra libremente en el glomérulo y, tan solo una pequeña cantidad (10-

20%), es secretada por los túbulos renales.  

Los niveles de creatinina en suero (CrSrm) dependen de la producción, la 

hidratación del individuo y la tasa de excreción, aunque también están condicionados 

por la edad, sexo, etnia y dieta (Mayersohn, Conrad, and Achari 1983; Williamson and 

http://vivorenal.ont.es/
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New 2014). La alteración de los niveles de CrSrm puede darse por motivos 

fisiológicos, p.e el ejercicio de alta intensidad (Amorim et al. 2014) o patológicos, que 

pueden -o no-, estar asociados a daño renal; p.e las miopatías, la cirrosis o la 

hipoperfusión del riñón, pueden aumentar los niveles de CrSrm sin que exista daño 

renal. 

1.1.2.2. Tasa de filtración glomerular 

La tasa de filtración glomerular (TFG) se estima utilizando una molécula que 

filtre libremente y que no sea ni secretada ni reabsorbida por el sistema túbulo-renal. 

La TFG depende de la permeabilidad y superficie de la membrana de filtración, de la 

presión en las arteriolas aferentes y de la presión oncótica e hidrostática. La CrSrm es 

la sustancia endógena más utilizada para su cálculo. 

El aclaramiento de la creatinina se calcula a partir de la concentración de 

CrSrm y de su excreción en orina de 24H. Este método de aproximación a la TFG 

presenta una serie de limitaciones, como la sobreestimación en individuos sanos 

debido a la excreción en el túbulo renal, los inconvenientes de la recogida de la orina 

de 24H y el problema añadido en los laboratorios de manejar los volúmenes de 24H 

(explicación de la recogida, interrogatorio sobre la recogida, homogeneización, 

anotación del volumen y alicuotado de la muestra).  

Durante la segunda mitad del siglo XX, se han desarrollado varias ecuaciones 

predictivas basadas en la CrSrm, la edad, el sexo y el peso; por lo que se ha 

generalizado el uso de la TFG estimada (eTFG), evitando medidas en orina de 24H. 

Sin embargo, esta descrito que esta ecuación sobreestima la TFG dado que no tiene 

en cuenta la secreción tubular de creatinina (Traynor et al. 2006; L. A. Stevens et al. 

2006). 

En 1999 se desarrolló una nueva ecuación (eTFG- MDRD; Modification of Diet 

in Renal Disease) adaptada a pacientes con enfermedad renal crónica en restricción 

de dieta proteica y control estricto de la presión arterial (A S Levey et al. 1999). Esta 

ecuación excluye factores como el peso, reduciendo el error asociado, e incluye la 

etnia. Esta ecuación ha sido una de las más utilizadas y recomendadas por las 

sociedades de nefrología, hasta que en el año 2009 surge una nueva ecuación 

llamada CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) (Andrew S 

Levey et al. 2009). Esta ecuación fue calculada en base a un estudio con más de 8000 

pacientes e incluye variaciones de la ecuación en función del sexo, la etnia y el valor 

de CrSrm. La ecuación CKD-EPI no infra-estima la TFG en valores bajos por lo que 

discrimina mejor los pacientes en estadios avanzados de ERC (estadios 3, 4 y 5) 
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(Andrew S Levey et al. 2009; Montañes R 2010; O’Callaghan, Shine, and Lasserson 

2011).  

En cuanto al uso de la ecuación CKD-EPI en pacientes post-TR, estudios 

recientes apoyan el uso de esta ecuación especialmente en pacientes jóvenes (<65 

años) y mujeres, dado que no infravalora la TFG (Mombelli et al. 2016). 

Como se ha mencionado, la eTFG se estima utilizando la CrSrm, sin embargo 

la relación matemática entre ambos no es lineal, sino hiperbólica, por lo que la 

sensibilidad diagnóstica para la ERC es limitada. Algunas publicaciones con un amplio 

tamaño de muestra establecen que la eTFG debe reducirse hasta el 50% para poder 

detectarse aumentos en la CrSrm (Duncan et al. 2001; Steubl et al. 2016), lo cual 

afecta drásticamente a la sensibilidad de la prueba, especialmente en ancianos y 

niños (Swedko et al. 2003). 

A pesar del uso de la eTFG y de su relevancia en la clasificación de los 

pacientes con ERC, se continúa buscando una aproximación que mejore la 

clasificación de los pacientes de ERC, independientemente de la edad y el sexo, y que 

permita identificar estadios tempranos de insuficiencia renal cuando el daño aún no 

sea irreversible. 

1.1.2.3. Proteinuria  

Las proteínas presentes en la orina provienen del filtrado de proteínas 

plasmáticas a través del glomérulo y de la producción en el epitelio tubular (p.e 

uromodulina o proteína de Tamm-Horsfall). La cantidad de proteína fisiológicamente 

presente en la orina varía entre 40 y 80 mg al día, siendo la albúmina la principal 

proteína filtrada y la proteína de Tamm-Horsfall (THP) la principal proteína secretada. 

Sin embargo la eliminación fisiológica de proteína depende de diversos factores tales 

como el grado de hidratación, la actividad física, la dieta y el estrés. Además, la fiebre, 

el ejercicio de alta intensidad o las infecciones de orina pueden producir una elevación 

transitoria de la proteinuria. 

El termino proteinuria se utiliza de manera inespecífica para definir la presencia 

de proteína total por encima de 150mg en orina de 24 horas. De nuevo, el 

procedimiento de recogida de orina de 24 horas es incómodo y laborioso para el 

paciente, por lo que este, normalmente, realiza una recogida parcial de la orina. Si la 

TFG es estable, la excreción de proteína y creatinina es constante, por lo que el ratio 

proteína/creatinina o albúmina/creatinina en una muestra de orina esporádica es útil 

en la práctica clínica, ya que esta medida aislada correlaciona con la proteinuria de 24 

H (Ginsberg et al. 1983; Zelmanovitz et al. 1997; Viswanathan and Upadhyay 2011). 
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Además, la recolección de la muestra esporádica es rápida y cómoda tanto para el 

paciente como para el laboratorio.  

1.1.2.4. Albuminuria 

La filtración glomerular de albúmina es mínima en condiciones fisiológicas. En 

individuos sanos hay una pérdida fisiológica inferior a 30 mg/24H (Woodward M, Levey 

AS; De Jong PE, Coresh J et al. 2010). 

La presencia de micro-albuminuria (30-300 mg/24H) es una manifestación 

temprana de ERC provocada por patologías como la diabetes o la hipertensión, y se 

asocia con un mayor riesgo de progresión de la ERC, enfermedad cardiovascular y 

mortalidad. La cuantificación de la albuminuria es esencial, ya que la presencia de 

disfunción renal en combinación con la presencia de macro-albuminuria (>300 

mg/24H) es un factor de riesgo para la evolución de la disfunción a una insuficiencia 

renal terminal (Hallan and Stevens 2010).  

Actualmente, el grupo de trabajo del KDIGO (Kidney Disease Improving Global 

Outcomes) propone utilizar la eTFG y la albuminuria para clasificar el estadio de la 

ERC (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Clasificación y pronóstico de la enfermedad renal crónica KDIGO 2012 

Clasificación y pronóstico de progresión de la enfermedad renal crónica en base a la 
tasa de filtración glomerular estimada y la albuminuria, según las recomendaciones del KDIGO 
(Martínez-Castelao et al. 2014). Los colores representan el riesgo relativo de desarrollo de 
enfermedad renal, siendo el verde el riesgo mínimo, el amarillo riesgo moderado, naranja alto 
riesgo y el rojo muy alto riesgo. 
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1.1.2.5. Nuevos marcadores indirectos en la monitorización de la función 

renal 

Las limitaciones indicadas inherentes a los BM mencionados han llevado a la 

continua investigación de potenciales marcadores de función renal. Algunos de estos 

marcadores, aunque son prometedores, no están instaurados en la práctica clínica por 

diferentes motivos. Los BM más estudiados y sus principales características se 

resumen en la Tabla 1. 

 
CisC NGAL THP 

Función 
Inhibidor de 
proteasas 

Anti-bacteriana, 
regulación del 
metabolismo 

del hierro 

Antibacteriana, 
Regulación de la 
presión osmótica 

Metabolismo 
Se filtra y reabsorbe 

por el riñón 
Producción 

renal Producción renal 

Muestra Orina Orina, suero Suero 

Ventajas 
Independiente de la 
masa muscular y la 

dieta 

Predice DRA y 
FRI 

Detección 
precoz de ERC  

Inconvenientes 
Similar a 
la CrSrm 

Similar a 
la CrSrm 

Estudios pre-
eliminares 

Uso en la práctica 
clínica 

Controvertido No No 

Referencias 

(Inker and Okparavero 
2011; Ferguson, 

Komenda, and Tangri 
2015; Grubb 2017; 
Canney et al. 2018) 

(Mishra et al. 
2005; Bacci et 

al. 2017) 

(Steubl et al. 
2016; 

Scherberich et 
al. 2017) 

 
Tabla 1: Resumen de los nuevos biomarcadores en la monitorización de la función renal 

CisC: Cistatina C, NGAL: Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrófilos, THP: Proteína de 
Tamm-Horsfall, CrSrm: Creatinina sérica, DRA: Daño renal agudo, FRI: función retardada del 
injerto, ERC: Enfermedad renal crónica. 

1.1.2.6. Biopsia Renal 

Los BM de función renal permiten, hasta cierto punto, evidenciar alteraciones 

de la función renal, aunque no hacen un diagnóstico preciso del proceso patológico. 

La biopsia renal (BR) es el único procedimiento disponible para el diagnóstico de la 

enfermedad renal. La BR es un análisis directo del riñón y, actualmente, continúa 

siendo indispensable en el estudio y diagnóstico de múltiples patologías renales. Las 

guías de la sociedad española de nefrología indican que las alteraciones urinarias (p.e 

hematuria o micro-hematuria), insuficiencia renal aguda no filiada, insuficiencia renal 

crónica, proteinuria superior a 1 gr/24H, síndrome nefrótico, síndrome nefrítico y 

hematuria macroscópica recidivante son criterios suficientes para realizar una BR 
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(Gainza and Fernando 2007). Además, en referencia al TR, es recomendable evaluar 

el estado del riñón en los DCCE mediante BR (Randhawa 2001). Sin embargo, no 

existen unos criterios histopatológicos para la evaluación de estas biopsias (C. J. 

Wang et al. 2015). Actualmente los resultados de la BR preimplantacional se centran 

más en aportar datos que predigan la evolución del TR que en el rechazo del órgano 

en sí mismo (Tavares Da Silva et al. 2014; Liapis et al. 2017). 

Aunque, actualmente la mayoría de BR se realizan mediante una punción 

guiada por ultrasonido (Kitterer et al. 2015), esta prueba no está exenta de los riesgos 

típicos de un procedimiento invasivo (sangrado, infección, fístulas…) y está 

contraindicada en algunos pacientes de edad avanzada (Volpe, Terrone, and Scarpa 

2009; Tapia-Canelas et al. 2014). 

Hasta 1991 la interpretación de la biopsia y su informe dependían de la visión 

subjetiva del patólogo. En ese año se propusieron unos criterios estandarizados para 

la interpretación y valoración de la BR en el paciente trasplantado, con el objetivo de 

crear un esquema de análisis que fuera aplicado a escala mundial (criterios Banff) 

(Kim Solez et al. 1993). Estos criterios se basan en calcular un “score” de calidad de la 

biopsia basado en el número de glomérulos, el tipo de tinciones y número de cortes 

que debían estudiarse. Los criterios Banff fueron evaluados por grupos independientes 

demostrando su reproducibilidad inter e intraobservador y su capacidad de reflejar el 

estado clínico del paciente (Dooper et al. 1995; Marcussen et al. 1995; Dittmer, Zwi, 

and Collins 1995; Gough et al. 2002). Lejos de ser unas recomendaciones estáticas, 

los criterios Banff han sido modificados y mejorados para adaptarse a las necesidades 

de la práctica clínica (Racusen et al. 1999; Veronese and Gonc 1999; Dean et al. 

1999), incluyendo las nuevas técnicas analíticas (inmunohistoquímica, biología 

molecular…) (Racusen, Halloran, and Solez 2004; Benfield 2006; K. Solez et al. 2008; 

Mengel et al. 2013). La última actualización de los criterios Banff es del año 2017, e 

incluye una lista de genes relacionados con el riñón, además de las modificaciones a 

los criterios originales (Haas et al. 2017).  

Si bien es cierto que actualmente, junto con los criterios Banff, se determinan 

datos más objetivos como la presencia de depósitos de C4d, o datos independientes 

de la BR como la presencia de Ac anti-HLA específicos del donante. Sin embargo, la 

evaluación de la BR se basa en la interpretación subjetiva del observador respecto a 

las lesiones glomerulares, vasculares, intersticiales y tubulares de la muestra que 

recibe. 

En la búsqueda de criterios objetivos y nuevos BM que permitan mejorar la 

clasificación Banff se ha comenzado a estudiar la expresión génica en la BR. Los 

estudios planteados inicialmente eran capaces de correlacionar la variación en la 
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eTFG con los tránscritos asociados a inflamación y la baja eTFG con un aumento de 

los tránscritos asociados al daño tisular. (Bunnag et al. 2009). Actualmente, existen 

algunos arrays comerciales que han permitido definir diferentes fenotipos moleculares 

en la BR (Liapis and Gaut 2013; P. F. Halloran, Famulski, and Reeve 2015; P. 

Halloran, Famulski, and Reeve 2016). La mayor ventaja de la BR molecular es la 

capacidad de describir diferencias en la expresión de genes relacionados con la 

inflamación y el sistema inmune que indicarían un riesgo de disfunción del injerto, 

incluso cuando los cambios en la BR son inespecíficos (Hrubá et al. 2015). 

Aunque la BR continua siendo la técnica de referencia en el diagnóstico de la 

enfermedad renal, tiene una serie de limitaciones ampliamente conocidas y descritas. 

En primer lugar, la BR es una muestra puntual y sesgada, que en ningún caso ofrece 

la seguridad de que la muestra obtenida sea representativa. En segundo lugar, la 

interpretación es subjetiva (Azancot et al. 2014). En 2008, se analizó la variabilidad 

aportada por el punto de recogida de la BR (polo superior e inferior del riñón) y se 

concluyó que la variabilidad aportada por el sitio de extracción de la muestra es mayor 

incluso a aquella debida al patólogo (Piovesan et al. 2008). Por tanto, a la variabilidad 

propia del anatomo-patólogo se le suma la posibilidad de que la muestra obtenida no 

sea representativa del órgano (Dhaun et al. 2014). Finalmente, y no menos relevante, 

la invasividad del procedimiento desaconseja la repetición del mismo, Por todo ello, la 

búsqueda de alternativas a la BR sigue siendo un campo de interés en investigación. 
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1.2. Vesículas extracelulares 

A principios de la década de los 80 dos grupos independientes describen las 

primeras vesículas extracelulares (VE), los exosomas (EX). (Harding and Stahl 1983; 

Pan et al. 1985). Ambos grupos describieron unas vesículas que formaban parte del 

proceso de maduración de los reticulocitos, como un mecanismo independiente de los 

lisosomas, para la degradación y reciclaje de proteínas. No fue hasta diez años más 

tarde, cuando se describió como los linfocitos B secretaban vesículas con función 

presentadora de antígeno (Raposo et al. 1996). Desde entonces numerosos estudios 

han demostrado la existencia de diferentes tipos de VE secretadas por todos los tipos 

celulares estudiados, y por lo tanto, pueden encontrarse en los fluidos biológicos como 

orina, plasma, líquido peritoneal y exudados, entre otros (Lässer et al. 2011; Gamez-

Valero et al. 2015). 

1.2.1. Clasificación de las Vesículas extracelulares 

El termino VE engloba cualquier vesícula producida por la célula. Originalmente 

se utilizaba el término EX para referirse a cualquier tipo de VEs. Sin embargo, la 

diversidad en los tipos de VEs descritas y en los métodos de aislamiento ha llevado a 

que se generalice el término vesícula extracelular, detallando el método de aislamiento 

y una combinación de marcadores para definir el tipo concreto de VEs 

(Recomendación de la Sociedad Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV)) 

(Lötvall et al. 2014). 

Actualmente, se diferencian tres tipos de VEs: EX, microvesículas y cuerpos 

apoptóticos. Estas vesículas difieren en varios aspectos, tales como su tamaño y 

composición (Cocucci, Racchetti, and Meldolesi 2009; Raposo and Stoorvogel 2013; 

Akers et al. 2013). 

Los cuerpos apoptóticos son aquellas VEs que se liberan de la célula como 

consecuencia del mecanismo de muerte celular programada; su tamaño es muy 

variable (1-5 µm), y entre sus marcadores se encuentra el DNA, las histonas y otras 

proteínas nucleares (György et al. 2011). 

Las microvesículas o partículas de membrana se originan por evaginación de 

la membrana plasmática. El rango de tamaño de las microvesículas es muy amplio y 

oscila entre los 100 y 1000 nm. Su mecanismo de formación no está bien definido, 

pero se cree que los diferentes estímulos que recibe la célula llevan a una 

reorganización de los lípidos de la membrana plasmática permitiendo su evaginación.  

Finalmente, los Exosomas, son bicapas lipídicas de entre 30-200 nm de 

diámetro, generados por invaginación de la membrana de los cuerpos multivesiculares 
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(MVB). Los EX son secretados fisiológicamente al medio extracelular. Recientemente, 

se han descrito algunos de los mecanismos específicos de carga de moléculas como 

los miRNAs y las proteínas, por lo que su contenido es un reflejo de una situación 

celular determinada. 

1.2.2. Biogénesis y secreción de las Vesículas extracelulares  

El mecanismo de formación de los EXs, y otras VEs, aún no ha sido 

completamente desentrañado; no obstante, en los últimos quince años se han 

realizado grandes avances en la comprensión de su biogénesis. La composición de 

los EXs inicialmente descrita hacía sospechar que el sistema endosomal celular debía 

jugar un papel crucial en su formación, sin embargo los datos de los que se disponían 

estaban limitados a los estudios realizados en las células del sistema inmune (Escola 

et al. 1998; C Théry et al. 2001; C Théry, Zitvogel, and Amigorena 2002). 

 

Formación de los cuerpos multivesiculares  

El sistema endocítico celular está formado por un conjunto de compartimentos 

membranosos muy dinámicos que se encargan de gestionar los receptores y sus 

ligandos de membrana, reciclarlos y degradarlos (van der Vlist et al. 2012; 

Klumperman 2014). Durante este proceso en el interior del endosoma se acumulan 

vesículas formadas por invaginación de su membrana, las vesículas intraluminales 

(ILVs). De esta forma la orientación de la membrana de estas vesículas es idéntica a 

la de la membrana plasmática y en el interior encontramos una pequeña fracción del 

citoplasma (Cl Théry, Zitvogel, and Amigorena 2002). El endosoma conteniendo las 

ILVs se denomina cuerpo multivesicular (MVB).  

Se han descrito dos vías principales de formación de ILVs: el mecanismo 

dependiente de ESCRT y el independiente de ESCRT (Figura 3). 

El mecanismo más conocido en la formación de vesículas está dirigido por el 

complejo de sorting endosomal (ESCRT). Este mecanismo es dependiente de mono-

ubiquitinación y clatrina (Katzmann, Babst, and Emr 2001; Colombo, Raposo, and 

Théry 2014). El complejo ESCRT consta de cuatro subtipos (0, I, II y III) que se 

asocian con múltiples proteínas como VPS4, VTA1 o ALIX para controlar desde la 

invaginación de la membrana a la escisión final de la VE (Henne, Buchkovich, and Emr 

2011; Colombo, Raposo, and Théry 2014).  

La presencia de VEs en ensayos de inhibición de la vía ESCRT demostró la 

existencia de una vía de formación de ILVs independiente de ESCRT. Diversos 

estudios demuestran que esta vía esta vinculada a las ceramidas y por tanto es 
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dependiente de los rafts lipídicos y los microdominios ricos en tetraspaninas (Trajkovic 

et al. 2008; Marsh and Meer 2008; Stuffers et al. 2009; Perez-Hernandez et al. 2013). 

 

 

Figura 3: Biogénesis de las Vesículas extracelulares (Exosomas) 

Esquema de las dos vías de formación de Exosomas. A la derecha la vía dependiente 
de ESCRT que muestra el reclutamiento de los diferentes partes del complejo ESCRT y a la 
izquierda la vía independiente de ESCRT en la cual están implicadas las ceramidas, las 
tetraspaninas y la sintenina. Ilustración de (van Niel, D’Angelo, and Raposo 2018) 

 
Secreción de las Vesículas extracelulares 

Una vez formados los MVB, estos pueden fusionarse con los lisosomas, 

compartimentos ácidos que contienen múltiples hidrolasas que degradan su contenido 

o bien redirigirse y fusionarse con la membrana plasmática para liberar las ILVs al 

medio extracelular (Keller et al. 2006; Van Niel et al. 2006). Aunque estos mecanismos 

son parcialmente desconocidos, se ha descrito en dos líneas celulares diferentes que 

el calcio juega un papel fundamental la secreción de las VEs (Savina et al. 2003; 

Krämer-Albers et al. 2007). 

1.2.3. Composición de las Vesículas extracelulares 

La composición de las VEs puede alterarse o modificarse en función del 

metabolismo celular, y por ello su potencial uso en terapia y diagnóstico ha despertado 

un gran interés, así como la caracterización de su composición molecular. Sin 

embargo, la falta de un método “gold-estándar” para su aislamiento y la falta de 

marcadores universales específicos dificultan la caracterización y estudio de las VEs. 

Aunque se han llevado a cabo múltiples esfuerzos por identificar combinaciones de 

moléculas específicas de VEs, actualmente no se han descrito marcadores universales 

específicos de VEs (Hoorn et al. 2005; Cheng et al. 2013; Kowal et al. 2016). 

Con el fin de homogeneizar los criterios de caracterización de VEs la Sociedad 

Internacional para las Vesículas Extracelulares (ISEV) ha publicado los requerimientos 



 

25 
 

experimentales mínimos y una composición aproximada de las VEs (Lötvall et al. 

2014; Witwer et al. 2017). Además, existen diversas bases de datos públicas donde se 

puede encontrar información sobre el contenido de las vesículas extracelulares: 

Exocarta (www.exocarta.org) (Mathivanan and Simpson 2009; Keerthikumar et al. 

2015), Vesiclepedia (www.microvesicles.org) (Kalra et al. 2012) y EVpedia 

(www.evpedia.info) (Kim et al. 2013, 2015). Finalmente, en un esfuerzo por centralizar 

y analizar los estudios realizados en un campo en constante crecimiento, se ha creado 

una base de datos online, EV-TACK (http://evtrack.org), que analiza diferentes 

parámetros metodológicos de los estudios para clasificarlos y asigna un score (EV-

METRIC) a cada estudio según los datos aportados sobre la caracterización de las 

EVs (Van Deun et al. 2017). 

1.2.3.1. Composición proteica  

El descubrimiento de la señal específica de carga de las proteínas en los EXs, 

confirmó la relevancia del estudio del contenido exosomal. Actualmente, está descrito 

que la mono-ubiquitinación de las proteínas en dominios específicos es la señal de 

carga en los IVLs (Katzmann, Babst, and Emr 2001; Perez-Hernandez et al. 2013). 

Debido a su origen los EXs poseen pocas o ninguna proteína relacionada con 

el núcleo (p.e histonas, nucleosoma), el retículo endoplasmático, el aparato de Golgi, 

los lisosomas (p.e LAMP) o la mitocondria (Lötvall et al. 2014). En cambio, los EXs 

están enriquecidos en proteínas del complejo ESCRT como VPS4, VTA1, ALIX, 

TSG101 y tetraspaninas (CD63, CD9; CD81…), así como en proteínas relacionadas 

con el tráfico celular como componentes del citoesqueleto (tubulina, actina…), el 

tráfico de membrana (Anexina, GTPasas, heterotrímeros G), y otras moléculas como 

las proteínas de choque térmico (hsp), Ezrina, sintenina o HLA I entre otras (Pisitkun, 

Shen, and Knepper 2004; Hoorn et al. 2005; Z. Wang et al. 2012; Greening et al. 

2017). 

En las VEs de orina (oVEs), se ha descrito la presencia de proteínas de todo el 

aparato urinario, desde el podocito hasta la vejiga. En la Figura 4 se muestran las 

proteínas del tracto urinario detectadas en oVEs según su origen (Pisitkun, Shen, and 

Knepper 2004; Gonzales et al. 2009). 

http://www.exocarta.org/
http://www.microvesicles.org/
http://www.evpedia.info/
http://evtrack.org/
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Figura 4: Representación esquemática de las proteínas del tracto urinario detectadas en 
oVEs.  

Podocito: LGALS1: lectina unidora de galactosidasa 1, HSPG2: Proteoglicano de heparan 
sulfato 2; Túbulo contorneado distal: SLC2A3: familia transportadora de solutos 2; NCC: 
Cotranspotador Sodio-cloruro; Túbulo contorneado proximal: AQ-1: Acuaporina 1, CA4: 
Anhidrasa carbónica 4, CLCNS: Familia de trasportadores de cloruro, SLCA3: familia 
transportadora de solutos 3, MME: metaloendopeptidasa de membrana; Asa de Henle: UM: 
Uromodulina o Proteína de Tamm-Horsfall, bDKRB1: Receptor B1 de la bradiquinina, CALCR: 
Receptor de la calcitonina, SLC2A1: familia transportadora de solutos 2, NKCC: 
Cotransportador Na+/K+/2Cl-; Tubo colector: AQP2: acuaporina 2, SLC12A1; Cotransportador 2 
sodio potasio cloruro; Vejiga: LASS2: Sintetasa de ceramidas 2, GALNT1: N-
acetilgalactosamintransferasa. Adaptado de (Gamez-Valero et al. 2015) 

1.2.3.2. Composición lipídica 

Existe una serie limitada de estudios sobre la composición lipídica de la 

membrana exosomal. No obstante, tres estudios diferentes coinciden en que los EXs 

están enriquecidos en colesterol, esfingomielina, glicoesfingolípidos y fosfatidilserina, 

mientras que se encuentran empobrecidos en fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina 

(Lauglanier et al. 2004; Llorente et al. 2013; Haraszti et al. 2016). Por otra parte, 

diferentes orígenes celulares pueden ocasionar diferencias en la composición lipídica 

de los EXs, tal y como se ha demostrado en diferentes líneas celulares (Haraszti et al. 

2016). 

Además de la composición lipídica, estos estudios aportan otros datos 

relevantes sobre la membrana de los EXs que deberían ser estudiados en profundidad 
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por ejemplo la rigidez de su membrana a pH neutro, la distribución no asimétrica de la 

fosfatidiletanolamina (Lauglanier et al. 2004) o el ratio lípido/proteína aumentado 

respecto la membrana plasmática (Llorente et al. 2013). 

1.2.3.3. Material genético 

La descripción de RNA en los EXs y su capacidad de transferir este material a 

las células adyacentes abrió una cantidad infinita de posibilidades en diagnóstico, 

regulación y terapia. De una forma similar a las proteínas, el contenido de miRNAs de 

los EXs comenzó a verse como una representación del contenido celular, en muchos 

casos inaccesible por otras metodologías (Valadi et al. 2007). Este pensamiento se vio 

reforzado por la demostración de que la mayoría de miRNAs extracelulares en suero y 

saliva se encontraban dentro de los EXs (Gallo et al. 2012).  

En cuanto al cargo del RNA en los EXs, se ha descrito un dominio EXO 

(GGAG), que unido a la ribonucleoproteina A2B1 sumoilada, media el transporte de 

los miRNAs a los EXs (Villarroya-Beltri et al. 2013). Por otro lado, se ha descrito que 

los mRNAs presentes en EXs están enriquecidos en la secuencia CTGCC en la región 

3’-UTRs (Bolukbasi et al. 2012; Batagov and Kurochkin 2013).  

También, se ha descrito la presencia de DNA genómico en VEs de algunas 

líneas celulares y en plasma de donantes y pacientes con procesos neoplásicos 

(Lázaro-Ibáñez et al. 2014; Shi et al. 2017; Yang et al. 2017; Fernando et al. 2017). 

Estos hallazgos han sido cuestionados en diversos foros por temas metodológicos y la 

concepción general es que el DNA asociado a vesículas se encuentra adherido y no 

contenido en las mismas. Hasta el momento no se ha demostrado la presencia de 

DNA en las oVEs. 

En la Figura 5 se representa la composición básica general de los EXs, 

incluyendo las proteínas, los lípidos y el contenido de RNAs. 

 

 

Figura 5: Representación esquemática de la composición típica de un exosoma.  

Ilustración de (Choi et al. 2015) 
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1.2.4. Métodos de aislamiento de las vesículas extracelulares 

Los fluidos biológicos son una mezcla compleja de proteínas, material genético 

y restos celulares. Esta complejidad es un obstáculo en el estudio del contenido de las 

VEs. La preparación de las muestras antes de la extracción de las VEs es 

fundamental, especialmente en el caso de la orina que por definición es un fluido de 

desecho. Los estudios realizados hasta ahora revelan la importancia de inhibir las 

proteasas presentes en la orina una vez obtenida la muestra (H Zhou et al. 2006; 

Witwer et al. 2013). Además, debe evitarse la presencia de contaminantes naturales 

como la flora bacteriana (H Zhou et al. 2006; Jacquillet et al. 2013). 

Es conveniente recordar que en la orina se excreta fisiológicamente la proteína 

de Tamm-Horsfall (THP). Tanto la THP como otras proteínas (por ejemplo la albúmina) 

pueden incrementar su excreción en condiciones patológicas e interferir en el 

aislamiento de VEs y en la identificación de posibles BM. Por lo tanto, es 

recomendable empobrecer la muestra de estas proteínas antes de comenzar el 

aislamiento de VEs (Merchant et al. 2010; Witwer et al. 2013). Actualmente existen 

tres métodos para reducir la presencia de THP en las muestras de VEs. El tratamiento 

más extendido es el uso de ditiotreitol (DTT) (Fernandez-Llama et al. 2010); aunque 

existe una alternativa el 3-[(3-cholamidopropil) dimetilamonio]- 1-propanosulfónico o 

CHAPS, un detergente que solubiliza la THP. La principal ventaja del CHAPS es la 

preservación de la conformación tridimensional de las proteínas y, por tanto, de la 

actividad enzimática (Musante et al. 2012). El último método descrito consiste en la 

dilución de la muestra de orina en una solución tampón alcalina y con baja 

concentración de iones (KeepEX), este método, además de ser menos el menos 

laborioso de los propuestos, aumenta el rendimiento de la extracción posterior (Puhka 

et al. 2017). 

1.2.4.1. Ultracentrifugación  

La ultracentrifugación (UC) fue el primer método utilizado para el aislamiento de 

VEs (Harding and Stahl 1983; Pan et al. 1985) y, desde entonces, ha sido la técnica 

más utilizada, independientemente del origen de la muestra. La mayoría de estudios 

realizan una UC diferencial en dos pasos; primero una centrifugación a baja velocidad 

(10.000-17.000g), para eliminar los restos celulares y posteriormente una segunda 

centrifugación a alta velocidad, entre 100.000-200.000 g, para precipitar las VEs.  

En algunas patologías se da una pérdida masiva de proteína en la orina. Estas 

proteínas y sus agregados pueden contaminar fácilmente las preparaciones de VEs 

por co-precipitación. Con el objetivo de aumentar la pureza de estas preparaciones se 

realiza una UC adicional en gradiente de sacarosa (Raj et al. 2012). Con intención de 
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sustituir al clásico gradiente de sacarosa, han aparecido otros gradientes comerciales 

como el bromuro de potasio o de Iodoxanol (OptiprepTM). Estos gradientes comerciales 

también han demostrado ser eficaces en la obtención de VEs de plasma, reduciendo 

los contaminantes proteicos, aunque mantienen la contaminación por lipoproteínas 

(Yuana et al. 2014; Van Deun et al. 2014). 

La UC sigue siendo la técnica de referencia en la investigación básica, aunque 

tiene importantes inconvenientes como la poca aplicabilidad en la práctica clínica, la 

dependencia del operador, la falta de un protocolo universal, el equipamiento costoso 

y el bajo rendimiento de la técnica (Cvjetkovic, Lötvall, and Lässer 2014; Musante et al. 

2017). 

1.2.4.2. Ultrafiltración 

La filtración consiste en separar los componentes de una muestra mediante 

una nanomembrana de poro conocido mediante centrifugaciones cortas a baja 

velocidad. Este método evita la UC y es muy útil en muestras con muy poco volumen 

(p.e líquido cefalorraquídeo). El rendimiento de la técnica es bajo y se ha demostrado 

la presencia de contaminantes proteicos (p.e albúmina) en las preparación de VEs 

(Rood et al. 2010). Además, la adherencia de algunas proteínas a la nanomembrana y 

la alta retención de proteína son importantes desventajas, especialmente en pacientes 

con proteinuria. Aunque existen otras opciones como la filtración con membranas de 

baja retención de proteína (Merchant et al. 2010) el uso de esta técnica aislada no 

está extendida entre la comunidad científica. 

1.2.4.3. Métodos basados en afinidad: Anticuerpos y péptidos  

El uso de diversas moléculas (anticuerpos o péptidos) con afinidad por las 

proteínas de superficies presentes en las VEs en el aislamiento de VEs ha irrumpido 

con fuerza, ya que tan solo requieren de una incubación y centrifugación a baja 

velocidad para recuperar o concentrar las VEs (Kalra et al. 2013; D. Wang and Sun 

2014; He et al. 2014; Salih et al. 2016; Bijnsdorp et al. 2017; Wan et al. 2017).  

Sin embargo, la falta de un marcador universal de VEs hace que estos 

métodos sesguen las VEs aisladas y también co-aíslen lipoproteínas y cuerpos 

apoptóticos. 

1.2.4.4. Agentes agregantes 

En los últimos años se han introducido en el mercado varios agentes 

agregantes como ExoQuick-TCTM, PROSPR y polietilenglicol (PEG), entre otros. Estos 

métodos agregan las VEs para después recuperarlas mediante una centrifugación a 

baja velocidad.  
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 La gran ventaja de estos métodos es su rapidez, su aplicabilidad fuera del 

laboratorio de investigación y el bajo grado de dependencia del operador (Schageman 

et al. 2013; Gallart-Palau et al. 2015). No obstante, estos agentes aíslan mezclas 

complejas de VEs y contaminantes proteicos (M. L. Alvarez et al. 2012; Gámez-Valero 

et al. 2016). Además, los métodos de precipitación no evitan el uso de un pre-

tratamiento que elimine las VEs de gran tamaño y agregados proteicos, que de otra 

forma co-precipitarían con las VEs (Witwer et al. 2013; Salih, Zietse, and Hoorn 2014; 

Van Deun et al. 2014). 

1.2.4.5. Diálisis 

La diálisis también se ha utilizado en el aislamiento de VEs, demostrando que 

es un método eficiente para retirar contaminantes de las muestras de orina y aislar las 

oVEs. Esta técnica además de obtener oVEs libres de contaminantes permitiría 

manejar grandes volúmenes de muestra (1L) (Musante, Tataruch, and Holthofer 2014). 

1.2.4.6. Cromatografía de exclusión por tamaño 

La cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) o filtración en gel se ha 

utilizado para fraccionar mezclas biológicas complejas y aislar VEs excluyendo los 

principales contaminantes. Esta metodología se ha utilizado tanto combinada con la 

UC para optimizar la pureza de las oVE (Rood et al. 2010; Muller et al. 2014), como 

sola para aislar EXs de plasma sin contaminación proteica. (Böing et al. 2014). 

Además, los últimos estudios han demostrado que las VEs aisladas mediante SEC 

mantienen su estructura y funcionalidad (Nordin et al. 2015; Gámez-Valero et al. 2016; 

Mol et al. 2017).  

La metodología SEC ha demostrado múltiples ventajas respecto al resto de 

técnicas. Por un lado, presenta un mayor rendimiento que las técnicas clásicas, menor 

presencia de contaminantes y mantiene las propiedades de las VEs. Y por otro lado, 

es técnicamente sencilla, elimina el sesgo del operador y es automatizable. 

1.2.4.7. Métodos basados en la microfluídica 

Dada la relevancia clínica de las VE se han desarrollado diversos métodos 

basados en la microfluídica para el aislamiento, detección y análisis de las VEs de los 

fluidos biológicos (Kanwar et al. 2014; Santana et al. 2014). En general, estos métodos 

pueden combinarse con anticuerpos, membranas o utilizar la viscosidad para aislar las 

VEs y, por tanto, presentan los mismos problemas que los métodos de afinidad o de 

filtración. 
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1.2.4.8. Estudios metodológicos comparativos  

Desde el descubrimiento de las VEs se han ido desarrollando diferentes 

tecnologías para el enriquecimiento de las muestras en VEs. Sin embargo, existe una 

falta de consenso y de estandarización en las técnicas de aislamiento que, se revela 

en las diferencias en los diferentes resultados obtenidos al comparar las VEs aisladas 

por diferentes técnicas (M. L. Alvarez et al. 2012; Royo, Diwan, et al. 2016). 

Inicialmente, algunos trabajos concluían que las técnicas de ultrafiltración son 

las más adecuadas para el aislamiento de VEs, en base a la cantidad de proteína, 

RNA o cantidad de VEs (M. L. Alvarez et al. 2012; Channavajjhalaa et al. 2014). No 

obstante, en los últimos estudios publicados la SEC está cobrando gran relevancia en 

el aislamiento de VEs de diferentes fluidos biológicos como por ejemplo el líquido 

sinovial (Foers et al. 2018), el plasma (Koh et al. 2018) o los cultivos celulares (Corso 

et al. 2017). La SEC ha demostrado ser una técnica reproducible y escalable que aísla 

VEs morfológicamente estables, funcionales y con reducida presencia de 

contaminantes (Nordin et al. 2015; Gámez-Valero et al. 2016; Mol et al. 2017). 

 En general, los múltiples estudios comparativos revelan que diferentes 

métodos enriquecen preferencialmente diferentes marcadores presentes en las VEs. 

Estos estudios sugieren que la variabilidad en la composición de las oVEs afectaría a 

los diferentes métodos de aislamiento (Royo, Zuñiga-Garcia, et al. 2016). Por ejemplo, 

el gradiente de densidad OPTIPREP presenta mayor presencia de los marcadores de 

VEs que otros métodos (UC, ExoQuick y TEI) y un perfil de RNA diferente; sin 

embargo también es el método en que menor cantidad de proteína total se detecta y 

menor cantidad de VEs. Estos resultados sugieren que OPTIPREP es capaz de 

enriquecer en VEs de gran pureza (Van Deun et al. 2014). Sin embargo en un estudio 

similar, otro grupo estudia las diferencias entre las metodologías. UC convencional, 

EXOQUICK, TEI, NORGEN y ST lectin. En este estudio el método NORGEN rinde 

mejores resultados y más reproducibles (Royo, Zuñiga-Garcia, et al. 2016). 

En general, está ampliamente demostrado que diferentes métodos de 

aislamiento obtienen perfiles diferentes de VEs, lo cual, unido a la diversidad de 

biofluidos existentes, explica los diferentes resultados reportados en los estudios 

(Mateescu et al. 2017). 



  

32 
 

1.3. Las vesículas extracelulares en el trasplante renal 

Como se ha mencionado en la primera parte, el TR puede realizarse con 

órganos provenientes de DV o DC, siendo la principal fuente de órganos los DCCE. 

Los principales factores de riesgo que afectan al éxito del TR son la edad, y la 

extensión de la lesión producida por la isquemia –reperfusión. Ambos factores están 

elevados en los DCCE y su relevancia en el éxito del TR está ampliamente 

demostrada (Cecka 2001; Hariharan et al. 2002; Guimarães et al. 2015). Sin embargo, 

existen otros factores en el éxito del TR, como el estado del riñón pre-TR, que son de 

difícil estudio con las pruebas exploratorias disponibles actualmente.  

La calidad del órgano pre-nefrectomía y post-nefrectomía se analiza mediante 

pruebas exploratorias no invasivas (ecografía, CrSrm, eTFG…) e invasivas (BR). De 

hecho, la BR pre-trasplante está recomendada en los DCCE, con todos los 

inconvenientes y limitaciones señalados en el apartado 1.1.2.6. Estas limitaciones, 

inherentes a la BR, han impulsado el avance de las oVEs como fuente de BM de daño 

renal agudo y crónico post-TR.  

1.3.1. Potenciales biomarcadores de daño renal descritos en las oVEs 

Dadas las limitaciones de la monitorización de la función renal, la investigación 

de BM en oVEs se ha visto incrementada sustancialmente. Algunas de las moléculas 

estudiadas, ya se habían asociado a daño renal agudo en suero u orina, como la 

proteína NGAL. Respecto a las oVEs, el aumento de los niveles de NGAL en los 

pacientes con función retardada del injerto sugiere que esta proteína podría ser un BM 

de daño renal y función retardada del injerto (S. Alvarez et al. 2013). No obstante, 

existen otros estudios en los que la proteína NGAL en oVEs no aporta información 

como BM de daño renal e incluso concluyen que los niveles de NGAL o IL-18 en orina 

total reflejan mejor las variaciones en la CrSrm post-TR (Peake et al. 2014).  

El estudio de BM en oVEs no debe centrarse solo en proteínas y RNAs ya 

descritos en orina total o suero. Por ejemplo, las oVEs CD133+ se han encontrado en 

menor proporción en pacientes de ERC en estadio V. Además, los niveles de oVE 

CD133+ en pacientes trasplantados eran menores que en donantes sanos, pero 

mayores que en pacientes con ERC. De esta forma, las oVE CD133+ podrían 

considerarse posibles BM de la función tubular y de la regeneración del tejido renal 

post-trasplante, ayudando a detectar el rechazo del injerto, el daño renal o la 

regeneración tisular incompleta (Dimuccio et al. 2014). 
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Otros estudios han relacionado proteínas presentes en las oVEs con rechazo 

agudo como el aumento de las proteínas CLCA1 o DEFA5 en oVEs (Sigdel et al. 

2015). o la presencia de oVEs CD3+ (Park et al. 2017)  

Una de las posibles causas de daño renal agudo es la lesión producida durante 

la isquemia-reperfusión. Durante la isquemia, la ausencia de nutrientes y oxígeno crea 

unas condiciones de hipoxia que promueven la formación de especies reactivas de 

oxígeno y la activación de la respuesta inflamatoria una vez el riego sanguíneo se ha 

restablecido. La Fenituina-A y el factor de transcripción 3 asociados a oVE han sido 

descritos como potencial BM de daño renal en un modelo animal. Además, la fenituina 

A se detectaría en etapas precoces de daño renal, cuando la CrSrm se mantiene 

estable y aún no se pueden apreciar cambios estructurales en la BR. Esta proteína 

sigue el mismo patrón en orina total y oVEs (H. Zhou et al. 2006; Hua Zhou et al. 

2008). Por otro lado, el descenso de acuaporina 1 en oVEs en un modelo animal de 

isquemia/reperfusión también se ha propuesto como potencial BM de daño renal. 

Estos resultados pudieron reproducirse también en un grupo seleccionado de 

pacientes (Sonoda et al. 2009). Lo más destacable, es que este marcador no se 

encontraba alterado en el modelo animal de rata de síndrome nefrótico, indicando que 

podría ser específico de daño renal agudo. En la Tabla 2 se resumen los potenciales 

BM de daño renal asociados a oVEs. 

1.3.2. Evaluación del riñón pre-trasplante mediante oVEs 

 A pesar de los múltiples estudios realizados en TR, existe un 

conocimiento muy limitado de las oVEs de donantes de riñón. Se ha descrito que la 

proteína NGAL esta aumentada en las oVEs de DC respecto a los DV (S. Alvarez et al. 

2013). Sin embargo, tan solo existe un estudio que analiza las oVEs de donantes, 

correlacionando las diferencias halladas en las oVEs con los hallazgos de las BR pre-

TR. En dicho estudio se detecta una disminución de proteínas relacionadas con el 

podocito y las células juxtaglomerulares según aumenta la edad del donante. En 

cuanto a los potenciales BM, el aumento de fosfatidilserina y MCP-1 correlacionaban 

con un aumento de la fibrosis cortical; mientras que ICAM1, megalina, PROM2 y AQ2 

se encontraban disminuidos a medida que aumentaba el porcentaje de glomérulos 

esclerosados (Turco et al. 2016). 

El potencial uso de las oVEs como fuente de BM queda patente en la 

bibliografía. Sin embargo, la diversidad metodológica y de resultados, en ocasiones 

contradictorios, muestran la necesidad de identificar nuevos métodos de aislamiento 

de VEs. Estos métodos deben ser reproducibles, escalables y económicos para que 

puedan implantarse en la práctica clínica. Por otro lado, la falta de información sobre el 
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contenido “basal” de las oVEs es un factor añadido en la diversidad de resultados, por 

tanto, es necesario describir el perfil de las oVEs en los donantes de órganos para 

poder desarrollar estudios robustos que definan nuevos BM en las oVEs. 

 

Patología 
Volumen 
de orina 

(mL) 

Método de 
aislamiento 

Biomarcador Modelo Referencia 

TR 

10 dUC/200000g NGAL Humano (S. Alvarez et 
al. 2013) 

25 Ultrafiltración mRNA IL-18, NGAL Humano (Peake et al. 
2014) 

200 dUC/100000g CD133 Humano (Dimuccio et 
al. 2014) 

50-100 dUC200000g CLCA1, DEFA5 Humano (Sigdel et al. 
2015) 

15 UC/100000g 
Afinidad CD3 CD3 Humano (Park et al. 

2017) 

- Centrifugación 
convencional 

PS, MCP-1, ICAM1; 
megalina, PROM2, 

AQ2 
Humano (Turco et al. 

2016) 

I/R 

10-16 dUC/200000g ATF3 Rata y 
humano 

(Hua Zhou et 
al. 2008) 

5-8 dUC/200000g AQ1 Rata y 
humano 

(Sonoda et 
al. 2009) 

 
Tabla 2: Resumen de los potenciales biomarcadores estudiados en oVEs. 

TR: Trasplante renal, I/R: Isquemia-reperfusión, dUC: ultracentrifugación diferencial, UC: 
ultracentrifugación, AQ2: acuaporina 2, ATF3: factor de transcripción 3, CLCA1: canal 
accesorio de cloruro 1, DEFA5: defensina α5, ICAM1: molécula de adhesión intercelular 1, 
MCP-1: proteína quimioatrayente de monocitos 1, NGAL: Lipocalina asociada a la gelatinasa 
de neutrófilo, PROM2: prominina 2, PS: fosfatidilserina.  



  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS 
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Hipótesis 

La presencia de vesículas extracelulares en orina (oVE) y la descripción de un 

cargo dirigido para proteínas y RNAs, ha abierto una puerta al estudio de nuevos 

biomarcadores en fuentes mínimamente invasivas. No obstante, es necesario 

desarrollar una metodología estandarizada para obtener oVEs que sea trasladable al 

laboratorio clínico y que minimice la presencia de elementos que interfieren en los 

análisis posteriores En este sentido la cromatografía de exclusión por tamaño puede 

ser la técnica adecuada para el enriquecimiento de vesículas extracelulares de orina 

libres de contaminantes proteicos. 

 Por otra parte, el diagnóstico de la patología renal requiere aún de una 

biopsia del órgano, aun siendo una técnica invasiva y poco reproducible. Ello ha 

favorecido el rápido desarrollo de estudios de oVEs como fuente de biomarcadores, 

especialmente en el trasplante renal; sin embargo el perfil de las oVEs de los 

diferentes tipos de donantes de órganos y las diferencias inherentes a ellos no ha sido 

caracterizada. Esta caracterización del contenido de las oVEs de donantes puede 

contribuir a una mejor definición de las diferencias entre los distintos tipos de donantes 

de órganos, e incluso anticipar posibles complicaciones post-trasplante. 

 

Objetivos: 

- Elaborar un protocolo de enriquecimiento y detección de oVEs que sea 

susceptible de adaptación al laboratorio de diagnóstico. 

- Describir el perfil molecular de las vesículas extracelulares de orina de 

donantes de riñón: Donante vivo y donante cadáver. Comparación con los 

resultados obtenidos en vesículas extracelulares de pacientes trasplantados 

normo-funcionales  





  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

3. OBJETIVO 1: ELABORAR UN PROTOCOLO 

DE ENRIQUECIMIENTO Y DETECCIÓN DE 

oVEs QUE SEA SUSCEPTIBLE DE 

ADAPTACIÓN AL LABORATORIO 

DIAGNÓSTICO. 
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3.1. Introducción 

Actualmente la BR continúa siendo el método de referencia en el diagnóstico 

de la mayoría de patologías renales. A pesar de que esta técnica es invasiva, 

difícilmente reproducible y, en muchas ocasiones, describe un daño renal ya 

establecido y, por lo tanto irreversible. La búsqueda de nuevas técnicas mínimamente 

invasivas y de diagnóstico más preciso de la enfermedad renal ha llevado al estudio 

de BM en orina. La orina es un biofluido ideal en la monitorización de pacientes con 

enfermedad renal y, en consecuencia, los esfuerzos en investigación se han dirigido 

hacia la búsqueda de nuevos BM en orina, siendo numerosos los estudios que se han 

centrado en el transcriptoma y proteoma urinario (Reyes-Thomas, Blanco, and 

Putterman 2011; Kistler et al. 2013; Hattori et al. 2014). Sin embargo, dichos estudios 

están basado en muestras de orina total, compuestas por una mezcla compleja de 

proteínas, sales, metabolitos y otros deshechos del cuerpo humano que pueden 

enmascarar posibles BM de daño renal subclínico. 

Las oVE son bicapas lipídicas compuestas, principalmente, por proteínas, RNA 

y metabolitos (Cl Théry, Zitvogel, and Amigorena 2002). Por tanto, las VE de los 

fluidos biológicos son vistas como una potencial fuente de BM, dado que su obtención 

no requiere un procedimiento invasivo o mínimamente invasivo y su contenido está 

protegido del entorno agresivo. De hecho, algunos estudios han demostrado la 

factibilidad del uso de oVEs como BM (Gutwein et al. 2010; Barutta et al. 2013). No 

obstante, la mayoría de estos estudios definen BM en oVEs aisladas por métodos que 

no evitan la co-purificación de proteínas o lipoproteínas y que son extremadamente 

difíciles de aplicar en un laboratorio diagnóstico. 

Los protocolos de enriquecimiento de VEs, generalmente, omiten el gradiente 

de sacarosa, que es considerado el método ideal para el aislamiento de EXs, 

(Gonzales et al. 2009; Miranda et al. 2010; L.-L. Lv et al. 2013; L. L. Lv et al. 2014), ya 

que elimina las proteínas solubles (Yuana et al. 2014) contribuyendo a definir mejor la 

composición de las VEs. Otros métodos disponibles, como los agentes agregantes, no 

resuelven este problema ya que también precipitan la mayoría de contaminantes que 

pueden ser erróneamente identificados como asociados a VEs (Witwer et al. 2013). 

Este hecho es particularmente relevante en la orina donde la mayoría de componentes 

proteicos aumentan su excreción bajo condiciones patológicas y pueden interferir con 

los BM asociados a oVE. 

 En el presente estudio nuestro objetivo es evaluar un método de 

aislamiento de oVEs evitando la UC y basado en la SEC. 
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3.2. Material y métodos 

Las muestras de orina de los voluntarios sanos (DS) se recogieron siguiendo 

las recomendaciones habituales. Todos los voluntarios dieron su consentimiento de 

acuerdo a la declaración de Helsinki (BMJ 1991; 302:194) y el estudio fue aprobado 

por el comité ético del Hospital universitario Germans Trias i Pujol.  

3.2.1. Recolección de muestras y pre-tratamiento de la orina 

Se recogió la primera micción del día (120 mL) de 8 donantes sanos (DS). Los 

restos celulares se eliminaron mediante centrifugación a baja velocidad (300 g 5 min.) 

y se añadió el inhibidor de proteasas AEBSF [4-hidrocloruro de fluoruro (2-Aminoethyl) 

benzenosulfonil] (0.138 mg/mL; Roche, Basilea, Suiza). Las muestras de orina se 

congelaron a -80ºC hasta su posterior procesamiento (Figura 6).  

 

 

Figura 6: Esquema del procesamiento de la muestra de orina 

 

Antes de iniciar el pre-tratamiento las muestras de orina se dejaron 

descongelar a 4ºC durante más de 16 horas. Después de homogeneizarlas durante 90 

segundos, se realizó una centrifugación a alta velocidad (17.000 g 10 min) en una 

ultracentrífuga con un adaptador oscilante SW28 (Beckman Coulter) con el fin de 

eliminar los agregados proteicos y las vesículas de gran tamaño. El sobrenadante 

obtenido se mantuvo a 4ºC mientras el pellet se trataba con DTT (200 mg/ml, 10 min, 

37ºC; sigma-aldrich; St Louis,MO) (Fernandez-Llama et al. 2010). Al pellet obtenido se 

le añadieron 10 mL del sobrenadante de orina y se centrifugó de nuevo en las mismas 

condiciones. El sobrenadante obtenido se añadió al sobrenadante reservado a 4ºC y 
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se filtró con un filtro de 0.22 µm sin aplicar presión. De este sobrenadante filtrado se 

reservaron 3 mL. 

El sobrenadante de orina filtrado (100-120 mL) se concentró por ultrafiltración 

en un Centricon-70 Plus (100 kDa cut-off, Millipore) mediante centrifugaciones a baja 

velocidad (2.800 g, 20 minutos) (Figura 7A). La orina concentrada se recuperó 

invirtiendo el Centricon-70-Plus sobre la copa de recogida y realizando una 

centrifugación corta a baja velocidad (1.000 g 1 minuto) (Figura 7B). El concentrado 

obtenido (desde 200 µL a 3 mL) se mantuvo a 4ºC.  

 

  
Figura 7: Imagen del dispositivo de ultrafiltración Centricon 70-Plus(A) y del sistema de 
recuperación del concentrado (B). 

3.2.2. Enriquecimiento de vesículas de extracelulares mediante 

cromatografía de exclusión por tamaño 

El procedimiento de SEC es una adaptación del protocolo publicado 

previamente para aislar VE de suero (Böing et al. 2014). En primer lugar se prepara la 

matriz de la columna realizando tres lavados de PBS al 0.32% de citrato filtrado a 40 

mL de Sefarosa-CL2B. A continuación, se prepara el soporte de la matriz, en nuestro 

caso una jeringa de 10mL de capacidad (BD PlasticpakcTM, San José, CA). La salida 

de la columna se controla con un filtro de nylon 20 denier y una llave de vía. A 

continuación, se alinea la jeringa con el pie de la columna mediante un nivel. Una vez 

alineado el soporte con el pie de la columna, se procede a rellenar la jeringa hasta 

completar 10 mL de sefarosa empaquetada (Sefarosa CL-2B, GE Healthcare). 

En el presente estudio se cargaron bien 3 mL de orina sin concentrar o hasta 3 

mL de orina concentrada. De cada columna realizada se recogieron 25 fracciones de 

500 µL, comenzando inmediatamente después de la carga de la muestra (Figura 8).  
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Figura 8: Imagen de una columna de cromatografía. 

3.2.3. Caracterización de las vesículas extracelulares de orina  

3.2.3.1. Análisis de concentración de proteína en las fracciones de 

cromatografía 

La concentración de proteína de la orina concentrada, y de las fracciones 

recogidas se midieron mediante la técnica de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA). La 

curva estándar se realizó con BSA (Sigma-Aldrich).  

3.2.3.2. Análisis del contenido de tetraspaninas (CD63 y CD9) en las 

fracciones de cromatografía mediante citometría de flujo 

El contenido de CD63 y CD9 (tetraspaninas) en las fracciones obtenidas se 

identificó por citometría de flujo, siguiendo las indicaciones previamente publicadas 

(Clotilde Théry et al. 2006). 

Este procedimiento consiste acoplar las oVEs a esferas de látex. Con este 

propósito se incubaron 50 µL de cada fracción de SEC con 0.2 µL de esferas de látex 

recubiertas de grupos aldehído/sulfato (Diámetro: 4 µm, Invitrogen, Carlsbad, CA) 

durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, se añadió 1 mL de buffer de 

acoplamiento de esferas (BCB: PBS 1X suplementado con 0.1% de BSA y 0.01% de 

NaN3; Sigma-Aldrich). La mezcla se incubó durante más de 16 horas a temperatura 

ambiente en rotación. A continuación, se realizó un lavado con 1 mL de BCB. Las 

esferas acopladas a las oVEs se recuperaron mediante centrifugación a 2.000 g 10 

min.  

Sobre las oVEs acopladas a esferas se realizó un marcaje con anticuerpos (Ac) 

anti-CD9 (clon VJ1/20), anti-CD63 (clon TEA3/18) (ambos cedidos por el grupo de la 
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Dra Mª Yañez) y un isotipo policlonal (Abcam, Cambrigde, UK). La unión del Ac 

primario se reveló con un Ac conjugado con FITC (SouthernBiotech, Birmingham, AL). 

Tras dos lavados adicionales, se añadieron 100 µL de BCB y se adquirieron 10.000 

esferas/fracción en un citómetro de flujo FacsVerse (BD Bioscience, San Jose, CA). 

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el software FlowJo (Tree Star, 

Ashland, OR). 

En la Figura 9 se detalla la estrategia de selección utilizada. En primer lugar se 

seleccionan las esferas detectadas individuamente, eliminando así los agregados de 

esferas y otros restos (Singlets, Figura 9A); posteriormente se seleccionan las esferas 

según su tamaño (FSC-A) y complejidad (SSC-A) (Figura 9B). Por último se compara 

la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) de cada fracción (Figura 9C en azul, 

diagrama representativo de una fracción) con el control de isotipo (Figura 9C, en rojo). 

Las tres fracciones con mayor MFI para ambas tetraspaninas (CD63 y CD9) se 

seleccionaron para realizar un pool de VEs (1,5 mL). 
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Figura 9: Resumen de la estrategia de selección de las vesículas extracelulares 
acopladas a las esferas. 

En el panel A se puede ver la selección de las esferas detectadas individualmente. 
Después, se seleccionan las esferas acopladas a las VEs en base a su tamaño y complejidad 
(panel B). Por último, se analizó la mediana de fluorescencia del canal del FITC (panel C). En 
azul se muestra la mediana de intensidad de fluorescencia de una de una fracción de SEC 
positiva y en rojo el control de isotipo de esta misma fracción. 

 

3.2.3.3. Caracterización del contenido proteico de las fracciones de 

cromatografía mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

El contenido proteico de la orina concentrada, del pellet generado a 17.000 g y 

las fracciones que contienen las oVEs se analizaron mediante SDS-PAGE siguiendo el 

procedimiento recomendado. En resumen, se mezclaron 10 µL de las muestras con el 

mismo volumen de buffer Laemmli (2x; Bio-Rad) y β-mercaptoetanol al 5% (Bio-Rad). 

La mezcla se incubó a 70ºC durante 20 minutos. Después, 20 µL de cada muestra y 5 

µL del estándar Precision plus proteinTM se cargaron en un gel Mini-Protean gel TGX 

(Bio-Rad). La electroforesis se realizó durante 30 minutos a 200 V. Posteriormente, se 
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realizaron dos tinciones del gel: tinción de plata (SilverQuest) y azul de Coomassie 

(ambos de Invitrogen). La cuantificación de las bandas obtenidas se realizó mediante 

el software Image J (NIH) sobre el gel teñido con azul de Coomassie. 

3.2.3.4. Análisis de la concentración y tamaño de VEs mediante análisis 

por seguimiento de partículas  

El sistema de análisis por seguimiento de partículas, más conocido como 

nanoparticle tracking analysis (NTA), se basa en el análisis del movimiento browniano 

de las partículas suspendidas en un fluido y permite estudiar la distribución de tamaño 

y concentración de mezclas complejas de partículas (Dragovic et al. 2011).  

Estas mediciones se realizaron en colaboración con el grupo PVREX del Dr 

Hernando del Portillo, utilizando el Nanosight LM10 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, 

UK) equipado con una cámara modelo F-033 (CDC) y un láser a 638 nm. El análisis de 

los datos se realizó con el software del comerciante NTAv3.0. El umbral de detección 

se fijó en 5 y el enfoque y la distancia máxima de salto se fijaron automáticamente, 

según las recomendaciones del fabricante. 

Las fracciones obtenidas de SEC se diluyeron (50-100 veces) para garantizar 

la concentración de VEs óptima para el análisis. De cada muestra se grabaron 3 

videos de 60 segundos con el obturador de la cámara en 30.02 mseg y el gain set a 

650, tal y como recomienda el fabricante. 

3.2.3.5. Caracterización morfológica de las VEs mediante crio-

microscopia electrónica 

El análisis morfológico de las oVEs se realizó mediante crio-microscopía 

electrónica (Crio-EM). Una alícuota de 10 µL se depositó directamente en una rejilla de 

Formvar-Carbon, se vitrificó con etanol líquido y se analizó inmediatamente utilizando 

un microscopio JEM 2011 (Jeol; Japón) de transmisión electrónica con un voltaje de 

aceleración de 200 kV. El microscopio está equipado con un soporte 626 Gatan para 

mantener las muestras a -182ºC durante todo el proceso. Las imágenes se grabaron 

con una cámara Ultrascan (CCD) en bajas condiciones de incidencia de electrones. La 

medida del diámetro de las oVEs se analizó con el software Image J (NIH) sobre las 

imágenes obtenidas. 

3.2.3.6. Caracterización proteica de las oVEs mediante cromatografía 

liquida –espectrometría de masas 

El contenido proteico de las oVEs se analizó mediante cromatografía líquida 

seguida de espectrometría de masas. Brevemente, las proteínas de los pools de oVEs 

se desnaturalizaron con SDS al 0.1%, se redujeron con DTT 10 mM, se alquilaron con 
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iodoacetamida 55 mM y se precipitaron y lavaron con tricloroacético al 10% y acetona 

al 100%. Finalmente se reconstituyeron con urea 1,6 M y se digirieron con tripsina (1 

ug) durante más de 16 H. A continuación, 1 uL de cada muestra se inyectó en un LTQ 

Orbitrap Velos (ThermoFisher). 

El análisis de los datos se realizó con el programa Proteome Discoverer (v2.0) 

que utiliza el motor de búsqueda Mascot (www.matrixience.com) contra la base de 

datos SwissProt de Homo sapiens, (abril 2015). Los péptidos obtenidos se filtraron 

admitiendo un 5% de tasa de error (False Discovery Rate). 

3.2.3.7. Extracción de RNA de las vesículas extracelulares 

Antes de la extracción de RNA, 750 µL del pool de oVEs se trataron con 

RNAsa (Sigma-Aldrich, 10 ng/mL durante 5 min a 37ºC) para eliminar posibles restos 

de RNA extravesicular. Después se liofilizó la muestra de oVEs y, a continuación se 

realizó la extracción de RNA total utilizando dos reactivos comerciales mirVana (Life 

Technologies, Carlsbad, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante, y miRCURYTM 

(Exiqon), con las modificaciones realizadas por el fabricante para VEs y las 

recomendaciones halladas en la bibliografía (Channavajjhalaa et al. 2014). 

Ambos kits se centran en purificar el RNA total incluyendo las especies de 

pequeño tamaño (small RNA). El kit de extracción mirVana es un método que combina 

la extracción de RNA mediante fenol-cloroformo con las columnas de filtro de vidrio. 

Mientras que miRCURY se basa la extracción del RNA en una columna con una resina 

especial como matriz de retención. 

Dado que la concentración de RNA en las muestras se preveía muy baja, se 

realizó una concentración por precipitación utilizando glucógeno (20 µg/µl; Roche); 

Acetato sódico (10%, 3 M, pH 5.2; Sigma-Aldrich) y 2.5 veces (v/v) de etanol absoluto.  

El perfil y la cuantificación del RNA se analizó mediante electroforesis en gel 

Bioanalyser 2100 System (AgilentTechnologies; Santa Clara, CA). 

3.2.3.8. Secuenciación masiva de las oVEs  

La tecnología de secuenciación masiva está basada en la secuenciación de 

todo el material genético presente en la muestra, en nuestro caso la secuenciación se 

ha centrado en el contenido de miRNAs.  

La producción de las librerías de secuenciación se realiza añadiendo en los 

extremos 3’ y 5’ adaptadores de secuencia conocida, así como una secuencia de 

nucleótidos que permite identificar la muestra inequívocamente. Por último se realiza 

la retrotranscripción. 

 

http://www.matrixience.com/
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- Librerías de NGS: Protocolo 1 

En el primer protocolo de secuenciación se ha utilizado el kit de NEBNext 

Multiplex de small RNA (Illumina), tal y como indica el fabricante; a excepción de los 

reactivos que incorporan los adaptadores en los que se ha utilizado solo ¼ de lo 

recomendado para evitar la dimerización de los mismos y su amplificación durante el 

proceso.  

La purificación de la librería se realizó mediante columnas de purificación con 

gel de sílica, QuiaQuick PCR Purification (Quiagen). Posteriormente se realizó una 

selección por tamaño mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% para 

identificar las bandas correspondientes a 143 bps. La secuenciación se realizó con la 

tecnología MiSeq (Illumina) 

- Librerías de secuenciación masiva: Protocolo 2 

El segundo protocolo de secuenciación se ha realizado con el kit TruSeq small 

RNA (Illumina). En este caso, el método de purificación de la librería fue la 

metodología de Pipin prep al 3% de agarosa. El estudio de secuenciación se realizó 

en con la tecnología HiSeq2500 system (Illumina) (Proceso realizado por un servicio 

externo). La normalización de las lecturas obtenidas se realizó aplicando el protocolo 

DESeq (Love, Huber, and Anders 2014). 

3.2.4. Análisis de datos 

En el análisis de datos se han utilizado las bases de datos específicas de VEs: 

Exocarta (Mathivanan and Simpson 2009; Keerthikumar et al. 2015), Vesiclepedia 

(Kalra et al. 2012) y EVpedia (Kim et al. 2013, 2015).  

En el análisis estadístico se ha utilizado el GraphPrismv5, utilizando los test 

estadísticos apropiados en caso (p significativa <0.05). 
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3.3. Resultados  

3.3.1. Elución diferencial de las oVEs y las proteínas solubles en las 

fracciones de cromatografía 

Se recogió la orina de 8 donantes sanos (DS); 7 de las muestras se analizaron 

sin concentrar y 5 de ellas se concentraron antes de aislar las oVEs. Brevemente, las 

muestras de orina se limpiaron de restos celulares y de THP, y se cargaron en la 

columna de cromatografía tal y como resume la Figura 10. 

 

Figura 10: Diagrama del procesamiento de las muestras de orina sin concentrar y 
concentradas para la extracción y análisis de oVEs. 
FC: Fracción de cromatografía, NTA: Análisis de rastreo de partículas, Crio-EM: Crio-
microscopía electrónica 
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La cantidad de proteína presente se midió en todas las fracciones de 

cromatografía, tanto de las muestras de orina sin concentrar como concentradas. En 

las muestras concentradas, la cantidad de proteína detectada en las fracciones tardías 

(F15-F20) era sustancialmente superior (hasta 2 mg/mL) a la de las muestras sin 

concentrar (hasta 0.35 mg/mL). En ambos casos, la elución de proteína soluble tuvo 

lugar a partir de las fracciones 11-12 (Figura 11). 

 

Figura 11: Concentración de proteína en las fracciones de SEC 

Representación de la concentración de proteína en las fracciones de cromatografía 
recogidas de las muestras de orina no-concentrada (A, n=7) y concentrada (B, n=5) de los 
donantes sanos. En ambos gráficos, el eje X muestra la fracción de cromatografía y en el eje Y 
la concentración de proteína en (mg/ml). 

 
La presencia de los marcadores de VEs (CD63 y CD9) en las fracciones de 

cromatografía se analizó mediante citometría de flujo. Las MFIs más elevadas para las 
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tetraspaninas CD63 y CD9 se detectaron siempre entre las fracciones 8 y 10 (Figura 

12A). Estos datos sugirieren que dichas fracciones contienen las oVEs. En ninguno de 

los casos estudiados se encontró solapamiento en la misma fracción entre los 

marcadores de oVEs, CD63 y CD9, (F8, F9 y F10) y la proteína soluble (F11 en 

adelante) (Figura 12B). Estos resultados sugieren no sólo que las fracciones 8 a 10 

contienen las oVEs, sino que estas fracciones tienen una concentración muy baja de 

proteína soluble.  

 

Figura 12: Las oVEs eluyen en las fracciones de cromatografía con menor contenido de 
proteína soluble 

En el panel A se puede ver un ejemplo representativo de una muestra de orina 
concentrada. En cada fracción se muestra la mediana de intensidad de fluorescencia de CD9 y 
CD63 y la concentración total de proteína (mg/mL). El eje vertical izquierdo muestra la 
concentración de proteína (mg/mL), mientras que en el eje vertical derecho se representa la 
mediana de intensidad de fluorescencia para CD9 y CD63. El control de isotipo de citometría 
de flujo está representado por una línea de puntos.  

En el panel B se muestra la mediana de intensidad de fluorescencia más elevada de 
cada marcador (CD9 representado por cuadrados y CD63 por triángulos) y la fracción en que 
se comienza a detectar proteína (representada como círculos) de diez muestras.  
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3.3.2. Concentración y distribución de tamaño de oVEs mediante 

tecnología de rastreo de partículas (NTA) 

Con el fin de definir la distribución de tamaño y concentración de oVEs 

mediante NTA, se seleccionaron las fracciones de cromatografía CD63+CD9+. Con el 

propósito de obtener una lectura óptima y disminuir los artefactos, se realizaron dos 

diluciones de cada fracción (1/50 y 1/100) con PBS filtrado (tamaño de poro 0.22 µm). 

Todas las preparaciones de oVEs se homogeneizaron antes y después de realizar la 

dilución.  

Las muestras de orina no concentrada rindieron de media 4,1E+08 VEs/mL 

(rango 0,63-7,85 E+08; n=5) de un tamaño medio de 246 nm (±69 nm) mientras las 

muestras de orina concentrada rindieron una media de 4E+10 VEs/mL (Rango 0,09-

8,01 E+10, n=4) con un tamaño medio de 250 nm (±28 nm) (Tabla 3 y Figura 13). Así, 

las muestras de orina concentrada rindieron mayor cantidad de oVEs de similar 

tamaño a la de las muestras sin concentrar. 

NTA 3ml Orina 
(n=5) 120ml Orina (n=4) 

Media (nm) 246±69 250±28 

Moda (nm) 225±74 230±51 

Partículas/ml 4,1E+08 
(0,63-7.85) 

4E+10 
(0,09-8,01) 

 
Tabla 3: Distribución de tamaño y concentración de las oVE obtenidas de los análisis de 
NTA 

Resumen de la distribución de tamaño y concentración de las oVEs obtenidas de los 
experimentos de NTA en las fracciones de cromatografía CD63+DC9+. El número de partículas 
se expresa como la media de 3 lecturas de la fracción analizada; el rango se muestra entre 
paréntesis. 

  

Figura 13: Análisis del tamaño de las VEs obtenidas mediante SEC  

Perfiles representativos de NTA de la fracción de cromatografía CD63+CD9+ del DS4 

(orina sin concentrar, a la izquierda) y DS4C (orina concentrada, a la derecha).  



  

53 
 

3.3.3. Crio-microscopía electrónica de las oVE 

La presencia de oVEs en las fracciones de cromatografía CD63+CD9+ se 

confirmó mediante crio-EM. En ambos tipos de muestra (concentrada y sin concentrar) 

se identificaron inequívocamente vesículas redondas limitadas por una bicapa (Figura 

14A y B).  

Sobre las imágenes obtenidas por esta técnica se realizó una estimación del 

tamaño de las oVEs con el software Image J. De cada tipo de muestra se analizaron al 

menos 10 imágenes. En este análisis, las VEs de tamaño de igual o inferior a 140 nm 

representaban el 49% de las VEs en las muestras no concentradas y el 69% en las 

concentradas (Figura 14C). Por otro lado, las VEs de entre 140 y 180 nm son las más 

representadas en las orinas sin concentrar (alrededor de un 40% de la muestra) 

mientras que en las orinas concentradas apenas representan el 15% de la muestra. 

Estos datos confirman la presencia de oVEs, de tipo EXs, en las fracciones de 

cromatografía CD63+CD9+. Sin embargo, existen discrepancias en cuanto al tamaño 

detectado mediante NTA y el contaje manual sobre las imágenes de crio-EM. 
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Figura 14: Caracterización de las oVE mediante crio-microscopía electrónica   

Los paneles A y B muestran en detalle los resultados de Crio-EM de las oVEs 
detectadas en las fracciones CD63+CD9+ obtenidas de las muestras no-concentras (izquierda) 
y concentradas (derecha). En el panel A se muestra un campo amplio (escala 500 nm) 
mientras que en el panel B se muestra un detalle a gran aumento (escala 200 nm).  
Por último, en el panel C se detalla el tamaño (diámetro; nm) y distribución de tamaño de las 
VEs medidas en muestras no concentradas  (izquierda, n=36 VEs de 10 imágenes) y 
concentradas (derecha, n=63 VEs de 17 imágenes). 
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3.3.4. Caracterización del contenido proteico de las VEs obtenidas 

mediante SEC 

Una vez demostrada la presencia de oVEs en las fracciones de cromatografía 

CD63+CD9+, nos centramos en el análisis del contenido proteico de dichas oVEs. Se 

seleccionaron dos muestras de oVEs, y se analizó el contenido mediante SDS-PAGE y 

tinción de plata. 

El análisis revela que en las muestras sin concentrar (DS5 y DS7) tan solo se 

observa una tenue banda en cada una de ellas. En el DS5 el peso molecular de la 

banda observada coincide con el de la THP (100 KDa), mientras que en la muestra 

DS7 coincide con el peso molecular de la albúmina (Figura 15). Sin embargo, en las 

oVEs de las mismas muestra concentradas se pueden apreciar múltiples bandas en 

ambas muestras (DS5C y DS7C).  

 

 

Figura 15: Análisis del efecto de concentración de la orina en el contenido proteico de 
las fracciones de cromatografía CD63+CD9+. 

Las oVE presentes en la fracción de cromatografía CD63+CD9+ de dos muestras 
(cada una de ellas sin concentrar y concentrada) se analizaron mediante SDS-PAGE con 
tinción de plata. Los carriles 2 y 3 corresponden a la muestra DS5 y DS5C (Concentrada). Las 
columnas 4 y 5 corresponden a la muestra DS7 y DS7C. El primer carril corresponde al 
marcador de peso molecular (KDa)  

 
Una vez demostrada la eficiencia de la concentración de la orina antes del 

aislamiento de las oVEs, se analizó el perfil proteico de diferentes puntos recogidos 

durante la concentración y cromatografía de una de las muestras de orina 

concentrada, en concreto se analizó pellet obtenido a 17.000 g, la orina concentrada, 
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cinco fracciones de bajo contenido proteico (F8-F12; incluyendo así las fracciones 

CD63+CD9+) y dos fracciones tardías con presencia de proteínas solubles (F19 y 

F20). Para ello se realizó una electroforesis de proteínas y se realizaron dos tinciones, 

azul de Coomasie y tinción de plata. 

La tinción de azul de Coomasie reveló que el pellet de 17.000 g, tal y como se 

esperaba, contiene la mayoría de proteína THP (48,38% del total de proteína, carril 

17.000 de la Figura 16A). Tras el paso de concentración de la orina la proteína THP 

representa tan solo el 10,5 % (Figura 16A carril C).Cabe destacar que en las 

fracciones F8 a F12, tal y como apuntaba el resultado de los ensayos de Bradford, no 

se detectó la presencia de proteína. Sin embargo, en el concentrado y las fracciones 

de cromatografía más tardías (F19 y F20) se detecta, principalmente, la presencia de 

albúmina.  

Dado que el objetivo final era estudiar el perfil proteico de las oVEs realizamos 

una tinción adicional de plata, más sensible que la tinción de Coomasie. Con esta 

tinción sí se puede observar como en las fracciones F8 a F10 se detecta la presencia 

de múltiples bandas de diversos pesos moleculares, mientras que no se detectan las 

bandas correspondientes a la albúmina y THP (Figura 16B). 

De los resultados obtenidos se puede concluir que el concentrado de orina es 

rico en albúmina y otras proteínas solubles, sin embargo estas proteínas eluyen en las 

fracciones tardías (F19-F20) sin contaminar las fracciones tempranas en las que se 

encuentran las oVEs (F8-F12). 
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Figura 16: Caracterización proteica mediante SDS-PAGE de las fracciones de 
cromatografía obtenidas de orina concentrada 

Imagen representativa del gel SDS-PAGE con la tinción de azul de Coomasie (A) de la 
orina concentrada (C), el pellet de 17.000g (17.000g), 5 fracciones de cromatografía tempranas 
(F8-F12) y dos fracciones de cromatografía tardías (F19 y F20). En el panel B, se puede 
observar la tinción de plata del mismo SDS-PAGE. En ambos geles, el marcador de peso 
molecular se puede ver en el primer carril (MW, KDa). Las bandas correspondientes al peso 
molecular de las proteínas THP y albúmina están señalas en con una flecha. 

 
Finalmente, para verificar que las proteínas presentes en las fracciones de 

cromatografía CD63+CD9+ están principalmente asociadas a oVEs se realizó el 

análisis proteómico de una muestra de oVEs de orina sin concentrar y concentrada. 

En este análisis, en las oVEs de orina concentrada se detectaron hasta 138 proteínas; 

de las cuales el 6% (n=94) se identificaron con al menos dos péptidos únicos. De 

estas 94 proteínas, el 81 % ya habían sido previamente descritas en orina como p.e 
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neprilisina, podocina o aminopeptidasa. Además, se identificaron un 8 % de proteínas 

específicas del aparato urinario; incluyendo canales de iones de diferentes zonas del 

riñón y de los túbulos renales, como vasopresina, varias bombas de protones y 

podocina. Otro 8 %, de dichas proteínas estaban relacionadas con los cuerpos 

multivesiculares o del sistema de trafico endosomal. De forma análoga se analizaron 

los resultados de oVEs obtenidas de 3 mL de orina. En este caso, solo se detectaron 

34 proteínas, la mayoría de ellas relacionadas con el citoesqueleto. Estos resultados 

apoyan el uso de orina concentrada como muestra de partida para el enriquecimiento 

de oVEs mediante SEC. 

Centrándonos en las diferentes proteínas detectadas entre ambos 

procedimientos, en las oVEs de orina concentrada se detectaron múltiples proteínas 

transmembrana o unidas a lípidos y del citosol relacionadas con VEs, como la proteína 

LGALS3BP; la sintenina (SDCBP) o la familia de las anexinas (ANXA), en las 

muestras concentradas pero no en las no concentradas (Tabla 4). Estas proteínas ya 

habían sido identificadas en oVEs aisladas mediante UC (Pisitkun, Shen, and Knepper 

2004; Gonzales et al. 2009). Por otro lado, las proteínas relacionadas con otros 

compartimentos intra-celulares como las mitocondrias, los lisosomas o el retículo 

endoplásmico se detectaron en muy baja proporción. De hecho, en las oVEs de orina 

concentrada solo se encontraron tres proteínas relacionadas con dichos 

compartimentos y ninguna proteína asociada a lipoproteínas. 
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Proteínas de 

membrana 

(VEs) 

Proteínas  

citosólicas 

(VEs) 

Proteínas 

relacionadas con VEs 

Proteínas 

extracelulares 

Tracto urinario: 

Proteínas de membrana 

Tracto urinario: 

proteínas solubles 

Orina 

concentrada 

(100 mL) 

LGALS3BP 

ATP6V1H 

GPRC5C 

GPRC5B 

ANXA2, ANXA11, 

ANXA4, EZR, SDCBP, 

TSG101, ALIX 

NAGLU, 

MAN1A1 

A2M, TF, 

ALB 

ATPV1B1,  ATP1V1A, 

SLC12A3, MME*, 

ANPEP, SCL12A1, 

UPK1A, RHCG, 

LRP2* 

NPHS2 

Orina sin 

concentrar 

(3mL) 

GPRC5C 

GPRC5B 
ALIX   SCL12A1  

UC (Pisitkun, 

Shen, and 

Knepper 2004; 

Gonzales et al. 

2009) 

(200mL- 

300mL) 

LGALS3BP 

ATP6V1H 

GPRC5C 

GPRC5B 

ANXA2, ANXA4 

ANXA11 ,ALIX 

EZR, SDCBP 

TSG101 

NAGLU 

Apolipoproteínas 

Transportadores de 

iones asociados con la 

mitocondria 

 

ALB 

TF 

ATPV1B1, ATP1V1A 

SLC, MME 

ANPEP, UPK1A 

 

NPHS2 

 
Tabla 4: Resumen de los resultados proteómicos  
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Resumen de algunas de las proteínas detectadas en las fracciones de cromatografía 
CD63+CD9+ tanto las asociadas a oVEs como las no asociadas. La tabla se ha diseñado 
teniendo en cuenta los requerimientos mínimos del ISEV (Lötvall et al. 2014); además se ha 
incluido un grupo de proteínas relacionadas con el tracto urinario. Con el fin de comparar 
nuestros datos con estudios previos, se han incluido los resultados de dos estudios 
proteómicos previos de oVEs aisladas mediante UC (Pisitkun, Shen, and Knepper 2004; 
Gonzales et al. 2009). 
Los * muestran las proteínas específicas del epitelio del túbulo contorneado (ribete en cepillo). 
 
LGALS3BP: Proteína unidora de Galactina-3; ATP6V1: ATPasa de H+ tipo V; GPRC5: Proteina 
G acoplada a receptor G familia C; ANXA: Anexina; EZR: ezrina; SDCBP: Sintenina-1; 
TSG101: Proteína de susceptibilidad a tumor 101; ALIX: Proteína de interacción 6 de muerte 
celular programada; NAGLU: α-N-acetilglucosaminidasa; MAN1A1: Manosil-oligosácarido 1,2-
α-manosidasa; ALB: Albúmina; TF: Serotransferrina; A2M: α-2-macroglobulina; SLC: Familia 
transportadora de solutos; MME: Neprilisina; ANPEP: Aminopeptidasa N; UPK1a: Uroplaquina; 
RHCG: transportador de amonio Rh tipo C; LRP2: Proteína relacionada con el receptor de 
lipoproteinas de baja densidad; NPHS2: Podocina. 

3.3.5. Caracterización del contenido de RNA de las fracciones de 

cromatografía CD63+CD9+. 

La caracterización del contenido de RNA de las fracciones de cromatografía 

CD63+CD9+, previamente extraído con el kit mirVana, se analizó mediante 

electroforesis en el Bioanalizer 2100. En las muestras de oVEs de orina sin concentrar 

no se puede apreciar la presencia de smallRNA (Figura 17A), mientras que en las 

oVEs de orina concentrada se aprecia la presencia de dos rangos de tamaño bien 

diferenciados. El primer rango de entre 10-20 nucleótidos (nt) corresponde a los 

microRNAs (miRNAs), mientras que el segundo pico de RNA entre 40-80 nts, el más 

abundante, corresponde a otros RNAs, probablemente fragmentos de mRNA, y tRNA. 

(n=3) (Figura 17B). De nuevo, estos resultados demuestran que la concentración de la 

orina antes del paso de SEC favorece el aislamiento de mayor cantidad de oVEs con 

una muy baja contaminación proteica. 
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Figura 17: Caracterización del perfil de RNA contenido en las fracciones de 
cromatografía CD63+DC9+. 

El contenido de small RNA se analizó mediante electroforesis en gel en un Bionalizer 
2100. En el panel A se muestra el perfil de una muestra de oVEs obtenidas de orina sin 
concentrar (DS5). Mientras que en el panel B se muestra el perfil de la muestra DS5 
concentrada. 

3.3.6. Estudio comparativo de dos protocolos de extracción de RNA de 

oVEs 

Una vez establecido que el protocolo de SEC es válido para el aislamiento de 

oVEs libres de contaminantes proteicos y lipoproteicos, se evaluaron dos protocolos 

de extracción del RNA total. Por un lado el kit mirVana basado en fenol-cloroformo y 

purificación del RNA en columna; y por otro lado, el kit miRCURY basado en columnas 

revestidas de resinas afines al RNA. Ambos métodos ya habían sido comparados en 

la bibliografía y, ambos, se consideran métodos eficientes en el aislamiento de RNA 

de VEs (Eldh et al. 2012; Channavajjhalaa et al. 2014). 

Se seleccionaron dos muestras de oVEs provenientes de un paciente post-TR 

y un donante sano. Además, con el fin de verificar que el RNA no se degrada durante 

el proceso se añadió un control positivo, células THP-1 (5*105 cs/mL). 

 La cantidad de small RNA (en pg/mL) obtenida con el método miRCURY fue 

siempre superior al obtenido por el método miRVANA (Tabla 5 y Figura 18). Esta 

diferencia es especialmente remarcable en el caso del donante sano y el control 

positivo. Estos resultados sugieren que en nuestro caso el kit miRCURY sería el 

reactivo más adecuado para futuros estudios de RNA de oVEs obtenidas mediante 

SEC. 
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 Paciente Donante sano Control positivo 

 
Small RNA 

(pg/µL) 

miRNA 
Small RNA 

(pg/µL) 

miRNA Small 
RNA 

(pg/µL) 

miRNA 

pg/ µL % pg/µL % pg/µL % 

mirVana 566 337 60 183 37 21 1881 104 6 
miRCURY 824 360 44 683 385 56 4088 865 21 

 
Tabla 5: Contenido de small RNA en oVEs  

Resumen de los resultados de concentración de RNA del Bioanalizer 2100. De cada 
muestra, donante sano, paciente y control positivo, se analizó la cantidad de small RNA y 
miRNAs extraídos. Como control positivo se utilizaron células THP-1 (5*105cs/mL). La cantidad 
de RNA esta expresada en pg/µL.  

 

 

 

Figura 18: Perfil de small RNA de los diferentes métodos de extracción de RNA 

El análisis del perfil de small RNA presente en las muestras se realizó mediante 
electroforesis con el Bioanalyzer 2100. En vertical se pueden observar resultados de los dos 
métodos de extracción utilizados (mirVana y miRCURY) y en horizontal las diferentes muestras 
testadas. Cada electroforesis muestra en el eje vertical las unidades de fluorescencia (FU) y en 
el eje horizontal los segundos; el pico de 35 segundos corresponde al marcador de 4 nts y los 
60 segundos al tamaño de 100 nts aproximadamente. 
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3.3.7. Análisis de oVEs mediante secuenciación masiva: aspectos 

técnicos. 

Una vez establecido que la concentración de la orina favorece el rendimiento 

del aislamiento de oVEs mediante SEC sin aumentar la presencia de contaminantes y 

que el método de extracción de RNA miRCURY era el que mostraba mayor 

rendimiento, se procedió a evaluar dos protocolos de NGS.  

Inicialmente se probó el protocolo de secuenciación de NEBNEXT (protocolo 1) 

en oVEs de 4 pacientes con ERC y 2 donantes de riñón. En la metodología NGS, tras 

crear la librería de secuenciación, se realiza una comprobación de la existencia de 

fragmentos de RNA de tamaño compatible con los miRNAs. En nuestro caso, sólo 2 

de las 6 muestras presentaban fragmentos compatibles, estas muestras se 

seleccionaron para proceder a la secuenciación. Sin embargo, el análisis de los 

resultados reveló la presencia de dímeros de primers y adaptadores y ausencia de 

secuencias de miRNAs.  

Posteriormente, se seleccionaron dos muestras de oVEs, un paciente post-TR 

y un DV. En este caso las librerías se generaron con el reactivo TruSeq small RNA 

(Protocolo 2). Ambas muestras superaron el control de calidad realizado tras 

generarse la librería, por lo que ambas se secuenciaron. El rendimiento de la 

secuenciación fue muy dispar entre las muestras, muy bajo (106 lecturas) en una de 

las muestras y muy elevado en la otra (107). Esta discrepancia de lecturas también se 

observó en la proporción de diferentes especies de RNA presentes en las muestras 

(Figura 19).  

A pesar de estas discrepancias descritas, en ambas muestras se pudieron 

detectar miRNAs relacionados con el riñón como el miR-10. Posteriores análisis del 

RNA no mapeado hallado en el DV (60% de las lecturas) revelaron la presencia de 

material genético de Acinetobacer, una bacteria gram negativa frecuente en el tracto 

urinario.  
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Figura 19: Distribución de especies de RNA en las oVEs 

Representación esquemática de la proporción de especies de RNA detectadas en las 
muestras de oVEs del donante vivo (DV) y el paciente post-TR. En la generación de las 
librerías se utilizó el protocolo de TruSeq small RNA. En el eje Y está representado el 
porcentaje de RNA y en el eje X la especie de RNA. 
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3.4. Discusión del Objetivo 1 

En la búsqueda de BM que ayuden a identificar precozmente la ERC se han 

analizado prácticamente todos los componentes presentes en los fluidos biológicos, 

desde las células a las proteínas solubles, incluidos los ácidos nucleicos. En este 

sentido, se ha demostrado que las VEs son una potencial fuente de BM (Miranda et al. 

2010; Gamez-Valero et al. 2015; Garcia-Contreras et al. 2017). En concreto, las oVEs 

han cobrado gran relevancia en la patología renal ya que, se pueden obtener de forma 

no invasiva y tienen potencial pronóstico, a diferencia del método diagnóstico usado 

en la actualidad, la BR. Existen una serie de ventajas en el uso de las oVEs respecto a 

la BR. Las oVEs se obtienen de manera no invasiva y contienen representación del 

estado de las células de todo el tracto urinario; mientras que la BR es un técnica 

invasiva que ofrece una muestra sesgada del riñón. Además, los potenciales BM 

(proteínas y RNAs) se encuentran protegidos de la degradación de las proteinasas y 

RNAsas del entorno por la bicapa lipídica (Pisitkun, Johnstone, and Knepper 2006). 

Por otro lado, el mayor hándicap de las VEs es su falta de estandarización en 

la nomenclatura y, en concreto de los EXs, en la metodología de aislamiento (Gould 

and Raposo 2013; van der Pol et al. 2016). Hasta la creación del ISEV, se utilizaba el 

término EXs para denominar a todas las microvesículas independientemente del 

método de aislamiento, y, en muchos casos, sin establecerse claramente, los 

marcadores estudiados o el análisis de proteínas contaminantes.  

Respecto a los métodos de aislamiento, el más utilizado ha sido la UC. Sin 

embargo, este método no sólo consume mucho tiempo sino que también depende de 

múltiples variables como el rotor usado en la UC o el tipo de tubo de centrifugación 

elegido (Cvjetkovic, Lötvall, and Lässer 2014). Las oVEs obtenidas mediante UC 

contienen contaminantes naturalmente presentes en la orina como THP, albúmina o 

lipoproteínas (Rood et al. 2010; Yuana et al. 2014). Si bien es cierto que la mayoría de 

estos contaminantes pueden eliminarse mediante una UC adicional en gradiente de 

sacarosa, este procedimiento es difícilmente aplicable en los laboratorios diagnósticos 

de rutina debido a su complejidad, no evita completamente el co-aislamiento de 

lipoproteínas de alta densidad e incrementa notablemente el tiempo necesario para el 

aislamiento de VEs (Yuana et al. 2014).  

Hoy en día existen otras alternativas metodológicas en el aislamiento de VEs 

que consumen menos tiempo de operador, como son las resinas o los anticuerpos 

contra proteínas relacionadas con las VEs. Aunque estas metodologías consumen 

menos tiempo que la UC, no están exentas de hándicaps p.e las resinas han 

demostrado aislar poblaciones mixtas de MVs, EX y lipoproteínas (Vickers et al. 2011). 



  

66 
 

Por otro lado, los métodos basados en anticuerpos monoclonales no sólo son 

económicamente costosos sino que la falta de un marcador universal de VEs tiene por 

resultado la purificación de muestras sesgadas de VEs, donde la población principal 

depende de los marcadores elegidos. 

La SEC ya se ha aplicado en plasma para para purificar VEs y ha demostrado 

ser una técnica más eficiente que la UC y los gradientes de densidad para eliminar 

contaminantes proteicos y lipoproteicos (Böing et al. 2014; Koh et al. 2018).  

El interés del presente estudio reside en evaluar un método de aislamiento de 

oVEs eludiendo la UC. La metodología SEC consume menos tiempo que la UC (80 

min vs >210 min), no requiere de equipos sofisticados, puede ser parcialmente 

automatizada y adaptada en los laboratorios diagnósticos y es más costo-eficiente. En 

concreto, en este estudio hemos observado que las oVEs-CD63+CD9+ eluyen en las 

fracciones de cromatografía iniciales, mientras que la proteína soluble eluye en las 

fracciones tardías, incluso en las muestras de orina concentrada. Las oVEs 

recuperadas de las fracciones-CD63+CD9+ muestran un tamaño y apariencia (bicapa 

lipídica y forma redonda) compatible con EXs como se puede ver en las imágenes de 

crio-EM. Además, la concentración de la orina antes del paso de cromatografía ha 

permitido obtener entre 10 y 100 veces más cantidad de oVEs. 

En nuestros resultados, existe una discrepancia entre los resultados de NTA y 

crio-EM en el tamaño de las oVEs detectadas, independientemente de si la orina 

estaba concentrada o no. En el análisis de NTA de las muestras de oVEs de orina 

concentrada muestra dos tamaños de VEs, la primera alrededor de 145 nm y la 

segunda alrededor de 235 nm; mientras que el tamaño observado en las imágenes de 

crio-EM muestra que la población mayoritaria de oVEs tiene un tamaño entre 80 y 120 

nm (40% de las oVEs aproximadamente) y las oVEs de un tamaño superior a 200 nm 

apenas representan el 15% de la muestra. Esta discordancia es parcialmente 

explicada por un lado, porque el contaje de oVEs sobre las imágenes de crio-EM se 

basa en una n limitada (n<100) y por otro lado, por la limitación de la tecnología NTA 

en discriminar entre los agregados de VEs y las VE de gran tamaño. Respecto a este 

último punto, la dilución de las VEs es un punto crítico en la tecnología NTA ya que en 

el análisis de una muestra con una concentración elevada de VEs será difícil evitar la 

formación de agregados de VEs que serán interpretados como una VE de gran 

tamaño, obteniéndose un tamaño superior al real. A pesar de esta discrepancia en el 

tamaño de las VEs, ambas tecnologías, NTA y crio-EM, confirman la presencia de VEs 

en las fracciones de cromatografía CD63+CD9+. 

A día de hoy, la mayoría de las publicaciones sobre BM en oVEs utilizan 

diferentes volúmenes iniciales de orina (rango 1 mL a 200 mL) (H. Zhou et al. 2006; 
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Sun et al. 2012; Peake et al. 2014). Aunque nuestros resultados demuestran que las 

VEs pueden ser aisladas con tan solo 3 mL de orina, este volumen es insuficiente para 

aislar una cantidad de material apropiado (tanto proteínas como RNA) asociado a VEs 

para posteriores estudios. El uso de unidades de filtrado comerciales nos ha permitido 

reducir 100-120 mL de orina a un volumen muy inferior (rango: 100 µL a 3 mL) 

añadiendo un paso de centrifugación convencional. Estos resultados demuestran que 

100-120 mL de orina concentrada pueden ser fraccionados mediante una única 

columna de cromatografía con la misma eficacia que la orina sin concentrar. Sin 

embargo la cantidad de oVEs obtenida se incrementa alrededor de entre 10 y 100 

veces, según los resultados de la tecnología NTA. Este paso previo de concentración, 

permite obtener suficientes oVEs con la mínima presencia de contaminantes 

(principalmente THP y albúmina). De hecho, los resultados del análisis proteómico 

confirman la presencia de proteínas asociadas a MVB, lo que indicaría su origen 

endosomal y apoyaría la presencia de EXs en las fracciones CD63+CD9+.  

En los análisis proteómicos de las oVEs de orina concentrada y posteriormente 

fraccionadas mediante SEC se han identificado 138 proteínas, la mayoría de ellas 

previamente descritas, y algunas de ellas clásicamente relacionadas con las VEs 

como la Proteína 3 de unión a galactina, la sintenina o la familia de las anexinas 

(Pisitkun, Shen, and Knepper 2004; Gonzales et al. 2009; Z. Wang et al. 2012). Sin 

embargo, el mismo análisis sobre las oVEs de orina sin concentrar tan solo identificó 

34 proteínas la mayoría de ellas no relacionadas con VEs o el tracto urinario, pero 

descritas en orina total (Adachi et al. 2006). De hecho, los resultados de los análisis 

proteómicos de las oVEs de orina concentrada están en concordancia con los estudios 

previos basados en UC (Pisitkun, Shen, and Knepper 2004; Gonzales et al. 2009), 

cumplen las recomendaciones de ISEV (Lötvall et al. 2014) y, en consecuencia, 

demuestran la relevancia de la SEC en el aislamiento de oVEs. 

Por otro lado, el método de extracción de RNA es un paso crítico en cualquier 

tipo de muestra debido a su labilidad. Las RNAsas presentes en el tracto urinario y la 

vejiga facilitan que sean espacios estériles, dificultando la proliferación bacteriana y 

eliminando los posibles restos de RNA libres en el medio (Spencer et al. 2011). Este 

hecho particular es importante en el análisis de RNA vesicular ya que al encontrarse 

protegido dentro de una bicapa lipídica su integridad hasta el momento de la 

extracción está garantizada. Tal y como se esperaba, los análisis del contenido 

vesicular de RNA, confirman la presencia de small RNA (<200 nt). Sin embargo, los 

dos reactivos comerciales estudiados presentan diferente rendimiento en la extracción 

de los miRNAS. En nuestro caso, el método miRCURY ha ofrecido un rendimiento 

superior que el otro método (mirVana), tanto en las muestras de oVEs como en el 
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control positivo, una línea celular. Estos resultados no concuerdan con algunos 

resultados publicados previamente. En concreto en 2012 Eldh et al evaluaron 6 

métodos de extracción de RNA en VEs de una línea celular. En sus resultados 

miRCURY daba un rendimiento global mayor aunque el método mirVana era más 

efectivo en el aislamiento de small RNA (Eldh et al. 2012). Un estudio posterior 

realizado en oVEs describió que el método miRCURY era ligeramente superior en 

rendimiento a miRVANA, aunque otros métodos analizados como por ejemplo 

TriReagent y Seramir obtenían mayores cantidades de RNA (Channavajjhalaa et al. 

2014). Nuestros resultados concuerdan con este último estudio, también realizado en 

oVEs. Una vez más se demuestra que cada método de aislamiento de VEs y cada 

muestra de origen tienen particularidades relevantes que deben tomarse en 

consideración para posteriores aplicaciones. Cabe esperar que nuevas mejoras en los 

protocolos y, principalmente, una mayor coordinación entre diversos laboratorios, 

contribuyan a reducir aún más la diversidad de resultados inherente a la metodología. 

Finalmente, otra de las técnicas evaluadas en oVEs obtenidas mediante SEC 

ha sido la presencia e identificación de RNA mediante NGS. Estas técnicas han 

emergido recientemente como herramientas de secuenciación que permiten investigar 

un elevado número de muestras. Su principal ventaja es que permiten secuenciar 

mezclas complejas de material genético de contenido desconocido. A diferencia de los 

arrays esta técnica no está sesgada por las sondas elegidas, permitiendo la detección 

de todo el contenido de RNA presente en la muestra. Sin embargo, las técnicas de 

secuenciación masiva presentan limitaciones, especialmente cuando el contenido de 

material genético en la muestra es escaso. En estas técnicas la proporción de 

RNA/reactivo es un punto crítico en la generación de las librerías.  

Actualmente existen pocos estudios de NGS del contenido de los oEXs. Sin 

embargo, los estudios realizados coinciden en detectar la presencia de RNA no 

codificante (rRNA, tRNA…) (60-80% del material detectado) así como la presencia de 

miRNAs (30% aproximadamente) y mRNA, lnRNA en pequeñas proporciones (1-5%) 

(Cheng et al. 2013; Miranda et al. 2014; X. Li and Zhuang 2014). Estos resultados 

difieren de lo publicado en VEs de otros fluidos biológicos como p.e suero o 

sobrenadantes de cultivos celulares donde aparentemente la proporción de rRNA es 

menor (Crescitelli et al. 2013; Huang et al. 2013). En nuestro caso, dada la reducida n 

y la aparente contaminación de una de las muestras por una bacteria del tracto 

urinario, no es posible describir las proporciones de RNA presente en las oVEs.  

En nuestro caso, el protocolo de NEBNext seguido de selección en gel de 

agarosa, y a pesar de haber sido adaptado, no fue capaz de generar librerías que 

rindieran resultados durante la secuenciación. Este resultado no concuerda con 
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estudios recientes, en los que este protocolo ha sido el más eficiente y reproducible en 

generar librerías a partir de RNA vesicular en muestras de saliva (F. Li et al. 2018). En 

nuestra opinión, el protocolo de NEBNext presenta una elevada concentración de 

primers y adaptadores, en contraposición a la baja concentración de RNA presente en 

las oVEs, que han favorecido la aparición de dímeros de aquellos, impidiendo que se 

pudiesen obtener resultados de la secuenciación. No obstante, un aumento de la 

dilución de los reactivos podría solventar este problema. 

Por otro lado, el método TruSeq nos ha permitido generar las librerías de 

secuenciación y obtener resultados interpretables de miRNAs, algunos de ellos ya 

descritos en oVEs (como por ejemplo la familia del miR-10).  

En resumen, este estudio demuestra que las oVEs pueden aislarse de orina 

concentrada mediante cromatografía de exclusión por tamaño eliminando 

considerablemente la presencia de contaminantes proteicos solubles. Las oVEs 

eluyen en fracciones tempranas, antes de la aparición de las proteínas solubles y son 

aptas para los posteriores análisis -ómicos. Además de la ventaja de un tiempo de 

procesamiento limitado (80 min), esta tecnología puede ser semi-automatizada y 

adaptada a los laboratorios diagnósticos. Por otro lado, hemos establecido que en 

nuestro caso el método miRCURY parece obtener el mejor rendimiento en la 

extracción de miRNAs de oVEs y permite el análisis del contenido de RNA mediante 

NGS.





 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. OBJETIVO 2: DESCRIBIR EL PERFIL 

MOLECULAR DE LAS oVEs DE DONANTE DE 

RIÑÓN: DONANTE VIVO Y DONANTE 

CADÁVER. COMPARACIÓN CON LOS 

RESULTADOS OBTENIDOS DE oVEs DE 

PACIENTES TRASPLANTADOS NORMO-

FUNCIONALES.
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4.1. Introducción 

La BR es el único método que permite el diagnóstico de la patología renal, 

aunque es una técnica invasiva, poco reproducible y con escaso valor predictivo. Sin 

embargo, la BR, junto con las pruebas de imagen, es la única técnica que permite 

analizar la calidad del órgano directamente. De hecho, la BR está recomendada en los 

DCCE. A pesar de que existe un “score” específico para la BR pre-implantacional, 

actualmente, el uso de la BR preimplantacional está siendo muy cuestionado (Tavares 

Da Silva et al. 2014; C. J. Wang et al. 2015). 

Por este motivo, la búsqueda de nuevas fuentes de BM que permitan clasificar 

el estado del órgano pre y post-trasplante es una de las prioridades actuales en el 

campo de TR. En este sentido los cambios en el contenido de las oVEs son una 

potencial fuente de BM, tal y como ha quedado reflejado en el apartado 1.3. No 

obstante existe muy poca información sobre el contenido específico fisiológico de las 

oVEs, especialmente en el campo de la donación de riñón. Hasta la fecha no existe un 

estudio que compare el contenido de oVEs de los diferentes tipos de donantes (vivo y 

cadáver), ni de las diferencias de estos con los pacientes trasplantados normo-

funcionales. En este sentido, describir el contenido de las oVEs en estos tres tipos de 

situaciones es relevante para analizar sus diferencias en condiciones funcionales y 

poder establecer una composición básica desde donde poder abordar futuros 

estudios. 

4.2. Material y métodos 

Los protocolos aplicados en este estudio fueron aprobados por el comité ético 

del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol. Todos los voluntarios dieron su 

consentimiento, de acuerdo a la declaración de Helsinki. En el caso de los DC se 

siguieron los procedimientos marcados por la ONT y el consentimiento se obtuvo del 

familiar adecuado en cada caso. El cálculo del tamaño de muestra se estimó en base 

a publicaciones previas (de Menezes-Neto et al. 2015; Carreras-Planella et al. 2017). 

4.2.1. Recogida de la muestra 

Se recogió la primera micción del día de los DV (n=5) antes de la nefrectomía y 

de los pacientes trasplantados normo-funcionales (n=8). En el caso de los DC (n=7), la 

muestra de orina se recogió directamente del catéter 6 horas antes de la nefrectomía. 

Todas las muestras se centrifugaron inmediatamente a 600 g 15 min para eliminar los 
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restos celulares y se congelaron a -80ºC en presencia del inhibidor de proteasas 

AESBF (0,138 mg/mL). 

4.2.2. Aislamiento de oVEs 

El pre-procesamiento de la orina, así como la concentración de la orina y la 

SEC, se realizaron siguiendo la misma metodología que en los apartados 3.2.1 y 3.2.2 

del objetivo 1. En las fracciones de cromatografía se analizaron los marcadores de 

VEs CD63 y CD9 mediante citometría de flujo. De cada muestra, las 3 fracciones con 

mayor MFI para ambos marcadores se seleccionaron para realizar un pool de oVEs 

(1,5 mL). 

4.2.3. Análisis de las oVEs  

La concentración de proteína de la orina concentrada, y de las fracciones 

recogidas se midieron mediante la técnica de BCA (ThermoFisher). La curva estándar 

se realizó con BSA (Sigma-Aldrich).  

El estudio del tamaño y concentración de VEs se ha realizado mediante NTA 

en las mismas condiciones que en apartado 3.2.3.4.  

4.2.4. Caracterización del contenido de miRNAs de las oVEs mediante 

NGS 

En base a los resultados del Objetivo 1 se seleccionaron los métodos de 

extracción de RNA y NGS. Brevemente, la extracción de RNA se realizó con el kit 

comercial miRCURY, siguiendo las recomendaciones del fabricante y las 

modificaciones descritas en la bibliografía (Channavajjhalaa et al. 2014). Después se 

concentró el RNA mediante precipitación con glucógeno y se realizó la librería de 

secuenciación utilizando el protocolo de TruSeq small RNA. Todos estos pasos se 

encuentran detallados en el material y métodos del apartado anterior (apartado 

3.2.3.7) 

La secuenciación de las librerías se realizó en el secuenciador HiSeq2500. En 

dicho secuenciador se cargó un pool equimolar de todas las muestras, para proceder 

a la secuenciación usando el programa de generación de clusters TruSeq paired-end 

(2*75; v3 cBOT).  

Los análisis cualitativos se realizaron sobre los datos crudos. La presencia de 

un miRNA se dio por válida cuando se detectaron al menos 5 lecturas del mismo. En 

los análisis cuantitativos se utilizaron las lecturas normalizadas en base al protocolo 

DESeq2 (Love, Huber, and Anders 2014). Este método tiene en cuenta la dispersión y 
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las lecturas totales de la muestra, entre otros parámetros, para realizar la 

normalización y el posterior análisis de expresión diferencial de los miRNAs. 

Los análisis posteriores se realizaron con el InteractiVenn 

(http://www.interactivenn.net/) para los diagramas de Ven, la herramienta de predicción 

de dianas miRBD (www.mirdb.org/), el programa FunRich v3 (Pathan et al. 2015) para 

los análisis comparativos de Gene Ontology (GO) y las bases de datos de VEs: 

Exocarta, Vesiclepedia y EVpedia. 

4.2.5. Caracterización proteica de las oVEs mediante cromatografía 

líquida –espectrometría de masas 

El contenido proteico de las oVEs se analizó mediante cromatografía líquida 

seguida de espectrometría de masas. Brevemente, las proteínas de los pools de oVEs 

se desnaturalizaron con SDS al 0.1%, se redujeron con DTT 10 mM, se alquilaron con 

iodoacetamida 55 mM y se precipitaron y lavaron con tricloroacético al 10% y acetona 

al 100%. Finalmente se reconstituyeron con urea 1.6 M y se digirieron durante más de 

16 horas utilizando LisinaC y tripsina. Las muestras digeridas se inyectaron en un 

Orbitrap Xl (ThermoFisher).  

Los datos obtenidos se procesaron con el Proteome Discoverer (v2.0) que 

utiliza el motor de búsqueda Mascot (www.matrixience.com) contra la base de datos 

SwissProt de Homo sapiens (Octubre de 2015). Los péptidos obtenidos se filtraron 

admitiendo un 5% de tasa de error (False Discovery Rate).  

Los análisis proteómicos se realizaron con el Software Perseus v1.5.8.5. Para 

dichos análisis solo se tuvieron en cuenta las proteínas detectadas con al menos dos 

péptidos únicos y se excluyeron aquellas proteínas consideradas contaminantes como 

la THP o las queratinas.  

Los diagramas de Venn se realizaron con el software InteractiVenn 

(http://www.interactivenn.net/) y, el programa FunRich v3 (Pathan et al. 2015) se utilizó 

en los análisis comparativos de GO. Los análisis de redes funcionales se realizaron 

con la herramienta STRING (https://string-db.org/). 

4.2.6. Estudio piloto sobre el patrón de glicosilación de las oVEs de 

pacientes de ERC y Donantes  

Con el fin de realizar un estudio piloto sobre los patrones de glicosilación de las 

oVEs aisladas mediante SEC, se seleccionaron 10 muestras: 5 de donantes (3 DV y 2 

DC) y 5 pacientes de los cuales 4 estaban diagnosticados (mediante BR) de FIAT y 

uno de glomerulonefritis. 

http://www.interactivenn.net/
http://www.mirdb.org/
http://www.matrixience.com/
http://www.interactivenn.net/
https://string-db.org/
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El estudio de los patrones de glicosilación se realizó mediante ELISA, en el 

Instituto para la aplicación de la Energía Nuclear (INEP), Belgrado (Serbia), y bajo la 

supervisión de la Dra. Maja Kosanovic, quien describió el método (Kosanović and 

Janković 2014). En dicho ensayo, las oVEs se inmovilizan en una fase sólida (2 H a 

temperatura ambiente) previamente recubierta de poli-L-lisina (4ºC durante más de 16 

H). Tras realizar tres lavados con 300 µL de PBS (0,05 M, pH 7,2), se bloqueó con 

BSA al 1% (1,5 H a temperatura ambiente). Después de un lavado, las lectinas 

biotiniladas (0,5 µg/ml) se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y se 

procedió a un lavado en las mismas condiciones que los anteriores. El complejo 

Avidina/biotina-HRPO (VECTA-STAIN ABC KIT) se incubó durante 30 minutos a 

temperatura ambiente, posteriormente se añadió el sustrato TMB/H2O2 y la reacción se 

detuvo con ácido sulfúrico 2 N. La lectura de las densidades ópticas se realizó a 450 

nm en un espectrofotómetro Wallac 1420 Multilabel counter Victor3V (Perkin Elmer, 

Waltham, MA). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y se incluyeron 

ensayos de inhibición específicos necesarios. 

 El análisis realizado incluyó un panel de 13 lectinas: Concanavalina A, WGA, 

s-WGA, RCA, SNA, MAL II, PHA-E, PHA-L, UEA, AAA, PNA, VVL y DBA.  
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4.3. Resultados 

4.3.1. Análisis comparativo del contenido de oVEs de donantes vivos, 

donantes cadáver y pacientes trasplantados normo-funcional 

4.3.1.1. Datos clínicos y epidemiológicos de los donantes vivos y los 

donantes cadáver 

Se seleccionaron un total de 5 donantes vivos de riñón (DV) y 7 donantes de 

órganos cadáver (DC). El grupo de los DV incluye dos hombres y tres mujeres; con 

una media de edad de 57 años (rango de edad entre 45 y 69 años). Uno de los 

donantes recibía medicación para el hipotiroidismo (Levotiroxina) y la dislipemia 

(estatinas) (Tabla 6). Los parámetros básicos medidos (eTFG y creatinina, entre otros) 

revelaron una función renal normal. En ningún caso se detectaron patologías 

adicionales. El tiempo medio de isquemia fría en el grupo DV fue de 2,4 horas (rango 

2-4 horas). 

Las muestras de orina se recolectaron a primera hora de la mañana antes de la 

nefrectomía. Tras la cirugía, los DV se monitorizaron entre 12 y 36 meses, y hasta la 

fecha todos ellos muestran una función renal normal. 

El grupo DC incluye tres hombres y cuatro mujeres con una media de edad de 

67 años (rango de edad entre 49-84 años). Las principales causas de la muerte fueron 

accidente cerebro vascular, trauma, tromboembolismo pulmonar y evento cardiaco. La 

mayoría de los DC tomaban múltiples tratamientos farmacológicos. La variabilidad de 

las características clínicas de los DC es un reflejo del estado actual de la donación de 

órganos en cuanto a donante cadáver se refiere. La mayoría de los DC recibieron el 

tratamiento estándar farmacológico para mantener la presión arterial y preservar la 

funcionalidad de los órganos (detallado en la Tabla 6). Cuatro de los DC mostraban 

dislipemia, mientras que los niveles de creatinina oscilaban entre 0,8-3,41 mg/dL 

(Rango de normalidad 0,7-1,3 mg/dL). Se realizaron 6 biopsias renales usando el 

score de Remuzzi para evaluar la histopatología (Remuzzi et al. 2006). Los injertos 

tenían un score entre 2 y 5 (sobre un total de 12), y todos ellos fueron aceptados para 

TR. El tiempo medio de isquemia fría en este grupo fue de 18,5 horas (rango 13-22 

horas). Las muestras de orina de los DC se obtuvieron del catéter seis horas antes de 

la cirugía.  
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Uso Edad Género HTA DM2 DLP CrSrm 

(mg/dL) 

Score de 
Remuzzi Otros 

Causa 
de la 

muerte 
Fármacos 

Fármacos 
administrados en la 

UCI RD LD 

D
o

n
a

n
te

 v
iv

o
 

1 P,T 45 F - - - 0,7 - - - - - - 

2 P,T 60 F - - - 0,98 - - - - - - 

3 P,T 69 M - - - 0,63 - - - - - - 

4 P,T 55 M - - Si 0,93 - - Hipotirodismo - simvastatina, Levotiroxina - 

5 P,T 57 F - - - 1,02 - - - - - - 

D
o

n
a

n
te

 C
a

d
á

v
e

r 

1 P, T 70 F Si - Si 0,8 3 3 - CVA Olmesartan, Lormetazepam noradrenalina, 
furosemida 

2 P, T 66 F - Si - 0,8 5 5 Obesidad Ictus metformina, insulina clopidogrel, amoxicilina-
clavulánico 

3 P,T 84 F Si - Si 1,5 4 5 - CVA 
bisoprolol, torasemida, 
lorazepam, sertralin, 

simvastatina 
- 

4 T 76 M Si Si Si 1,8 4 4 - Trauma 

Triflusal; enalapril; Metformina; 
Gliclazida; Ezetimibe; Alopurinol; 

Glucosamina; Tenoxicam; 
Omeprazol 

manitol, actocortina, 
noradrenalina, 

5 T 56 M Si - - 1,56 2 - - Evento 
cardiaco 

Losartan, Atorvastatin, 
fenofibrate 

propofol, 
atropina,midazolam, 

noradrenalina 

6 P 49 M - - - 3,41 2 2 Quiste óseo PTE oxcarbazepina, diazepam, 
Celecoxib. Adrenalina 

7 P 73 F - - Si 0,73 3 2 Osteoporosis Ictus Calcio Noradrenalina 

 
Tabla 6: Resumen de las características clínicas y epidemiológicas de los donantes seleccionados. 

V: Varón; M: Mujer; HTA: Hipertensión; DM2: diabetes mellitus tipo 2;  DLP: dislipemia; CVA: accidente cerebrovascular; PTE Trombo-embolismo pulmonar, 

P: estudio proteómico y T: estudio transcriptómico. 
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4.3.1.2. Trasplante renal y supervivencia del injerto tras el trasplante 

Este estudio piloto está basado en una cohorte de 12 donantes (5 DV y 7 DC). 

Dos órganos provenientes de los DC no se trasplantaron debido a un trombo-

embolismo (1 órgano) y a una decisión intra-operatoria de los cirujanos (1 órgano), así 

finalmente se realizaron un total de 17 trasplantes (5 DV y 12 DC) (Tabla 7). En los 

receptores de los DV la función renal se estabilizó de mediana en el día 5,5 (Rango 5-

8 días) mientras que en los receptores de DC se estabilizó en el día 17,5 de mediana 

(Rango 6-30 días). De todos los órganos trasplantados, un paciente (injerto del DC7) 

presento función retardada del injerto y otro (injerto del DV4) no fue funcional debido a 

un rechazo celular agudo. Otro paciente (injerto del DC6) desarrolló un rechazo celular 

agudo, probablemente causado por una falta de adherencia al tratamiento 

inmunosupresor (Tabla 8). Adicionalmente, dos pacientes necesitaron una BR dónde 

se diagnosticó toxicidad renal por anti-calcineurínicos y fibrosis intersticial-atrofia 

tubular respectivamente. En ninguno de los casos estudiados se detectó rechazo 

crónico humoral. Los detalles individuales de cada injerto pueden encontrarse en la 

Tabla 8. 

Un año post-TR, 4 de los 5 injertos (80%) de los DV y 11 de los 12 injertos 

(91,7%) de los DC continuaban funcionales. Los niveles de creatinina sérica se 

encontraban entre 1,1 y 1,2 mg/dL en los receptores de DV y entre 1,01 y 2,6 mg/dL 

(Rango de normalidad 0,7-1,3 mg/dL). 

 

 
DV DC 

Muestra de orina n=5 n=7 

Riñones disponibles para el TR n=5 n=14 

Riñones trasplantados n=5 n=12 

Órganos funcionales  

(1 año post-TR) 
n=4 n=11 

 
Tabla 7: Caracterización de las muestras 

Resumen del tamaño los grupos donante vivo (DV) y donante cadáver (DC) desde la 

recogida de la muestra de orina pre-nefrectomía hasta el estado del TR. 
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Donante Uso 
TIF 

(horas) 

Incompatibilidad TR 
previos 

DSA IS FRI RAC RCH BR 
FRE 

(días) 

CrSrm 

A B DR (mg/dL) 

DV1 P, T 2 0 0 0 1 - P, B, FK, MMf - - - - 5 1 
DV2 P, T 2 1 1 1 - - P, B, FK, MMf - - - - 6 1,2 
DV3 P, T 2 1 1 2 - - P, B, FK, MMf - - - - 8 1,14 
DV4 P, T 2 1 1 1 - - P, B, FK, MMf Si Si - RAC - - 
DV5 P, T 4 1 2 1 - - P, B, FK, MMf - - - - 5 1,19 

DC1 
P,T 20 2 2 1 - - P, FK, MMf - - - - 14 1,82 
No trasplantado       

DC2 
P,T 18 2 2 1 - - P, B, FK, MMf - - - - 20 1,77 

 22 0 0 1 - - P, B, FK, MMf - - - - 15 1,23 

DC3 
P,T 18 1 1 1 - - P, FK, T, everolimus - - - - 7 1,45 
No trasplantado       

DC4 T 
20 1 1 1 - - P, B, FK, MMf - - - TCN 15 1,67 
15 1 2 1 - - P, B, FK, MMf - - - NTA, FIAT 6 2,6 

DC5 T 
20 1 2 2 - - P, B, FK, MMf - - - - 9 1,64 
17 1 1 1 - - Ecu, P, FK, MMF, Ti - - - - 24 1,39 

DC6 P 
13 2 2 1 - - P, B, FK, MMf - Si - RAC 24 1,03 
22 1 1 1 - Si P,FK; MMf, Ti - - - - 25 1,16 

DC7 P 
17 2 2 1 - - P, B, FK, MMf Si - - - 30 1,01 
20 1 1 1 - - P, B, FK, MMf - - - - 30 1,01 

 
Tabla 8: Resumen de las características de los TR realizados 

En esta tabla se resumen las principales características de los TR realizados: incompatibilidades HLA, Anticuerpos específicos del donante (DSA), 
tiempo de isquemia fría (TIF), trasplantes previos (TR) tratamiento inmunosupresor (IS), función retardada del injerto (FRI), resultados de la biopsia renal 
(BR), tiempo en alcanzar una función renal estable (FRE, mediana) y creatinina sérica (CrSrm).  
RAC: Rechazo agudo celular, RCH: rechazo crónico humoral, P: prednisona, FK: Tacrolimus, MMf: mofetil micofenolato, B: Basiliximab, Ecu: Eculizumab; Ti: 
timoglobulina, NTA: necrosis tubular aguda, FIAT: fibrosis intersticial y atrofia tubular, AS: arterioesclerosis, P: estudio proteómico y T: estudio 
transcriptómico. 
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4.3.1.3. Datos clínicos y epidemiológicos de los pacientes trasplantados 

normo-funcionales 

En el estudio del perfil de las oVEs de pacientes trasplantados normo-

funcionales se seleccionaron 8 pacientes trasplantados cuya función renal se mantuvo 

estable al menos durante el último año (normo-funcionales; FRN). Se consideró que 

un paciente trasplantado mantenía la función renal estable cuando la CrSrm, el eTFG 

y la proteinuria se mantenían estables en el momento de la recogida de la muestra 

inicial, a los 6 meses y a los 12 meses. 

Este grupo consta de 4 hombres y 4 mujeres, con una media de edad de 58 

años (Rango: 42-69 años). La mayoría de ellos (7/8) habían recibido un TR de 

donante cadáver. Ninguno de ellos sufría DM y 6/8 presentaban hipertensión arterial. 

El tiempo medio transcurrido desde el TR era de 9 años (Rango: 2-15 años). En el 

momento de la recogida de la muestra el tratamiento inmunosupresor era prednisona, 

tacrolimus y micofenolato mofetil en 7 de los pacientes (Tabla 9).  

Las patologías de base de los pacientes eran igualmente variadas: 2 no 

estaban filiadas, 3 estaban diagnosticados de nefropatía IgA, 1 de poliquistosis renal, 

1 de glomeruloesclerosis segmentaria y focal y 1 de nefritis túbulo intersticial crónica. 

Los valores de CrSrm en la recogida de las muestras eran normales, y el 

filtrado glomerular superior a 60 ml/min/m2, excepto en un caso que era de 50 

ml/min/m2; por lo que no se realizaron BR en ninguno de los pacientes. Los detalles 

individuales de cada paciente se encuentran recogidos en la Tabla 9. 

. 
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Tabla 9: Resumen de datos clínicos y epidemiológicos de los pacientes trasplantados normo-funcionales  

V: Varón; M: Mujer; HTA: Hipertensión; DM2: diabetes mellitus tipo 2; eTFG: tasa de filtrado glomerular estimada en la recogida de la muestra; eTFG6: eTFG 
a los 6 meses; eTFG 12: FG a los 12 meses; Srm Cr: Creatinina sérica; GESiF: Glomeruloesclerosis segmentaria y focal; NIgA: Nefropatía IgA; PQR: 
Poliquistosis renal; NTIC: Nefritis túbulo intersticial crónica; Tto IS: tratamiento inmunosupresor; P: Prednisolona; FK Tacrolimus; MMf: mofetil micofenolato. 

 
Edad Sexo eTFG eTFG6 eTFG12 CrSrm HTA DM2 TR 

Origen 
órgano 

Pat de 
base 

Tto IS Otros 

FRN1 59 V 60 63 61 1,18 si no 2013 DC GESiF P, FK, MMf  

FRN2 64 M 64 62 65 1,18 - no 2004 DC NIgA P, FK, MMf Neoplasia de 
mama 

FRN3 65 V 90 90 90 0,82 si no 2000 DC NIgA P, FK, MMf Esquizofrenia 

FRN4 45 M 62 84 87 1,08 si no 2006 DC No filiada P, FK, MMf  

FRN5 42 V 90 90 90 0,84 si no 2000 DC NIgA P, FK, MMf  

FRN6 57 V 74 90 84 1,18 si no 2002 DC PQR P, MMf  

FRN7 65 M 72 77 74 0,85 - no 2010 DC NTIC P, FK, MMf  

FRN8 69 M 49 49 38 1,14 si no 2011 DV No filiada P, FK, MMf  
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4.3.1.4. Aislamiento y caracterización de las oVEs 

Las oVEs se aislaron mediante la metodología descrita en el apartado material 

y métodos del objetivo 1. Esta metodología permite el enriquecimiento de oVEs sin 

contaminación de las proteínas solubles. En primer lugar se analizó la MFI más 

elevada de las fracciones de cromatografía CD63+CD9+, sin encontrarse diferencias 

estadísticamente significativas entre los tres grupos. Aunque, si parece detectarse una 

mayor dispersión intragrupo en los DV y DC en la expresión de CD63, que no se 

detecta en el CD9 (Figura 20). 

Las 3 fracciones de cromatografía CD63+CD9+ con mayor MFI se utilizaron 

para obtener un pool hasta un volumen de 1.5 mL, todos los experimentos de ómicas 

se realizaron en dichos pools de oVEs. 

 

 

Figura 20: Expresión de los marcadores de VEs CD63 y CD9 en los donantes vivos, 
donantes cadáver y pacientes trasplantados normo-funcionales. 

Las fracciones eluidas con mayor mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) para 
los marcadores CD63 (izquierda) y CD9 (derecha) se muestran en esta figura. No se han 
detectado diferencias significativas entre los grupos de donantes vivos (DV, n=10), donantes 
cadáver (DC, n=10) ni con los pacientes trasplantados normo-funcionales (FRN, n=8). 

 

4.3.1.5. Análisis del contenido de RNA de las oVEs de donantes vivos, 

donantes cadáver y pacientes trasplantados normo-funcionales 

Se seleccionaron 5 muestras de los DV, 5 de los DC y 8 de los FRN para 

analizar el contenido de miRNAs. Inicialmente, se realizó una electroforesis del 

contenido de RNA mediante Bioanalyzer 2100, detectándose la presencia de small 

RNA en todas las muestras. Se identificaron dos tamaños de RNA mayoritarios, el 

correspondiente a miRNAs (alrededor de 20 nts) y RNA de unos 60 nts. Por otro lado, 

se observó una gran variabilidad en la cantidad de RNA entre las muestras, 

independientemente del grupo al que pertenecieran.  
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Debido al perfil rico en miRNAs y small RNA, el protocolo se optimizó para 

analizar específicamente las secuencias de miRNAs (15-30 nts) y small RNA (60 nts). 

Utilizando esta aproximación, los resultados muestran que en torno al 30% del RNA 

total detectado son miRNAs mientras que el 70% restante se distribuye entre otras 

especies de RNA: transferencia (20%); no mapeados (15%), sin sentido (10%) y 

ribosomal (<10%), entre otros. Dada la relevancia de los miRNAs en la regulación 

génica los análisis posteriores se centraron en este tipo de RNA. 

El análisis de correlación de Pearson de las lecturas obtenidas mediante NGS 

demostró una alta correlación entre las muestras, independientemente del grupo al 

que pertenecieran (R de Pearson 0.93 ±0.01). En el análisis cualitativo posterior se 

incluyeron los miRNAs que presentaban 5 o más lecturas. A continuación, se 

seleccionaron los miRNAs que estaban presentes en todas las muestras del mismo 

grupo, obteniendo así un perfil general del contenido de cada grupo. Estos miRNAs se 

contrastaron contra los de los demás grupos con el fin de detectar los miRNAs 

exclusivos de cada uno de ellos (Figura 21).  

 
Figura 21: Diagrama de Venn del contenido de miRNAs de los donantes y los pacientes 
trasplantados normo-funcionales 

Los miRNAs presentes en todas las muestras de un mismo grupo y con 5 lecturas o 
más se analizaron mediante el diagrama de Venn. De esta forma se analizaron 271 secuencias 
de los Donantes vivos (DV, naranja); 212 de los Donantes en muerte encefálica (DC, verde) y 
138 de los pacientes con función renal conservada (FRN, azul). 

 

Bajo estas condiciones, se identificaron 136 secuencias presentes en todas las 

muestras, de las cuales 46 estaban altamente expresadas y habían sido previamente 

descritos en las bases de datos específicas de VEs (Kalra et al. 2012; Kim et al. 2015; 

Keerthikumar et al. 2015). Además, se ha identificado un miRNA altamente expresado 

(miR-151b, >4000 lecturas en todas las muestras) que solo estaba descrito en VEs de 

una línea celular de cáncer colorrectal (H. Ji et al. 2014) pero no en oVEs.  
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Por otro lado, un 6,3% (n=10) de miRNAs presentes en todas las muestras no 

se habían descrito previamente en las bases de datos específicas de oVEs (Julio 

2017) (Tabla 10); estos miRNAs se analizaron con la herramienta de predicción de 

dianas (mirdb.org/miRDB/). La mayoría de estos miRNAs están relacionados con 

canales de iones o agua (SCL, AQ) y proteínas de regulación del ciclo celular (p.e 

ciclinas). 

 

ID miRNA 

hsa-miR-7977 

hsa-miR-1260a 

hsa-miR-210-5p 

hsa-miR-653-5p 

hsa-miR-3605-3p 

hsa-miR-203a-3p 

hsa-miR-888-5p 

hsa-miR-152-3p 

hsa-miR-874-3p 

hsa-miR-598-3p 

 
Tabla 10: miRNAs no descritos en las bases de datos de VEs 

Listado de miRNAs descritos en oVEs mediante SEC, compartidos por los tres grupos 
analizados (DV, DC y FRN), y que no se han encontrado descritos en las bases de datos de 
VEs (EVpedia, Exocarta y Vesiclepedia). 

 
Mediante la misma herramienta de predicción de dianas mencionada se 

analizaron los miRNAs identificados exclusivamente en los DV (n=65, 47,4%), DC 

(n=7, 3%) y FRN (n=1, 0,007%). Se identificaron un total de 2879 genes (Score ≥90%) 

en el grupo DV, 347 genes en el grupo DC y 1 gen en el grupo FRN. El análisis de GO 

sobre los potenciales genes implicados muestra que en los DV estos genes están 

principalmente relacionados con la regulación y metabolismo de los nucleósidos, 

nucleótidos y ácidos nucleicos (p<0,01), transducción de señales (p<0,001), 

comunicación celular (p<0,001) y transporte (p<0,001). En los DC los genes diana 

también estaban relacionados con la regulación y metabolismo de los nucleósidos, 

nucleótidos y ácidos nucleicos (p<0,01) y la transducción de señales (p<0,001). 

Además, en los DC estos genes también regulan la expresión génica y las 

modificaciones epigenéticas (p<0,01). 

En relación al grupo FRN, solamente el gen BLCAP, diana del miR-7706, 

cumplía los criterios marcados. Este gen está relacionado con la estimulación de la 
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apoptosis y actualmente se está estudiando su implicación en procesos tumorales 

(Gromova, Svensson, and Gromov 2017; W. Chen et al. 2017). 

Con el fin de esclarecer si estas mínimas diferencias halladas constituían un 

perfil diferencial se realizó un análisis de agrupación jerárquico, que no detectó ningún 

patrón de agregación (Figura 22). De hecho, el análisis de expresión diferencial 

realizado muestra un único miRNA expresado diferencialmente entre DV y DC (miR-

326 p<0,05) (Figura 23).  

 
Figura 22: Análisis de agrupación jerárquica del contenido de RNA vesicular 

Los resultados de NGS normalizados mediante el procedimiento DeSeq2 se analizaron 
con el fin de identificar patrones de agregación entre donante vivo (DV), donante cadáver (DC) 
y los pacientes trasplantados normo-funcionales (FRN). La escala de color muestra en verde 
los miRNAs menos expresados y en rojo los sobre-expresados. 
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Figura 23: Volcano plot del contenido de RNA vesicular 

Los resultados de NGS normalizados mediante el procedimiento DeSeq2 se analizaron 
con el fin de identificar miRNAs diferencialmente expresados entre los donantes vivos (DV), 
donantes cadáver (DC) y los pacientes trasplantados normo-funcionales (FRN). En el eje de las 
Y se representa el –Log p y en el eje de las X la diferencia de expresión (difference) entre los 
grupos. La flecha señala el miRNA-326 (p<0,05). 

 

4.3.1.6. Análisis del contenido proteico de las oVEs de donantes vivo, 

donantes cadáver y pacientes trasplantados con función renal estable 

De forma análoga al estudio del RNA, se analizó el contenido proteico de las 

oVEs de DV (n=5), DC (n=5) y FRN (n=7). Desafortunadamente, tres muestras, dos de 

DC y un FRN, mostraban una concentración de proteína muy baja. En el caso de los 

DC, y con el fin de no reducir el tamaño de la muestra, se reemplazaron con 2 nuevas 

muestras, no analizadas previamente por NGS. En el grupo FRN, dado que el tamaño 

del grupo era de 7, no se añadió ninguna muestra. 

Los datos crudos obtenidos se limpiaron de contaminantes presentes como la 

THP o las queratinas. En los análisis posteriores solo se tuvieron en cuenta aquellas 

proteínas identificadas con, al menos, dos péptidos únicos. Bajo estas condiciones se 

detectaron más de 500 proteínas en todos los DV y DC, mientras que en el grupo FRN 
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la cantidad de proteínas identificadas en tres de las muestras fue inferior a 100. Estas 

muestras no se consideraron para los posteriores análisis con lo que el tamaño del 

grupo FRN quedó reducido a sólo 4 pacientes.  

El análisis de correlación de Pearson mostró una baja correlación intra-grupo 

entre los DC (R 0,53±0,17), mientras que era ligeramente superior en los otros dos 

grupos DV (R 0,68±0,04) y FRN (R 0,71±0,06). De forma similar al RNA, se 

seleccionaron las proteínas compartidas por todas las muestras del mismo grupo para 

realizar el perfil general de cada grupo. Bajo estas condiciones, se detectaron 137 

proteínas compartidas entre los DV (Figura 24A), 59 proteínas entre los DC (Figura 

24B) y 95 proteínas comunes a los FRN (Figura 24C). Aplicando estas restricciones se 

detectaron 40 proteínas comunes a todas las muestras. En el grupo DC esto suponía 

el 70% de las proteínas mientras que en el grupo FRN y DV solo representaba el 45% 

y el 29,9% respectivamente. Estos resultados son un reflejo de la alta variabilidad 

hallada en los DC, por lo que se decidió considerar las proteínas compartidas por al 

menos cuatro de los cinco DC estudiados (DC n-1). Aplicando estas condiciones más 

laxas se detectaron 66 proteínas comunes en LD (48,2%), DC (52,6%) y FRN (69,5%) 

(Figura 24D). La gran mayoría de estas proteínas ya habían sido descritas en VEs, 

como la ezrina (EZR), LGALS3B y la familia de las anexinas (ANXA). Además, tal y 

como se esperaba, en este grupo también se detectaron proteínas relacionadas con el 

sistema urinario como la neprilisina (NEP), la aminopeptidasa N (ANPEP), las 

acuaporinas (AQP) y varios trasportadores de iones. 

Las proteínas detectadas exclusivamente en un único grupo se sometieron a 

un análisis de GO basado en los procesos biológicos asociados. Tanto para los DV 

como para los DC estas proteínas representaban aproximadamente el 25% (n=34 en 

DV y DC) de las proteínas comunes; mientras que en los FRN tan solo representaba el 

8% (n=8). En el caso de los DV estas proteínas estaban principalmente relacionadas 

con el metabolismo proteico (p<0,01), mientras que en los DC se centran casi 

exclusivamente en la regulación y metabolismo de los nucleósidos, nucleótidos y 

ácidos nucleicos (p<0,001) y el sistema inmune (p=0,039). Igual que en los DC, en los 

FRN se encontraron sobrerrepresentadas de proteínas asociadas con el sistema 

inmune (p=0,017). 
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Figura 24: Análisis del contenido proteico de las oVEs de donantes vivo y donantes 
cadáver y pacientes trasplantados normo-funcionales.  

Los diagramas de Venn muestran el solapamiento de proteínas detectadas en oVEs 
aisladas mediante cromatografía de exclusión por tamaño. Las figuras A, B y C muestran las 
proteínas presentes en los donantes voluntarios (DV,), donantes cadáver (DC) y pacientes 
trasplantados normo-funcionales (FRN) respectivamente. Por último, el panel D muestra las 
proteínas compartidas por los DV (137 proteínas), los DC (126 proteínas, DC n-1) y los FRN 
(95 proteínas). 

 

Por otro lado, cabe destacar que las proteínas comunes entre DV y DC (21 

proteínas) están relacionadas con el metabolismo (p<0,01) y las vías energéticas 

celulares (p<0,01), mientras que las proteínas comunes entre DC y FRN (5 proteínas) 

comparten proteínas relacionadas con el sistema inmune (p<0,01). Las proteínas 

comunes entre DV y FRN (16 proteínas) están relacionadas con el transporte (p<0,01). 
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Con el fin de discriminar si estas diferencias en el contenido proteico 

constituían un patrón, se realizó un análisis de agrupación jerárquico que no identificó 

ningún perfil específico en los diferentes grupos analizados (Figura 25). Sin embargo, 

el análisis de expresión diferencial sí muestra un grupo de 70 proteínas sobre 

expresadas en los DV respecto de los FRN (Figura 26B). A pesar de que entre el 

grupo DV y DC no se observan diferencias significativas en el nivel de expresión del 

contenido proteico, las diferencias halladas entre DV y FRN no se reproducen entre 

los DC y los FRN (Figura 26A y C).  

Este grupo de 70 proteínas sobre-expresadas en DV respecto de los FRN, se 

analizaron mediante STRING una herramienta de análisis de redes funcionales entre 

proteínas (Figura 27). En los resultados de este análisis destaca la presencia de 

múltiples proteínas relacionadas con el metabolismo del carbono (KEGG1200; 

p<0,001), la glicólisis (KEGG10, p<0,001), la biosíntesis de aminoácidos (KEGG1230, 

p<0,001), y las vías metabólicas (KEGG1100, p<0,001). Estos datos parecen indicar 

que en los FRN las vías energéticas del metabolismo celular podrían estar afectadas. 

 

 

Figura 25: Análisis de agrupación jerárquico en base al contenido proteico de las oVE 
 

Los resultados de proteómica se analizaron con el fin de identificar patrones 
diferenciales entre los donantes (DV y DC) y los pacientes trasplantados normo-funcionales 
(FRN). En la escala de intensidad de expresión se puede ver en verde a las proteínas menos 
expresadas y en rojo las sobre-expresadas. 



  
 

90 
 

 

Figura 26: Volcano plot del contenido de proteína vesicular 

Diagrama de puntos de la expresión diferencial del contenido proteico de las oVEs de 
los donantes vivo (DV) donantes cadáver (DC) y los pacientes trasplantados normo-funcionales 
(FRN). En el eje de las Y se representa r el –Log p y en el eje de las X la diferencia (difference) 
entre los grupos. 
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Figura 27: Análisis de la red de interacciones proteicas 

Las 70 proteínas diferencialmente sobre-expresadas en DV respecto a los FRN se 
estudiaron mediante la herramienta STRING. 
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4.3.2. Caracterización del patrón de glicosilación de las oVEs de 

donantes y pacientes  

Las muestras de oVEs de 5 donantes (3 DV y 2 DC) y 5 pacientes se utilizaron 

para evaluar el patrón de glicosilación de las oVEs aisladas mediante SEC. De los 5 

pacientes (todos ellos diagnosticados mediante BR), 4 estaban diagnosticados de 

fibrosis intersticial y atrofia tubular y 1 de glomerulonefritis membranoproliferativa.  

Dado que la caracterización del método se había realizado con VEs aisladas 

mediante UC (Kosanović and Janković 2014), lo primero que se determinó fue la 

concentración de muestra óptima para el ensayo de unión a lectinas. Según la 

experiencia previa, en las muestras obtenidas por UC la concentración de proteína de 

100 µg/mL era suficiente cantidad para alcanzar la fase de saturación del ensayo. Los 

ensayos de saturación demostraron que en nuestras muestras esta cantidad de 

proteína no era suficiente para alcanzar la saturación del ensayo; las densidades 

ópticas (DO) obtenidas eran demasiado bajas (máximo en torno a 0,3) y muy similares 

a las DO de los ensayos de inhibición realizados (Figura 28 A, B y C). Finalmente, se 

concluyó que en las oVEs obtenidas mediante SEC la cantidad de proteína 

recomendada era de 300 µg/mL (Figura 28D), así como aumentar el tiempo de 

incubación del sustrato a 45 minutos. 

Después de establecer las condiciones óptimas de concentración de proteína 

para este ensayo, se descartaron 3 muestras. Dos muestras de oVEs de donantes 

tenían muy poca cantidad de proteína (aproximadamente 30 µg/mL) y de la muestra 

del paciente 4 no disponíamos de suficiente volumen para realizar el panel completo 

de lectinas (Tabla 11). 

 

 µg/mL  µg/mL 
DV1 503,70 P1 549,19 
DV2 553,23 P2 962,18 
DV3 34,53* P3 681,99 
DC1 30,13* P4 756,68* 
DC2 626,20 P5 1090,46 

 
Tabla 11: Concentración de proteína en las muestras de oVE  

La concentración de proteína de los pools de oVEs se midió mediante el ensayo BCA. 
La curva estándar se realizó con BSA. La concentración de proteína se expresa en µg/mL 
Los * señalan las muestras descartadas. 
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Figura 28: Ensayos de saturación e inhibición de lectinas en oVEs 

Resumen representativo de los resultados de los ensayos de saturación y su 
correspondiente ensayo de inhibición (I) de una muestra de un paciente (P2) y un donante vivo 
(DV2) para las lectinas ConA (panel A y C) y para la RCA (panel B). En el panel D se muestra 
el ensayo de saturación del paciente 2 para la ConA utilizando dos concentraciones iniciales de 
proteína diferentes 100 y 300µg/mL. En todas las gráficas en el eje Y se encuentra 
representada la densidad óptica (DO) y en el eje de las X la dilución de la muestra. En todos 
los casos el PBS se utilizó como blanco de la reacción. 

 

Una vez establecidas las modificaciones necesarias, se realizó el panel de 13 

lectinas mencionado en las 3 muestras de donantes y las 4 muestras de pacientes. En 

general, se puede observar una amplia variación en la unión a lectinas, tanto 

intragrupo como intergrupo. Las lectinas ConA y AAA muestran la mayor unión a las 

oVEs, mientras que las lectinas PNA, VVL, MMA, PHA-L, UEA y DBL muestran una 

unión muy baja. Las lectinas RCA, WGA, s-WGA, PHA-E y SNA muestran una unión 

moderada a las oVEs (Figura 29). 

 Estos resultados muestran que las oVEs presentan en su superficie una 

mezcla variada de glicanos. La unión a ConA revela la presencia de la presencia de N-

glicosilación compleja o de tipo alta manosa. De acuerdo con la unión a PHA-E, el 

core de manosas mostraría una bifurcación de N-aceltiglucosamina. La falta de 

reactividad a la lectina PHA-L demuestra la ausencia de múltiples ramificaciones, de 

esta forma la estructura dominante serían las biantenas. Además la reactividad a WGA 

y s-WGA revelan la presencia de polilactosaminas. Por otro lado, la elevada unión a 
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AAA indicaría la presencia de fucosa bien en el core o en las ramificaciones. Los 

azúcares terminales presentan, según la unión a RCA, SNA y MAA, una combinación 

de azúcares no sialilados y sialilados en forma de enlace α2,6; sin embargo, no se ha 

encontrado evidencia de ácido siálico en unión α2,3. Finalmente, el estudio de la O-

glicosilación con las lectinas PNA, VVL y DBL no muestra la presencia de T, Tn y N-

Acetilgalactosamina α1,3 acetilgalactosmina. 

En cuanto a las diferencias entre los donantes y los pacientes, todas las 

lectinas que reaccionaron altamente o moderadamente sugieren que existe una unión 

diferencial entre las oVEs de los donantes y los pacientes. Todas las lectinas, excepto 

ConA y PHA-E, presentaron DO más elevadas en pacientes que en donantes. No 

obstante al tratarse de un estudio piloto con una n reducida no se ha podido realizar 

un test estadístico. 

 

 

Figura 29: Análisis del patrón de glicosilación de las oVEs mediante ensayo de unión a 
lectinas 

En esta figura se muestra la media y la desviación estándar de los ensayos de unión a 
lectinas. Cada columna muestra la media de la densidad óptica (D.O) para cada lectina con su 
correspondiente desviación estándar. Los pacientes están señalados en azul, mientras que los 
donantes se encuentran señalados en rojo.  
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4.4. Discusión del Objetivo 2 

4.4.1. Análisis comparativo del contenido de oVEs de donante vivo, 

donante cadáver y paciente trasplantado normo-funcional 

En este apartado, el objetivo era caracterizar los miRNAs y las proteínas de las 

oVEs aisladas mediante SEC de donantes de riñón (vivos, DV y cadáver, DC) con el 

fin de obtener un perfil -ómico del órgano previo al TR y compararlo con el perfil de 

pacientes post-TR que mantienen la función renal estable (normo-funcionales). 

Existen múltiples factores que afectan al éxito del TR, independientemente del 

origen del órgano (Port et al. 1993; Ojo et al. 1994; Schnuelle et al. 1998; Guimarães 

et al. 2015). Uno de los factores más importantes en el éxito del TR es el tiempo de 

isquemia fría, generalmente mayor en DC, sin embargo, existe un factor adicional que 

tiene que ser considerado: el estado del órgano antes de la extracción. Dicho estado 

puede verse afectado por factores como la edad del donante, el estado de salud 

general o la causa del fallecimiento entre otros. En este sentido, la cohorte de 

pacientes incluidos en este estudio piloto comparte las mismas características de edad 

y tiempo de isquemia fría que las grandes cohortes de pacientes.  

Actualmente, los criterios de aceptación de un órgano para trasplante se basan 

en los parámetros clínicos e histopatológicos. Estos últimos se obtienen de la BR pre-

trasplante, realizada, solo bajo algunas circunstancias, con el fin de verificar la calidad 

del riñón (p.e DCCE). Con todo, la variabilidad en el muestreo de la biopsia renal y la 

diferencia de criterios en el análisis de la BR pueden llevar a una evaluación sesgada 

de la calidad del órgano (Piovesan et al. 2008; Azancot et al. 2014).  

El uso, cada vez más extendido, de DCCE conlleva que el perfil de los DC este 

evolucionando hacia donantes añosos con patologías crónicas. En este tipo de 

donantes la biopsia pre-TR está altamente recomendada. Sin embargo, la complejidad 

del DCCE y las limitaciones de la BR son un hándicap que obliga a mejorar el análisis 

del riñón pre-TR (Rouchi and Mahdavi-Mazdeh 2016). En este contexto el contenido 

de las oVEs es de potencial interés, tal y como han demostrado múltiples estudios 

(Gamez-Valero et al. 2015; Karpman, Ståhl, and Arvidsson 2017).  

En el caso concreto de los pacientes trasplantados normo-funcionales las BR 

de protocolo están siendo muy discutidas (Thierry et al. 2011; Moulin et al. 2012; 

Abeling et al. 2018), y, en muchos centros, la monitorización de la función renal post-

TR es siempre indirecta, por lo que presenta las limitaciones ya mencionadas. De 

nuevo, el contenido de las oVEs es de potencial interés en la búsqueda de BM que 

indiquen el estado del riñón trasplantado. 
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En nuestro caso, en los parámetros estudiados relacionados con las oVEs, 

como el tamaño, la concentración y la presencia de marcadores clásicos de VE (CD63 

y CD9), no se detectaron diferencias significativas entre los diferentes grupos (DV, DC 

y FRN). Además, en las preparaciones de oVEs de DC no se encontraron 

contaminaciones de cuerpos apoptóticos, los cuales podrían ser marcadores del 

estado inflamatorio producido por la muerte celular (van Der Hoeven et al. 2003; 

Bouma, Ploeg, and Schuurs 2009). En este sentido la ausencia de marcadores de VEs 

plasmáticas (p.e CD5L o la moesina) apoyan que la población de VEs predominante 

es derivada del tracto urinario.  

Dado que, ni en la concentración de VEs ni en las tetraspaninas estudiadas se 

encontraron diferencias entre los DV, DC y FRN, se analizó el cargo en las oVEs. En 

el presente estudio se han detectado 10 miRNAs no descritos previamente en las 

bases de datos de VEs, los cuales actúan principalmente sobre genes relacionados 

con el tracto urinario. Una vez más, la SEC demuestra ser un método robusto para el 

aislamiento de oVEs que posteriormente pueden utilizarse para estudios 

transcriptómicos. 

Centrándonos en el estudio del contenido de RNA vesicular, los miRNAs y, en 

menor medida, los tRNAs son las especies de RNA más abundantes en las oVEs. 

Estos resultados concuerdan con publicaciones previas de oVEs basadas en la UC 

(Cheng et al. 2013) y refuerzan la idoneidad del método utilizado. Dado el papel 

regulador de los miRNAs en la comunicación celular y en la expresión génica, nos 

centramos en el perfil de miRNAs de los DV, DC y FRN.  

El análisis de dianas realizado demostró que aunque DV y DC tienen una 

composición diferente de miRNAs, estos regulan los mismos procesos como el 

metabolismo de nucleósidos, nucleótidos y ácidos nucleicos o la transducción de 

señales. Sin embargo, otros procesos como la comunicación celular o el transporte se 

encuentran representados solo en los DV (Tabla 12). Estos resultados parecen sugerir 

que en los DC y en los FRN estos procesos podrían estar afectados, probablemente 

debido a la muerte encefálica y al tratamiento inmunosupresor respectivamente. Por 

otro lado, en los miRNAs de los DC se detectan dianas relacionadas con la regulación 

de la expresión génica y las modificaciones epigenéticas, nuestra hipótesis es que el 

estrés de la muerte encefálica desencadenaría un aumento de la regulación de la 

expresión génica, aunque el sentido de esta regulación es desconocido. Cabe 

destacar que en los DC no se han detectado dianas que indiquen un perfil inflamatorio 

diferencial respecto a los DV y FRN, en oposición a estudios previos que indican que 

la muerte encefálica desencadena un estado inflamatorio general que también afecta 

al riñón (Bouma, Ploeg, and Schuurs 2009; Ritschl et al. 2016).  
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  miRNA Proteína 

DV 

Regulación y metabolismo de los nucleósidos, 

nucleótidos y ácidos nucleicos** 

 Transducción de señales*** 

Comunicación celular***  

Transporte*** 

Metabolismo proteico** 

DC 

Regulación y metabolismo de los nucleósidos, 

nucleótidos y ácidos nucleicos** 

Transducción de señales*** 

Regulación de la expresión génica y las 

modificaciones epigenéticas** 

Regulación y metabolismo de los 

nucleósidos, nucleótidos y ácidos 

nucleicos** 

Respuesta inmune* 

FRN - Respuesta inmune* 

 
Tabla 12: Resumen de los análisis de Gene Ontology realizados sobre las dianas de los 
miRNAs y las proteínas detectadas exclusivamente en donantes vivos, donantes cadáver 
y pacientes trasplantados normo-funcionales 

Tabla comparativa de los resultados de Gene Ontology basado en procesos biológicos. 
A la izquierda se encuentran los procesos relacionados con los potenciales genes diana de los 
miRNAs (score ≥90%) y a la derecha los procesos relacionados con las proteínas descritas. En 
el grupo FRN el análisis de dianas de los miRNAs detectados (n=8) solamente detectó una 
proteína por lo que no se ha realizado el análisis de Gene Ontology. 
DV: Donante vivo, DC: Donante cadáver, FRN: Paciente trasplantado normo-funcional. 
*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 

 

Es sorprendente que en el caso de los FRN tan sólo un miRNA, miR-7706, 

tuviera una única diana con un score ≥90%. Recientemente, en una línea de 

carcinoma hepatocelular se ha descrito que este miRNA disminuiría la proliferación 

celular (F. Wang et al. 2018). Este resultado podría ser parcialmente explicado por el 

tratamiento inmunosupresor administrado a los FRN que principalmente estimula la 

apoptosis o inhibe la proliferación de los linfocitos y en consecuencia podría explicar el 

aumento de este miRNA. No obstante, dada la complejidad de los procesos de 

regulación de los miRNAs es necesario realizar estudios funcionales para revelar la 

implicación este miRNA en las células del riñón.  

Por otro lado, el miR-326 se encuentra sobrerrepresentado en los DV respecto 

de los DC. Este miRNA se ha detectado en VEs provenientes de una línea celular 

tumoral (Ohshima et al. 2010), en VE de plasma (Huang et al. 2013) y en VEs de 

células endoteliales (B. van Balkom et al. 2015). Una de las dianas de este miRNA es 

el gen BCL-XL, un miembro de la familia BCL-2, que está implicado en mediar la 

apoptosis en las plaquetas humanas (Yu et al. 2015). La disminución de este miRNA 

podría estar asociada a la resistencia a la quimioterapia en el cáncer de pulmón (J. Li 

et al. 2016), un mal pronóstico y metástasis del cáncer gástrico (Y. Li et al. 2015; S. Ji 
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et al. 2017) y del osteosarcoma (Cao, Wang, and Wang 2016). Hasta el momento este 

miRNA no estaba descrito en oVEs y su papel en el tracto urinario es desconocido. 

En conjunto estos resultados parecen indicar que en los FRN y los DC los 

miRNAs que regulan genes implicados en la apoptosis y la supervivencia celular 

estarían afectados, bien por el tratamiento inmunosupresor, bien por la muerte 

encefálica o el tratamiento de soporte respectivamente. 

Centrándonos en el estudio proteómico, el análisis de correlación intragrupo 

demostró una gran variabilidad en la expresión proteica entre los DC, la cual puede 

estar relacionada con factores intrínsecos, como la edad o las enfermedades crónicas, 

o extrínsecos, como la causa de la muerte o el régimen de acondicionamiento del 

donante.  

De forma interesante los DC y FRN comparten algunas proteínas de sistema 

inmune, además de aquellas exclusivas de cada grupo que pertenecen al sistema 

inmune. En el DC estas proteínas del sistema inmune son las defensinas, el C4, y el 

CD14 entre otros, mientras que en los FRN se detectaron defensinas, CD55 y 

dermicidina. Algunas de estas moléculas actúan como antibacterianos naturales como 

las defensinas o la dermidicina, otras están relacionadas con el sistema del 

complemento, C4 y CD55, y con los macrófagos, CD14. Estos resultados podrían 

indicar una activación de las defensas innatas en el caso del DC como respuesta a la 

muerte encefálica y en el caso del FRN como respuesta a un tratamiento 

inmunosupesor que, principalmente, inhibe la proliferación y activación de los linfocitos 

(Tacrolimus y mofetil micofenolato). Es interesante remarcar que esta diferencia tan 

sólo se encuentra en los análisis proteómicos y no en los transcriptómicos (Tabla 12), 

indicando la importancia de realizar ambos análisis que son, en definitiva, 

complementarios. 

Por otro lado, se han detectado 70 proteínas diferencialmente expresadas en el 

DV respecto del FRN. Estas proteínas sobre-expresadas en el DV están relacionadas 

principalmente con el metabolismo celular. Estos resultados podrían ser atribuibles, en 

parte, al tratamiento inmunosupresor. En primer lugar, un estudio clínico en voluntarios 

sanos describe que, incluso bajas dosis de prednisona, el metabolismo de los 

carbohidratos y el sistema endocrino se ven alterados (Short et al. 2004). Y en 

segundo lugar, el tacrolimus, además de interferir en la activación de las células T, 

también se asocia a un mayor riesgo de diabetes, ya que está implicado en la 

destrucción de las células β pancreáticas por interferencia en el flujo de calcio 

mitocondrial (Lombardi et al. 2017). Nuestros resultados están en consonancia con 

dichos estudios e indicarían que el tratamiento inmunosupresor estaría afectando a 

estas vías y podría explicar la diferencia entre los DV y los FRN. 
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Es sorprendente que en los DV se encuentren 70 proteínas sobre-expresadas 

respecto a los FRN, y que no se detecte esta diferencia en los DC, sobre todo 

teniendo en cuenta que los DV y DC comparten 21 proteínas relacionadas 

principalmente con las vías del metabolismo (Figura 24D). En primer lugar, en el 

diagrama de Venn sólo se analizaron cualitativamente (presencia/ausencia) las 

proteínas presentes en al menos 4 de los 5 DC y en todos los DV y FRN; mientras que 

en el análisis de expresión diferencial se analizan cuantitativamente todas las 

proteínas de todas las muestras. Por lo tanto, podríamos asumir que entre los FRN y 

los DC no existe esta expresión diferencial significativa o que dada la baja correlación 

intragrupo dentro del grupo DC necesitaríamos un tamaño de muestra mayor para 

detectar dicha diferencia. 

Actualmente, la mayoría de órganos trasplantados proceden de DC de edad 

avanzada en muerte encefálica. El uso de fármacos y la intervención médica, para 

mantener los DC en condiciones óptimas, podría afectar al riñón (Nemati et al. 2014). 

Nuestros resultados muestran que, antes de la nefrectomía, las oVEs derivadas de DC 

y DV muestran unas diferencias mínimas en su contenido de miRNAs. No obstante, si 

se ha podido demostrar que dos miRNAs que regulan los genes de la supervivencia 

celular y la regulación de la apoptosis muestran una expresión diferente, el miR-326 

está más expresado en los DV respecto a los DC y el miR-7706 que únicamente se ha 

detectado en los FRN.  

Por otro lado, aunque el contenido proteico es muy heterogéneo, 

especialmente en los DC, las diferencias descritas no correlacionan con la 

supervivencia del injerto a corto plazo (1 año post-TR). En relación a este punto sería 

necesario realizar estudios en una cohorte ampliada de donantes con el fin de 

investigar si estas diferencias en las oVEs podrían correlacionarse con alteraciones 

subclínicas en los injertos, como recientemente se ha sugerido utilizando el fluido de 

preservación de los órganos (B. W. M. van Balkom et al. 2017). 

En conclusión, el estudio transcriptómico de los donantes vivos, los donantes 

cadáver y los pacientes trasplantados normo-funcionales revela que no se encuentran 

perfiles diferenciales entre los diferentes grupos. Sin embargo, si se han encontrado 

diferencias en dos miRNAs que regulan la apoptosis y la supervivencia celular. 

Adicionalmente, el estudio proteómico revela que los fármacos inmunosupresores 

alteran la expresión de proteínas del metabolismo en los FRN. No obstante, dado que 

todos los injertos se mantuvieron funcionales, estas diferencias no parecen estar 

relacionadas significativamente con la supervivencia del injerto a corto plazo (1 año). 
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4.4.2. Evaluación del patrón de glicosilación de muestras de oVEs 

obtenidas mediante cromatografía de exclusión por tamaño. 

Las muestras obtenidas mediante la tecnología SEC se han sometido a 

diversas aproximaciones analíticas posteriores. Los resultados obtenidos en los 

ensayos de unión a lectinas apuntan a que la metodología de SEC es apta para 

realizar ensayos de glicosilación de las oVEs. La principal diferencia hallada entre las 

oVEs aisladas mediante SEC respecto al ensayo publicado es que la concentración de 

proteína necesaria en las muestras de oVEs aisladas por SEC y utilizadas para estos 

ensayos es tres veces mayor que las oVEs aisladas mediante UC. De nuevo, este 

dato apoya que las oVEs aisladas por SEC presentan un nivel muy bajo de proteína 

soluble contaminante. 

El patrón de glicosilación revela la presencia de N-glicosilación compleja o de 

alta manosa, con una modificación del core de trimanosas en forma de bifurcación de 

N-acetilglucosamina. Además, la estructura mostraría la baja presencia de 

ramificaciones siendo las biantenas la estructura dominante. También se ha hallado la 

presencia de polilactosaminas. Por otro lado las cadenas terminales han mostrado una 

combinación de sialilación α-2,6 y no-sialilación. Finalmente no se ha hallado O-

glicosilación. Estos resultados concuerdan con los patrones descritos previamente en 

oVEs, excepto el patrón de fucosilación (Gerlach et al. 2013; Kosanović and Janković 

2014). La alta reacción a la lectina AAA apoyaría la presencia de fucosas tanto en el 

core como en las ramificaciones de la estructura principal. Sin embargo, esto 

contradice los hallazgos previos así como los resultados de unión a UEA que muestra 

la ausencia de fucosa con enlaces α 1,2 (Staubach et al. 2012; Kosanović and 

Janković 2014). Esta diferencia podría deberse al método de aislamiento o a la 

limitada n del estudio y debería confirmarse en futuros estudios de n ampliada. 

En relación al estudio comparativo de oVEs de pacientes y donantes sanos, 

hemos podido hallar ciertas diferencias que nuevamente justifican futuros estudios con 

una n ampliada. Para ese propósito las lectinas ConA, PHA-E, RCA, SNA y WGA 

podrían usarse para explorar los cambios patológicos que afecten a la N-glicosilación, 

a la modificación del core de glicanos, la sialilación y la presencia de polilactosaminas 

respectivamente. 

En resumen, hemos realizado el perfil -ómico de los DV, DC y FRN, 

encontrando unas diferencias mínimas en la expresión de los miRNAs, en concreto del 

miR-326 y miR-7706. Por otro lado, el contenido proteico de las oVEs ha revelado que 

las vías metabólicas de los FRN parecen encontrarse alteradas respecto a los DV, 
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probablemente por los efectos sistémicos del régimen IS. No obstante, estas 

diferencias no parecen tener impacto en la supervivencia del injerto. 

Por otro lado, se ha realizado un estudio piloto estudiando los patrones de 

glicosilación de las oVEs y sus posibles alteraciones en la ERC. Detectándose que la 

variación en las modificaciones del core de glicanos y la sialilación, entre otros, 

podrían investigarse en futuros estudios con una n ampliada. Por otro lado, hemos 

descrito la presencia de fucosas en la glicosilación de las oVEs, detectadas como 

ausentes en estudios previos 

.





 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSIÓN GENERAL 
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Desde que las VEs empezaron a ser objeto de interés científico, los esfuerzos 

en investigación se han centrado en su potencial uso como biomarcadores y vehículos 

terapéuticos. Sin embargo, la falta de estandarización en la nomenclatura y en los 

métodos de aislamiento provocó una confusión inicial en los estudios publicados 

(Gould and Raposo 2013). Desde los inicios de la ISEV, los esfuerzos se han centrado 

en la correcta publicación de los métodos usados en la caracterización de las VE 

aisladas por diferentes métodos (Lötvall et al. 2014; Witwer et al. 2017). Las oVEs 

aisladas por UC, agentes agregantes u otros métodos, a menudo presentan 

contaminaciones por albúmina o THP que interfieren en los estudios -ómicos 

posteriores (Salih, Zietse, and Hoorn 2014). En el campo de la patología renal, las 

oVEs han adquirido una gran relevancia, dada la dificultad del estudio directo del riñón 

y las limitaciones de los BM séricos en la monitorización de la función renal. Por estos 

motivos, se ha iniciado una exhaustiva búsqueda de nuevas fuentes de BM de fácil 

aplicación en los laboratorios diagnósticos. 

En consecuencia, la primera parte de esta tesis está centrada en describir un 

método de aislamiento de oVEs con una mínima presencia de contaminantes 

proteicos. Idealmente, este método debe ser semi-automatizable y trasladable al 

laboratorio diagnóstico de rutina. En este sentido, hemos demostrado que la 

metodología SEC es capaz de aislar oVEs de tamaño y composición compatibles con 

EXs. Además, las proteínas solubles fisiológicamente presentes en la orina eluyen en 

fracciones tardías, en contraposición con las oVEs que eluyen en fracciones 

tempranas. 

Por otro lado, la concentración de la orina mediante ultrafiltración antes del 

paso de SEC, ha resultado ser un método robusto para concentrar las oVEs y 

aumentar hasta 100 veces el contenido de las vesículas, sin que la separación por 

cromatografía vea disminuida su capacidad de separar las oVEs de las proteínas 

solubles.  

Este estudio es el primero en reportar la SEC como un método eficiente en el 

aislamiento de oVEs, incluso tras el paso previo de concentración que, además de 

oVEs, también concentra las proteínas solubles. En los últimos años, la SEC y sus 

variantes se han destacado como un método en auge en el aislamiento de VEs, ya 

que las variaciones de la matriz de cromatografía abren infinitas posibilidades para 

mejorar el rendimiento de la técnica (Kosanović et al. 2017; Corso et al. 2017; 

Benedikter et al. 2017; Foers et al. 2018). Tanto es así, que las algunas firmas 

tecnológicas han incorporado recientemente las columnas de SEC en sus catálogos. 

En nuestra experiencia, los cromatógrafos automáticos son una herramienta 

extremadamente útil en el aislamiento de oVEs, ya que aumentan la capacidad de 
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procesamiento de muestras y eliminan la variabilidad inherente entre las columnas 

manuales. La comercialización de columnas conjuntamente con la existencia de 

sistemas de cromatografía automatizados, que regulan la inyección de la muestra, la 

velocidad del flujo y la colección de fracciones, hacen que la transferencia de las oVEs 

de la investigación al diagnóstico clínico este cada día más cerca. 

Así, en respuesta al primer objetivo, hemos descrito la SEC como una 

metodología válida para el aislamiento de oVEs de tipo EXs. En esta técnica, la 

proteína soluble presente en la orina eluye en fracciones tardías, alejadas de los EXs 

que se detectan en fracciones tempranas, incluso en muestras de orina concentradas. 

Adicionalmente, hemos adecuado el método de extracción de RNA y de NGS a las 

características de nuestras muestras. Este esfuerzo de estandarización nos ha 

permitido abordar el segundo objetivo describir el perfil molecular de las vesículas 

extracelulares de orina de donantes de riñón (donante vivo y donante cadáver) y 

compararlo con los resultados obtenidos en vesículas extracelulares de pacientes 

trasplantados normo-funcionales  

Existen patologías cuyos BM están claramente descritos y cumplen sus 

objetivos de monitorización de la enfermedad. Sin embargo, en el caso de la patología 

renal, los BM indirectos disponibles, CrSrm y eTFG, se ven afectados por factores 

como la dieta, el estrés o la etnia, y solamente informan de un daño renal ya 

establecido e irreversible impidiendo una actuación terapéutica temprana (Duncan et 

al. 2001; Swedko et al. 2003). Por otro lado, la opción disponible para la evaluación 

directa del riñón es la BR. La BR es una técnica invasiva de la que se obtiene un 

fragmento del riñón que, en múltiples ocasiones, no refleja el estado real de todo el 

órgano (Azancot et al. 2014; Dhaun et al. 2014). Estos inconvenientes cobran una 

importancia especial en la ERC y en el TR, ya que estos pacientes requieren una 

monitorización estricta de la función renal. En este sentido el contenido de las oVEs 

puede ser de vital importancia en el seguimiento de estos pacientes (Karpman, Ståhl, 

and Arvidsson 2017). Sin embargo, la falta de caracterización del contenido normal de 

las oVEs y los posibles cambios en su contenido debido al fallecimiento (en el caso de 

los DC) o al tratamiento inmunosupresor podrían interferir en la búsqueda de futuros 

BM.  

En este sentido, hemos demostrado que entre el contenido de miRNA de los 

DV, DC y FRN no existe un perfil diferencial. No obstante, sí que se han detectado 

unas mínimas diferencias como puede ser la presencia en los FRN del miR-7706 que 

está relacionado con la estimulación de la apoptosis (Gromova, Svensson, and 

Gromov 2017; F. Wang et al. 2018) y que podría relacionarse con el potente 

tratamiento inmunosupresor que reciben estos pacientes (una combinación de 



 

106 
 

diversos fármacos que incluye prednisona, mofetil micofenolato y tacrolimus). Por otra 

parte, el estudio de los miRNAs detectados exclusivamente en cada grupo ha revelado 

que, a pesar de que el contenido en miRNAs muestra diferencias entre DV y DC, los 

genes diana contra los que se dirigen están relacionados con los mismos procesos 

como la regulación y metabolismo de los nucleótidos, nucleótidos y ácidos nucleicos o 

la transducción de señales. Sin embargo, otras vías como la comunicación celular y el 

transporte están solamente representados en los DV y la regulación de la expresión 

génica y las modificaciones epigenéticas solo se encuentran en los DC. En este 

sentido, la muerte cerebral se ha relacionado con un aumento de inflamación 

sistémica y renal (van Der Hoeven et al. 2003; Bouma, Ploeg, and Schuurs 2009) que, 

en nuestro caso, no se refleja en el estudio transcriptómico, pero sí en el proteómico.  

 El estudio proteómico revela la existencia de hasta 70 proteínas 

diferencialmente expresadas entre los DV y los FRN que se relacionan con el 

metabolismo celular, en concreto con la glicólisis o la producción de aminoácidos, y 

que puede ser explicado por los efectos sistémicos del tratamiento inmunosupresor 

administrado a los pacientes post-TR (Short et al. 2004; Ton et al. 2005; Lombardi et 

al. 2017). Curiosamente, dichas diferencias no se detectan entre los FRN y los DC. No 

obstante, las diferencias halladas tanto a nivel transcriptómico como proteómico no 

parecen tener un impacto sustancial en la supervivencia del injerto a corto plazo (1 

año). Nuevamente, sería necesario ampliar el estudio en pacientes trasplantados con 

disfunción del injerto para observar la posible repercusión de estas diferencias.  

Una de las conclusiones que se han derivado de nuestros resultados, y dadas 

las diferencias descritas, es que los futuros estudio comparativos en trasplante renal, 

el perfil de oVEs de referencia debería ser el de los FRN. El uso del perfil de FRN, en 

lugar del perfil de los DV o DC, podría revelar posibles BM que, de otro modo, podrían 

quedar enmascarados por las diferencias inherentes al paciente trasplantado en 

tratamiento inmunosupresor. 

Finalmente, hemos realizado un estudio piloto sobre los patrones de 

glicosilación de las oVEs, con el fin de investigar si el uso del perfil de glicosilación 

entre donantes y pacientes con disfunción del injerto sería de potencial interés en el 

campo del TR. En este sentido, se sabe muy poco sobre los patrones de glicosilación 

de las VEs. En nuestro estudio se demuestra, una vez más, que la metodología SEC 

es capaz de aislar VEs con baja contaminación proteica. Esto se pone de manifiesto 

por el hecho de que nuestras muestras necesitaron tres veces más cantidad de 

proteína que el método habitual (UC) (Kosanović and Janković 2014). Además, se ha 

detectado la presencia de fucosas en las oVEs, hasta ahora nunca reportadas 

(Gerlach et al. 2013; Kosanović and Janković 2014). La detección de fucosas puede 
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ser debido a una mayor pureza de las preparaciones de oVEs o a la n limitada del 

estudio .No obstante, estos resultados aún preliminares deben ser validados en un 

mayor número de donantes y pacientes, especialmente si tenemos en cuenta la 

relevancia de la glicosilación en la regulación de los receptores, la inflamación y la 

relevancia que está adquiriendo la vía de las lectinas, y del complemento en general, 

en la patología renal (Schnaar 2016; Farrar, Zhou, and Sacks 2016; Ferreira et al. 

2018). Además, el estudio de los patrones de glicosilación entre donantes y pacientes 

ha mostrado resultados prometedores, ya que existe una unión diferencial en algunas 

de las lectinas estudiadas entre los donantes y los pacientes. 

 En conjunto, nuestros resultados pueden contribuir a mejorar la caracterización 

de los injertos renales pre-trasplante, particularmente en DCCE, sin necesidad de una 

biopsia renal, así como servir de base a futuros estudios proteómicos en trasplante 

renal.
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6. CONCLUSIONES 

Objetivo 1: La cromatografía de exclusión por tamaño es una técnica robusta y fiable 

en el aislamiento de oVEs con mínima contaminación proteica. 

- Las oVEs aisladas mediante SEC son compatibles en tamaño, forma y 

composición con EXs. 

- La concentración de la orina mediante ultrafiltración antes de la SEC aumenta 

la obtención de oVEs del tipo EXs. 

- Las proteínas solubles de la orina eluyen en fracciones tardías en comparación 

con las oVEs que eluyen en fracciones iniciales. 

- Las oVEs aisladas mediante SEC son aptas para los estudios proteómicos y 

transcriptómicos. 

Objetivo 2: Existe una expresión diferencial de las proteínas relacionadas con las vías 

metabólicas entre los donantes vivos y los pacientes trasplantados normo-funcionales. 

- El perfil de miRNAs en las oVEs entre los DV, los DC y los FRN es muy 

homogéneo entre los tres grupos aunque presenta pequeñas diferencias. 

- Los donantes vivos muestran una expresión más elevada en oVEs del miR-

326, regulador del gen BCL-XL, relacionado con la apoptosis. 

- Los pacientes trasplantados normo-funcionales presentan el miR-7706 

asociado a las oVEs. Este miRNA está asociado a la regulación del gen 

BLCAP que regula la supervivencia celular en procesos tumorales.  

- Los donantes cadáver y los pacientes trasplantados normo-funcionales 

presentan mayor presencia de proteínas relacionadas con el sistema inmune 

innato asociadas a las oVEs. 

- Estas diferencias detectadas parecen estar relacionadas a la variabilidad de los 

pacientes y no tienen un impacto significativo en la función renal a corto plazo 

(1 año post trasplante). 

- El patrón de glicosilación de las oVEs aisladas mediante SEC muestra 

presencia de fucosas, no descritas previamente en las oVEs. 

- Existen diferencias en el patrón de glicosilación entre las oVEs de donantes y 

pacientes que merecen especial atención en futuros estudios. 
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