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MÉTODO PARA LA MONITORIZACIÓN, EL DIAGNÓSTICO Y/O EL 

PRONÓSTICO DE LESIÓN RENAL AGUDA EN FASE TEMPRANA 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN  

La presente invención se refiere a un método y un kit para la 5 

monitorización, el diagnóstico y/o el pronóstico de lesión renal aguda en fase 

temprana y la determinación del tratamiento en sujetos que padecen la 

misma.  

 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN  10 

El riñón es un órgano que sirve para múltiples funciones en el cuerpo, 

entre las que destacan la eliminación de sustancias de desecho corporales 

que se producen durante el metabolismo, y la devolución a la sangre de 

sustancias que son necesarias para el cuerpo, así como también la 

regulación del volumen y la composición de los líquidos corporales. El 15 

equilibrio hidroelectrolítico del cuerpo se mantiene debido a la función renal 

(Guyton A., Hall J.E. 2001, Medical Physiology Treaty, décima edición. 

México DF, México: McGraw-Hill Interamericana).  

Las enfermedades renales son una de las causas más importantes de 

fallecimiento en muchos países. Ya en 1994, más de 15 millones de 20 

personas presentaban enfermedades renales en los Estados Unidos, 

provocando un deterioro en la calidad de vida del paciente y su fallecimiento 

(Guyton A., Hall J.E. 2001, Medical Physiology Treaty, décima edición. 

México DF, México: McGraw-Hill Interamericana).  

Las manifestaciones clínicas de la enfermedad renal pueden 25 

agruparse en síndromes bastante bien definidos. Algunos son específicos 

para las enfermedades glomerulares, y otros están presentes en 

enfermedades que afectan a cualquiera de las estructuras renales. Estas 

enfermedades se encuentran entre las causas de morbilidad grave y 

fallecimiento en muchos países (Guyton A., Hall J.E. 2001, Medical 30 

Physiology Treaty, décima edición. México DF, México: McGraw-Hill 

Interamericana).  
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Las enfermedades renales graves pueden agruparse en dos 

categorías principales: 

 

Patologías 

La insuficiencia renal es un estado clínico en el que los riñones no 5 

pueden funcionar apropiadamente, reduciendo la tasa de filtración 

glomerular. Clínicamente, este defecto se divide en dos grupos: lesión renal 

aguda (LRA) e insuficiencia renal crónica (IRC) (Guyton A., Hall J.E. 2001, 

Medical Physiology Treaty, décima edición. México DF, México: McGraw-Hill 

Interamericana). 10 

 

Insuficiencia renal  

Lesión renal aguda  

Entre sus síntomas están incluidos oliguria o anuria (disminución o 

ausencia de excreción urinaria), con azoemia, que corresponde a la 15 

acumulación de productos nitrogenados en la sangre. Los productos de 

desecho metabólicos también se acumulan debido a la retención hídrica, 

que determina una sobrecarga de líquidos y sales, que da como resultado 

edema e hipertensión.  

Una de las mayores amenazas de los síntomas es la retención de 20 

potasio (hiperpotasemia), por encima de 8 mEq/l, que podría ser fatal. Los 

riñones no excretan una cantidad normal de iones de hidrógeno, dando 

como resultado una manifestación de acidosis metabólica.  

Si la enfermedad continúa sin resolución, puede alcanzar una anuria 

completa, que puede conducir al fallecimiento en el plazo de 8 a 14 días 25 

(Guyton A., Hall J.E. 2001, Medical Physiology Treaty, décima edición. 

México DF, México: McGraw-Hill Interamericana).  

La LRA se divide en 3 categorías principales: prerrenal, intrarrenal y 

postrenal.  

 30 
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Tabla 1. Causas de lesión renal aguda (Guyton A., Hall J.E. 2001, Medical 

Physiology Treaty, décima edición. México DF, México: McGraw-Hill 

Interamericana). 

Algunas causas de lesión renal aguda prerrenal  

Hipovolemia intravascular 

Hemorragia (traumática, quirúrgica, 

puerperal, digestiva) 

Diarrea 

Quemaduras 

Trastornos hemodinámicos 

renales primarios 

Estenosis de la arteria renal 

Embolia o trombosis de la vena o 

arteria renal 

Bloqueo excesivo de la síntesis de 

prostaglandinas (aspirina) 

Vasodilatación periférica e 

hipotensión resultante 

Choque anafiláctico, septicemia, 

infecciones graves 

Anestesia 

Algunas causas de lesión renal aguda intrarrenal 

Lesiones en pequeños vasos, 

glomérulos o ambos 

Vasculitis (poliarteritis nudosa)  

Émbolos de colesterol 

Hipertensión maligna 

Glomerulonefritis aguda 

Lesión epitelial tubular 

(necrosis tubular) 

Necrosis tubular aguda isquémica 

Necrosis tubular aguda por toxinas 

(metales pesados, etilenglicol, 

insecticidas, setas venenosas, 

tetracloruro de carbono) 

Lesión del intersticio renal 
Pielonefritis aguda 

Nefritis intersticial alérgica aguda 

Obstrucción bilateral de los 

uréteres o la pelvis renal 

Cálculos renales 

Coágulos hemáticos 

Obstrucción de vejiga  
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Obstrucción de los uréteres.  

 

En países industrializados, LRA es un estado patológico adquirido 

principalmente en hospitales y originado por varios factores, tales como 

septicemia, intervenciones quirúrgicas, particularmente cirugías cardiacas, 

isquemia, administración de nefrotoxinas, por tanto, existe la necesidad de 5 

técnicas de diagnóstico y tratamientos modernos para prevenir y diminuir el 

impacto de LRA (Vukusich A., Alvear F., Villanueva P., Gonzalez C, Olivari 

F., Alvarado N., Zehnder C. 2004, Rev. Med. Chile, 132:1355-1361).  

La mayor parte de los pacientes que desarrollan un episodio de LRA 

recuperan niveles aceptables de función renal, de modo que no dependen 10 

de diálisis, aunque del 10 al 20% de estos pacientes finalmente necesitan 

diálisis permanentemente (Fauci, A. 2009, Harrison, Principles of intern 

medicine. México, F.D. Interamericana - McGraw Hill). Entre el 5 y el 7% de 

los pacientes hospitalizados tienen complicaciones relacionadas con un 

episodio de LRA, provocando el 30% de los costes en la UCI (Fauci, A. 15 

2009, Harrison, Principles of intern medicine. México, F.D. Interamericana - 

McGraw Hill). LRA es un grave problema, por tanto, se dedica una gran 

cantidad de esfuerzo al desarrollo de una intervención temprana de la 

patología, especialmente en pacientes de alto riesgo, tales como pacientes 

en la UCI (Vukusich A., Alvear F., Villanueva P., Gonzalez C, Olivari F., 20 

Alvarado N., Zehnder C. 2004, Rev. Med. Chile, 132:1355-1361; Schrier R. 

2010, Nat. Rev. Nephrol, 6:56-59).  

 

Insuficiencia renal crónica  

Tal como se mencionó anteriormente, la insuficiencia renal crónica es 25 

una consecuencia de la pérdida irreversible de un gran número de nefronas 

funcionales.  

La eficiencia de los riñones nos permite mantener concentraciones en 

sangre relativamente normales de la mayor parte de electrolitos y un 

volumen apropiado de los líquidos corporales, mientras que el número de 30 

nefronas funcionales permanece por encima del 20 al 30% de lo normal. No 

se presentan síntomas clínicos graves por encima de esta cifra (Guyton A., 
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Hall J.E. 2001, Medical Physiology Treaty, décima edición. México DF, 

México: McGraw-Hill Inter americana).  

Entre las causas más importantes de insuficiencia renal crónica están 

las descritas en la tabla 2.  

 5 

Tabla 2. Causas de insuficiencia renal crónica (Guyton A., Hall J.E. 2001, 

Medical Physiology Treaty, décima edición. México DF, México: McGraw-Hill 

Interamericana).  

Trastornos metabólicos Diabetes mellitus 

Amiloidosis  

Trastornos vasculares renales 
Aterosclerosis 

Nefrosclerosis-hipertensión 

Trastornos inmunitarios 

Glomerulonefritis 

Poliarteritis nudosa 

Lupus eritematoso 

Infecciones 
Pielonefritis 

Tuberculosis  

Trastornos tubulares primarios Nefrotoxinas (analgésicos, metales 

pesados) 

Obstrucción de las vías 

urinarias 

Cálculos renales 

Hipertrofia prostática 

Estenosis uretral 

Trastornos congénitos 

Enfermedad poliquística 

Ausencia congénita de tejido renal 

(hipoplasia renal) 

 

Enfermedad renal en fase terminal (ERFT)  10 

En muchos casos, la lesión inicial del riñón conduce al deterioro 

progresivo de la función renal, y una pérdida continuada de nefronas, hasta 

el punto de que el paciente debe entrar en un programa de diálisis o un 

trasplante de riñón para sobrevivir. Este estado se denomina insuficiencia 

renal crónica (Kumar V., Cotran R. 2000, Structural and Functional 15 

Pathology of Robbins, sexta edición, Madrid, España: Elsevier).  
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Tabla 3. Causas más frecuentes de ERFT (Kumar V., Cotran R. 2000, 

Structural and Functional Pathology of Robbins, sexta edición, Madrid, 

España: Elsevier).  

 5 

Causa Porcentaje de pacientes totales con 

ERFT (%) 
Diabetes mellitus 41 

Hipertensión 28 

Glomerulonefritis 11 

Enfermedad de riñón 

poliquístico 

3 

Otra / desconocida 18 

 

Trasplante de riñón  

El trasplante de riñón es el tratamiento más eficaz para la ERFT. El 

éxito del trasplante depende de muchos factores tales como el tipo de 

donante. El donante del que procede el trasplante de riñón puede o bien 10 

haber fallecido o bien estar vivo. Todos los órganos trasplantados se ven 

sometidos a una lesión aguda debida a un proceso de isquemia y 

reperfusión asociado con el trasplante.  

El trasplante de donante vivo es una excelente opción terapéutica 

para el tratamiento de insuficiencia renal crónica en fase terminal, 15 

especialmente en pacientes jóvenes. Permite seguir un protocolo previo al 

trasplante definido para ayudar a la mejor supervivencia del órgano, junto 

con un pequeño tiempo de isquemia (menos de 30 minutos). La 

supervivencia se vuelve mayor de 10 años, y superior en del 17 al 20% en 

comparación con trasplantes con órganos de donantes cadáver.  20 

En el caso de trasplante de donante cadáver, el paciente entra en una 

lista de espera y se realiza la selección con respecto al grado de 

compatibilidad de ABO y HLA. Entre los criterios de selección están la edad, 

la similitud entre el índice de masa corporal de donante y receptor, si 
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corresponde al primer trasplante, y si el trasplante es de un riñón o ambos. 

En este caso, el tiempo de isquemia del órgano podría aumentar en varias 

horas (incluso 1 ó 2 días), lo que aumenta el deterioro del órgano 

trasplantado. También existen complicaciones adicionales, como para 

pacientes en diálisis crónicos.  5 

El paciente con trasplante renal requiere una monitorización estrecha, 

inicialmente en la unidad de cuidados intensivos (UCI) o la unidad de 

trasplantes y más tarde, paciente hospitalizado o como ambulatorio. Pueden 

producirse varias complicaciones quirúrgicas o médicas durante la 

monitorización. Aunque algunas complicaciones son prematuras y podrían 10 

tratarse a la vez que están todavía guardando cama en la UCI o la unidad de 

trasplantes, esta monitorización debe ampliarse a la totalidad de la vida 

completa del paciente, ya que hay complicaciones que pueden surgir incluso 

después de un largo periodo de tiempo tras recibir el trasplante 

(complicaciones tardías). Durante la función de injerto, es necesario 15 

administrar terapia inmunosupresora para aumentar la supervivencia del 

órgano trasplantado, la supervivencia del paciente, y para mejorar su calidad 

de vida. Este tratamiento se ajusta al estado clínico y serológico de cada 

paciente. Junto con inmunosupresores, deben tenerse en cuenta otros 

aspectos dentro de la monitorización a largo plazo del trasplante renal, que 20 

incluyen animar al paciente a seguir un estilo de vida saludable, la 

monitorización de la proteinuria y la creatinina en orina de 24 horas, la 

administración de tratamiento para hiperlipidemia, el control de la tensión 

arterial, la posible aparición de diabetes de novo, y en el caso de disfunción 

de injerto, la posible aparición de insuficiencia renal crónica.  25 

Los pacientes con trasplante renal son un buen modelo de LRA en 

seres humanos. Estos pacientes tienen la ventaja de que no hay otras 

patologías que puedan alterar los biomarcadores estudiados. Sin embargo, 

tienen la desventaja de que están bajo farmacología inmunosupresora.  

 30 

Diagnóstico de lesión renal aguda (LRA)  

La lesión renal aguda (LRA) puede clasificarse en diferentes niveles 

dependiendo de la fase correspondiente al deterioro de la función renal.  

LRA se clasifica dependiendo de una variedad de parámetros, los 

más comunes son la determinación de la creatinina en suero (CRS) y la 35 
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diuresis (D), que aparecen de forma tardía en el desarrollo de la 

enfermedad, y como tal, no permiten el diagnóstico de LRA en fase 

tempranas.  

 

Creatinina  5 

La creatinina es un subproducto metabólico formado en el tejido 

muscular por la degradación de fosfocreatina, que se elimina del cuerpo a 

través de filtración a nivel glomerular. La tasa total de producción de 

creatinina dependerá de la masa muscular, la actividad muscular, el sexo, la 

edad y el consumo total de proteínas. Estas variables también afectan a los 10 

niveles en plasma de creatinina. A pesar de estas limitaciones, el método 

más usado para el diagnóstico de LRA es cuando los niveles en suero de 

creatinina son superiores a 0,6-1,2 mg/dl.  

 

Aclaramiento de creatinina  15 

El aclaramiento de creatinina es la cantidad de creatinina que se 

elimina del flujo sanguíneo en un periodo de tiempo. Se determina este 

parámetro para estimar la filtración glomerular. Los niveles habituales del 

aclaramiento de creatinina son de entre 125-150 ml/min y ligeramente 

menores en mujeres.  20 

 

Oliguria  

La oliguria se define como una disminución en la producción de orina, 

con un valor inferior a 400 ml al día, considerando 400 ml como la cantidad 

mínima de orina que debe liberarse en un estado metabólico normal para 25 

eliminar los solutos producidos diariamente.  

 

Uremia  

La uremia corresponde a niveles elevados de urea en sangre. La 

determinación de este parámetro es a través de la determinación del 30 

nitrógeno ureico en sangre (BUN), que en valores normales es de entre 8 y 

18 mg/dl.  

 

Clasificación de riesgo, lesión, insuficiencia, pérdida y enfermedad 

renal en fase terminal (RIFLE)  35 
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RIFLE es una herramienta propuesta para clasificar diferentes fases 

de LRA: Risk (riesgo), Injury (lesión), Failure (insuficiencia), Loss (pérdida), 

End-stage kidney disease (enfermedad renal en fase terminal). Se basa en 

los niveles de creatinina en suero (CRS) y diuresis (D) del paciente. (Carrillo 

R., Castro J. "009. RIFLE scale. Journal of Mexican association of critic 5 

medicine and intensive therapy, 23(4):241-244). Tal como se usa en la 

presente invención, LRA 1, LRA 2 y LRA 3, corresponden a las fases R, I y L 

de RIFLE respectivamente.  

 

Lipocalina asociada con gelatinasa de neutrófilos (NGAL)  10 

Usando genómica y proteómica, se ha identificado una serie de 

moléculas como posibles marcadores de lesión renal aguda, incluyendo 

NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta e IL-18.  

NGAL se expresa habitualmente a bajas concentraciones, y esta 

aumentado significativamente para daño epitelial (Schmidt-Ott K.M., Mori K., 15 

Kalandadze A., Li J.Y., Paragas N., Nicholas T., Devarajan P., Barasch J. 

2006, Curr Opin Nephrol Hypertens, 15:442-449; Cowland J.B., Borregaard 

N. 1997, Genomics, 45:17-23). NGAL es una pequeña proteína que 

pertenece a la familia de las lipocalinas. La NGAL humana es una cadena 

polipeptídica sencilla, con puentes disulfuro, con 178 residuos de 20 

aminoácido, con una masa de 23 KDa, y su forma dimérica de 46 KDa 

(Kjeldsen L., Johnsen A.H., Sengelov H., Borregaard N. 1993, J Biol Chem, 

268:10425-10432.) Esta proteína se expresa en neutrófilos de determinados 

epitelios, incluyendo el epitelio de túbulos renales proximales. NGAL es una 

proteína secretada y se caracteriza por su capacidad para unirse a 25 

moléculas pequeñas e hidrófobas en su forma de cavidad conservada 

estructuralmente, a través de láminas  plegadas para formar complejos 

macromoleculares (Uttenthal L.O. 2005 Clin Lab, 29:39-41).  

Tal como ya se mencionó, es muy difícil detectar daño renal en fase 

temprana. NGAL ha superado parcialmente los obstáculos generales en 30 

esta cuestión, y ha demostrado ser útil en el diagnóstico de lesión renal 

aguda, mostrando que es posible realizar este diagnóstico en fase temprana 

(Zappitelli M., Washburn K.K., Arikan A.A., Loftis L., Ma Q., Devarajan P., 

Parikh C.R., Goldstein S.L. 2007 Crit Care, 11: R84.).  



 10  

 

Numerosos estudios muestran que NGAL presenta un aumento 

significativo en pacientes con lesión renal aguda, pero no en los controles 

correspondientes, produciéndose este aumento en el plazo de las primeras 

24 a 48 horas, y antes del aumento de la creatinina. Este marcador se usa 

tanto en plasma como en orina, pero todavía requiere una evaluación 5 

completa en diferentes áreas clínicas (Mishra J., Dent C, Tarabishi R., 

Mitsnefes M.M., Ma Q., Kelly C, Ruff S.M., Zahedi K., Shao M., Bean J., Mori 

K., Barasch J., Devarajan P. 2005, Lancet, 365:1231-1238; Devarajan P. 

2007, Contrib Nephrol, 156:203-212).  

También se ha mostrado un aumento en este marcador en orina tras 10 

cirugías tales como derivación cardiopulmonar en adultos (Wagener G., Jan 

M., Kim M., Mori K., Barasch J.M., Sladen R.N., Lee H.T. 2006, 

Anesthesiology, 105:485-491), intervenciones coronarias percutáneas 

(Bachorzewska-Gajewska H., Malyszko J., Sitniewska E., Malyszko J.S., 

Dobrzycki S. 2006, Am J Nephrol, 26:287-292), angiografía coronaria 15 

(Bachorzewska-Gajewska H., Malyszko J., Sitniewska E., Malyszko J.S., 

Dobrzycki S. 2007, Nephrol Dial Transplant, 22:295-296.), y también 

procedimientos cardiacos en niños (derivación coronaria en niños) (Mishra 

J., Dent C, Tarabishi R., Mitsnefes M.M., Ma Q., Kelly C, Ruff S.M., Zahedi 

K., Shao M., Bean J., Mori K., Barasch J., Devarajan P. 2005, Lancet, 20 

365:1231-1238).  

La limitación de la medición de NGAL en orina y plasma como 

marcador de LRA, con respecto a la fase actual de las investigaciones, es 

que NGAL todavía está evaluándose como marcador renal adecuado. 

Adicionalmente, se declara que si NGAL es exclusivamente de origen renal, 25 

este biomarcador sería uno de los mejores marcadores de daño renal de 

células de túbulos que podría concebirse. En orina, NGAL muestra un 

aumento de 10.000 veces la concentración en el daño renal más grave por 

encima de los niveles normales. En plasma, el aumento máximo es de 

aproximadamente 100 veces. Esto hace que NGAL sea potencialmente un 30 

marcador muy sensible de diferentes grados de lesión renal. Sin embargo, el 

extremo inferior de este amplio intervalo dinámico está ocupado por los 

aumentos de NGAL debidos a fuentes extrarrenales en enfermedades tales 

como cáncer y otras (www.clionline.com). Este enfoque innovador trata de 

abordar esta cuestión por medio del análisis de NGAL en exosomas 35 
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procedentes del riñón, particularmente, exosomas específicos de estructuras 

renales específicas para establecer el diagnóstico temprano y no invasivo de 

LRA.  

 

Acuaporina 1 (AQP1)  5 

La acuaporina 1 (AQP1) es una proteína integral de membrana y fue 

la primera de su clase que se caracterizó estructural y funcionalmente a 

partir de glóbulos rojos humanos. La proteína tiene una estructura 

tetramérica, y cada una de sus subunidades tiene funcionalidad por sí 

misma (Preston G.M., Jung J.S., Guggino W.B., Agre P. 1993, J Biol Chem, 10 

268:17-20.). Tiene un peso de 28 KDa (Friedman M. 2008, Principles and 

models of biological transport, segunda edición, Nueva York, EE.UU.: 

Springer), y su patrón de expresión depende de la edad y el tejido que esté 

examinándose (riñón, pulmón, cerebro y ojos) (Bondy C., Chin E., Smith 

B.L., Preston G.M., Agre P. 1993, Proc Natl Acad Sci USA, 90:4500-4504).  15 

Este canal se expresa fuertemente en el túbulo proximal renal, en el 

epitelio del asa de Henle en su parte descendente y en el endotelio de los 

vasos rectos. La alta concentración de esta proteína en el asa descendente 

de Henle (el 25% de la proteína total), sugiere un papel esencial en el 

mecanismo de concentración renal. Esto se ha demostrado en estudios que 20 

han generado ratones transgénicos en los que se ha desactivado la 

expresión para el gen de AQP1, dando como resultado la disminución de la 

permeabilidad al agua en el túbulo proximal, de modo que no pueden 

concentrar su orina (Ma T., Yang B., Gillespie A., Carlson E.J., Epstein C.J., 

Verkman A.S. 1998, J Biol Chem, 273:4296-4299). El fenotipo anómalo 25 

asociado con la deleción de AQP1 plantea la posibilidad de que otras 

acuaporinas de mamífero tengan una importante función fisiológica, puesto 

que en un informe de 3 pacientes sin AQP1 aparentemente normales, no se 

incluyó el análisis de la ingesta de líquidos o la respuesta fisiológica a cierto 

estrés como deshidratación (Preston G.M., Smith B.L., Zeidel M.L., Moulds J 30 

J., Agre P. 1994, Science, 265:1585-1587).  

 

Acuaporina 2 (AQP2)  

La acuaporina 2 (AQP2) es una proteína integral de membrana que 

sirve como canal para el paso de agua. Este canal está regulado por la 35 
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vasopresina, y está ubicado en el túbulo conector y el conducto colector del 

riñón, en su región apical (Fushimi K., Uchida S., Hara Y., Hirata Y., Marumo 

F., Sasaki S. 1993, Nature, 361:549-552).  

Se han llevado a cabo estudios con ratones transgénicos debido a la 

importancia de esta proteína. Se han modificado ratones para que expresen 5 

selectivamente esta acuaporina en el túbulo conector y no en el conducto 

colector. Además, se han desarrollado ratones completamente deficientes 

en esta proteína. Se ha observado que los ratones deficientes mueren de 

manera posnatal (5-12 días), mientras que ratones, en los que sólo se 

bloqueó la expresión en el conducto colector, crecen hasta la edad adulta, 10 

mostrando una disminución del peso corporal disminuido, 10 veces de 

aumento en la producción de orina y una disminución de la osmolaridad de 

la orina. Cuando se privan de agua durante 3 horas, no hay un cambio 

significativo en la osmolaridad de la orina, demostrando que no existen 

mecanismos compensatorios (Rojek A., Fiichtbauer E.M., Kwon T.H., 15 

Fr0kiaer J., Nielsen S. 2006, Proc Natl Acad Sci USA, 103:6037-6042).  

En ausencia de vasopresina, la hipertonicidad induce una 

acumulación de AQP2 en la membrana plasmática en el plazo de 10 

minutos. Esto se produce en las principales células del conducto colector de 

riñón de rata in situ, y también en varias líneas epiteliales de riñón, 20 

demostrando su importancia en casos de estrés para el riñón (Hasler U., 

Nunes P., Bouley R., Lu H.A., Matsuzaki T., Brown D. 2008, J Biol Chem, 

283:26643-26661).  

También se sabe que existen muchas mutaciones recesivas del gen 

que expresa la proteína (Leduc-Nadeau A., Lussier Y., Arthus M.F., 25 

Lonergan M., Martinez-Aguayo A., Riveira-Munoz E., Devuyst O., 

Bissonnette P., Bichet DG. 2010, J Physiol, 588:2205-2218), y también 

mutación dominante (Mulders S.M., Bichet D.G., Rijss J.P., Kamsteeg E.J., 

Arthus M.F., Lonergan M., Fujiwara M., Morgan K., Leijendekker R., Van der 

Sluijs P., Van Os C.H., Deen P.M. 1998, J Clin Invest, 102:57-66.) que 30 

pueden producir diabetes insípida nefrógena.  

 

Acuaporina 3 (AQP3)  

La acuaporina 3 (AQP3) es una proteína integral de membrana, con 

un peso de 30 kDa (Wakayama Y., Jimi T., Inoue M., Kojima H., Shibuya S., 35 
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Murahashi M., Hara H., Oniki H. 2002, Histochem J, 34:331-337) y se 

expresa en la membrana basolateral de células epiteliales del conducto 

colector renal. A diferencia de otras acuaporinas, esta proteína también 

puede transportar glicerol (Ma T., Frigeri A., Hasegawa H., Verkman A.S. 

1994, J Biol Chem, 269:21845-21849.).  5 

En experimentos en los que se desactiva la expresión para el gen de 

AQP3 en ratones, se observa poliuria, disminución de la expresión de AQP2, 

particularmente en la corteza renal y disminución de la osmolaridad de la 

orina. La responsabilidad de AQP3 en estos cambios se demostró más tarde 

desactivando la expresión de otras acuaporinas (Ma T., Song Y., Yang B., 10 

Gillespie A., Carlson E.J., Epstein C.J., Verkman A.S. 2000, Proc Natl Acad 

Sci U S A, 97:4386-4391).  

Se han identificado otras proteínas que se expresan preferiblemente y 

de manera diferencial en estructuras específicas del riñón, tales como por 

ejemplo, NKCCC2 en el asa de Henle, y NHE-3 y NaPiII en el túbulo 15 

proximal.  

 

Exosomas de orina  

El grupo del Dr. Mark Knneper ha desarrollado estudios proteómicos 

en orina de seres humanos sanos. Estos estudios han analizado las 20 

fracciones de orina celular y exosómica, obtenidas mediante centrifugación 

diferencial (Knepper M.A., Pisitkun T., Shen R.F. 2004, Proc Natl Acad Sci 

USA, 101:13368-13373). La fracción exosómica ha recibido un particular 

interés porque se cree que es una fuente rica de proteínas representativas 

del epitelio renal.  25 

Los exosomas se producen a partir de la endocitosis de proteínas de 

membrana apical. Después de esto, el endosoma se fusiona con el cuerpo 

multivesicular (CMV). Por consiguiente, las proteínas de membrana apical 

se segregan en la membrana externa del CMV y se internalizan mediante 

invaginación de la membrana. Finalmente, la membrana externa del CMV se 30 

fusiona con la membrana apical, liberando sus vesículas internas, 

denominadas exosomas, en el espacio urinario (Knepper M.A., Pisitkun T., 

Shen R.F. 2004, Proc Natl Acad Sci USA, 101:13368-13373). Las proteínas 

identificadas actualmente en exosomas de orina corresponden a proteínas 

de la membrana plasmática (NKCC2, CD24, etc..) proteínas citoplasmáticas 35 
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(GAPDH, etc.) y proteínas nucleares (AFT3 y WT-1) (Zhou H., Cheruvanky 

A., Hu X., Matsumoto T., Hiramatsu N., Cho M.E., Berger A., 

Leelahavanichkul A., Doi K., Chawla L.S., Illei G.G., Kopp J.B., Balow J.E., 

Austin H.A. 3rd, Yuen P.S., Star R.A. 2008, Kidney Int, 74:613-621).  

 5 

Estado de la técnica 

El documento US2010203529 describe exosomas que pueden usarse 

para detectar biomarcadores en el diagnóstico, por ejemplo de la fase o 

progresión de una enfermedad, que describe también qué biomarcadores de 

célula de origen pueden usarse para determinar adicionalmente regímenes 10 

de tratamiento para enfermedades y establecer la eficacia del tratamiento.  

El documento EP2191276 describe un método de diagnóstico 

prenatal mediante el aislamiento de exosomas de un líquido, en el que los 

exosomas se identifican mediante un biomarcador específico, en particular 

CD24.  15 

El documento GB2463401 describe un método para caracterizar el 

fenotipo, diagnosticar una enfermedad determinando una biofirma de un 

exosoma en una muestra del sujeto. Los marcadores mencionados 

comprenden perfiles de miARN, o antígenos incluyendo CD63, CD9, CD81, 

B7H3, EpCam, PSCA, TNFR, MFG-E8, Rab, SETAP, PCMA o 5T4. 20 

Además, el método menciona que puede usarse para determinar la célula 

de origen de los exosomas para producir perfiles de estados fisiológicos o 

determinar fenotipos.  

El documento WO2009115561 describe un polipéptido para la 

identificación de vesículas de membrana o exosomas. Además, la invención 25 

describe preparaciones inmunogénicas para prevenir y/o tratar una infección 

debida a un patógeno o un antígeno tumoral.  

El documento KR20070058441 describe métodos y composiciones 

para su uso en reacciones de inmunosupresión. Las composiciones 

comprenden exosomas con actividad inmunosupresora, en las que los 30 

exosomas pueden derivarse de diferentes tipos celulares, principalmente del 

sistema inmunitario. Además, los exosomas pueden exponerse a moléculas 

para potenciar la actividad inmunosupresora. Los exosomas se usan en el 

tratamiento de enfermedades o trastornos asociados con el mal 

funcionamiento del sistema inmunitario.  35 
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El documento US 2007254351 describe un método para el 

aislamiento de virus de la hepatitis C, que comprende la separación de 

exosomas de plasma sanguíneo de un individuo infectado con el virus.  

El documento AU2004203482 describe vesículas de membrana que 

comprenden moléculas (exosomas), en las que las moléculas proceden del 5 

complejo mayor de histocompatibilidad, y en las que los exosomas se usan 

como inmunógeno o para fines de diagnóstico.  

El documento US 2004197314 describe composiciones y métodos 

para expresar un polipéptido en la membrana de una vesícula (exosoma), 

centrándose principalmente en la producción sintética de exosomas.  10 

El documento CA2453198 describe exosomas que pueden usarse en 

la identificación y cuantificación de factores inmunosupresores en líquidos 

biológicos de pacientes con cáncer. Estos exosomas pueden usarse solos o 

en combinación con otros ensayos inmunológicos como indicador pronóstico 

para el paciente con cáncer.  15 

El documento EP1523990 describe exosomas derivados de células 

tumorales. Estos exosomas tienen antígenos específicos de tumor y 

moléculas para la estimulación de linfocitos.  

Zhou et al (2006) describen exosomas de orina que portan 

marcadores de disfunción renal y lesión estructural de un modelo de lesión 20 

renal aguda en animales. Los exosomas se obtuvieron mediante 

centrifugación, y se hallaron marcadores de lesión renal. (Exosomal Fetuin-A 

identified by proteomics: a novel urinary biomarker for detecting acute kidney 

injury. Zhou H., Pititkun T., Apont A., Yuen P. S., Hoffert J.D., Yasuda H., 

Hu. X, Chawla L., Shen R-F., Knepper M.A., Star R., 2006, Kidney Int. 25 

70(10):1847-1857). 

Zhou et al (2008) describen exosomas de orina procedentes de 

segmentos de nefrona que son ricos en biomarcadores de lesión renal. 

Describen el aislamiento de estos exosomas mediante centrifugación 

diferencial, y además la detección de factores de transcripción mediante 30 

inmunotransferencia de tipo Western. Hallaron que estos marcadores eran 

detectables en los exosomas pero no en la orina completa en sujetos con 

una enfermedad renal, pero no se hallaron los marcadores en individuos 

sanos normales. (Urinary exosomal transcription factors, a new class of 

biomarkers for renal disease. Zhou H. Cheruvanky A., Hu X., Matsumoto T., 35 
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Hiramatsu N., Cho M.E., Berger A., Leelahavanichkul A., Doi K., Chawla 

L.S., Illei G.G., Kopp J.B., Balow J.E., Austin H.A. 3rd, Yuen P.S., Star R.A. 

2008, Kidney Int. 74:613-621).  

Devarajan (2007) propone un panel de marcadores de lesión renal 

aguda (LRA) para la detección temprana de lesión, así como la predicción 5 

del desenlace de la lesión renal en un paciente. (Proteomics for biomarker 

discovery in acute kidney injury. Devarajan P., Williams L.M. 2007, Semin. 

Nephrol. 27(6):637-651).  

Lock (2010) revisa marcadores renales que pueden usarse como 

indicadores de daño renal, centrándose en el uso de tecnología de 10 

microalineamientos para detectar genes que están regulados por incremento 

en casos de lesión renal o del riñón. (Sensitive and early markers of renal 

injury: where are we and what is the way forward? Lock E. 2010, 

Toxicological Sciences 1(116):1 -4).  

Alvarez et al (2010) describieron en un congreso que NGAL podría 15 

usarse como marcador de insuficiencia renal y además, también podría 

usarse como factor pronóstico de recuperación tras trasplante de riñón. 

(Pilot study for evaluating urinary exosomal fraction as kidney dysfuncción 

biomarker in renal transplant. Alvarez s., Suazo C., Boltansky A., Urzu M., 

Carvajal D., Innocenti G., Vukusich A., Hurtado M., Campos D., Yen C., 20 

Villanueva S., Flores M., Marquez J., Rogello A., Irarrazabal C.E. 2010, VII 

Congreso Latinoamericano de lesión renal aguda: 29. Coquimbo-Chile).  

Boltansky et al (2010) describieron NGAL como posible indicador de 

biomarcador para factor pronóstico de recuperación de órganos en casos de 

trasplante de riñón (NGAL in urinary exosomes as a source of kidney 25 

dysfunction biomarker in renal transplantation. Boltansky A., Alvarez S., 

Vukusich A., Hurtado M., Ursu M., Innocenti G., Carvajal D., Suazo C, 

Villanueva S., Carreno J., Altuzarra R., Yen C, Tapia D., Irarrazabal C.E. 

2010, Renal Semana, Denver, CO, J Am Soc Nephrol 21:959). 

Los documentos encontrados en la técnica muestran que se han 30 

centrado los esfuerzos recientes en la descripción y caracterización de 

factores de transcripción y moléculas de biomarcador de exosomas 

específicos de diferentes tipos de células, entre los que destacan las células 

renales que definen la lesión renal. También se aborda una serie de 

métodos que describen el aislamiento de exosomas, junto con 35 
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biomarcadores y procedimientos de diagnóstico. Dichos documentos 

describen una investigación similar a la presente invención, lo que sugiere el 

uso de exosomas como marcador de patología (documentos 

US2010203529, GB2463401, Zhou H. et al 2006, Devarajan 2007, y Lock 

2010) y en particular, lesión renal aguda (Zhou, H. et al 2008, Zhou H. et al 5 

2006, Devarajan 2007 y Lock 2010), especificando el uso de marcadores 

particulares, tales como por ejemplo KIM-1, NGAL, IL-8 y cistatina. No 

obstante, la presente invención muestra diferencias relevantes con la técnica 

anterior. En particular, Zhou, H. et al 2008 no describen el uso de 

anticuerpos, tales como anticuerpos contra acuaporina-1, acuaporina-2, 10 

acuaporina-3 (AQPs), NKCC2, NHE-3 y NaPiII, que permitirían la 

inmunopurificación de exosomas que contienen estas moléculas (AQPs, 

NCCK2, NHE-3, NaPiII) permitiendo una identificación y un diagnóstico 

mejores y más específicos de lesión renal. Zhou H. et al 2006 no describen 

inmunoprecipitaciones específicas ni algunos de los marcadores exosómicos 15 

usados en la presente invención. Devarajan 2007 no describe el uso de 

inmunopurificación específica de áreas renales específicas basándose en el 

uso de anticuerpos anti-AQP, anti-NKCC2, anti-NHE-3 y/o anti-NaPiII. Lock 

2010 no describe inmunopurificación específica.  

Alvarez et al (2010) y Boltansky et al (2010) proponen el uso de 20 

NGAL como indicador de lesión renal y como factor pronóstico de la 

recuperación del órgano en casos de trasplante de riñón, pero ninguno de 

ellos describió la fase de inmunopurificación de exosomas con el fin de tener 

una determinación más exacta de un marcador de lesión renal, en oposición 

a la presente invención.  25 

Por tanto, la técnica anterior no describe suficientes antecedentes 

para afectar a la novedad o la actividad inventiva de la presente invención. 

La presente invención se basa en la inmunopurificación de exosomas que 

contienen AQP-1, AQP-2, AQP-3 (AQP), NKCC2, NHE-3 y/o NaPiII.  

Además, los ejemplos de aplicación muestran que el procedimiento 30 

es exacto en la determinación de lesión renal en un paciente.  

 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN  

La presente invención se refiere a un método para la monitorización, 

el diagnóstico y/o el pronóstico de lesión renal aguda en fase temprana y la 35 
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determinación del tratamiento en sujetos que padecen la misma, 

comprendiendo el método las etapas de a) proporcionar una muestra de 

orina; b) enriquecer la muestra de orina en exosomas presentes en la 

muestra de orina usando al menos una etapa de inmunopurificación; c) 

detectar un marcador de lesión renal aguda (LRA) en el exosoma.  5 

La invención comprende además un kit de diagnóstico para 

determinar la presencia y/o el nivel de un marcador de lesión renal 

específico, la determinación sencilla y temprana de la aparición de LRA en 

un sujeto, el kit que comprende medios para enriquecer la muestra de orina 

en exosomas, usando al menos una etapa de inmunopurificación, y medios 10 

para detectar un marcador de lesión renal predeterminado de un estado.  

 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN  

La presente invención se refiere a un método para la monitorización, 

el diagnóstico y/o el pronóstico de lesión renal aguda en fase temprana y la 15 

determinación del tratamiento en sujetos que padecen la misma, 

comprendiendo el método las etapas de a) proporcionar una muestra de 

orina; b) enriquecer la muestra de orina en exosomas presentes en la 

muestra de orina usando al menos una etapa de inmunopurificación; c) 

detectar un marcador de lesión renal aguda (LRA) en el exosoma.  20 

En una realización, la muestra de orina se obtiene de la primera 

micción de la mañana para pacientes cateterizados, y de la segunda micción 

para otros pacientes y se mantiene a -80ºC hasta que se analiza.  

La presente invención considera como medios para enriquecer la 

muestra de orina en exosomas al menos una etapa de inmunopurificación. 25 

En particular, el uso de anticuerpos dirigidos contra el dominio intracelular, 

extracelular o cualquier dominio de proteínas particulares que se expresan 

preferiblemente y de manera diferencial en estructuras específicas del riñón, 

permite el enriquecimiento de exosomas. Por tanto, el método de la presente 

invención considera anticuerpos dirigidos contra el dominio intracelular, 30 

extracelular o cualquier dominio de proteínas que se expresan 

preferiblemente y de manera diferencial en estructuras específicas del riñón, 

y tampón adecuado para permitir que los anticuerpos interaccionen con los 

dominios de proteínas presentes en la superficie externa de exosomas.  
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En una realización, el método de la presente invención puede incluir 

al menos un medio adicional para el enriquecimiento de exosomas, antes de 

la inmunopurificación.  

Los medios para enriquecer la muestra de orina en exosomas 

también considerados en la invención son métodos y dispositivos de 5 

laboratorio útiles en la separación de elementos más grandes de la muestra 

de orina, que podrían interferir en la fase de detección posterior. Por 

ejemplo, los elementos interferentes pueden ser células del paciente. Los 

tubos de centrífuga pueden considerarse medios de enriquecimiento, puesto 

que el procesamiento en una centrífuga de laboratorio permite el 10 

enriquecimiento de exosomas, eliminando partículas más grandes, tales 

como por ejemplo células. En una realización, la muestra se centrifuga 

durante de 5 a 30 minutos a de 5000 a 10000 rpm. En otra realización, la 

muestra se ultracentrifuga durante de 30 a 120 minutos a de 30000 a 45000 

rpm. Cartuchos de microfiltro, columnas de microfiltro, u otros medios de 15 

microfiltro, de hasta 0,22 micrómetros también se consideran como medios 

de enriquecimiento de exosomas, puesto que la microfiltración permite el 

paso de exosomas a través de microfiltros, enriqueciendo así la muestra de 

orina en exosomas.  

En otra realización de la invención, el método considera, como 20 

medios para detectar y/o cuantificar un marcador de lesión renal 

predeterminado, un anticuerpo primario dirigido contra un marcador de 

lesión renal predeterminado, y un anticuerpo secundario conjugado con un 

marcador, dirigido contra el anticuerpo primario. El marcador del anticuerpo 

secundario puede ser un marcador fluorescente, una enzima, un marcador 25 

radiactivo, un compuesto químico, un compuesto infrarrojo.  

Opcionalmente, el anticuerpo primario puede conjugarse directamente 

con un marcador, en cuyo caso, el anticuerpo secundario no es necesario. 

El anticuerpo primario también puede conjugarse con un marcador 

fluorescente, una enzima, un marcador radiactivo, un compuesto químico, 30 

un compuesto infrarrojo.  

En una realización, la inmunopurificación de una fracción exosómica 

específica de una estructura renal específica se lleva a cabo con un 

anticuerpo seleccionado, pero no limitado a: anti-acuoporina-1 (anti-AQP-1), 
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anti-acuoporina-2 (anti-AQP-2), anti-acuoporina-3 (anti-AQP-3), anti-NKCC2, 

anti-NHE-3 y/o anti-NaPiII o una combinación de los mismos.  

En una realización, el marcador de lesión renal específico se 

selecciona, pero no se limita a NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta y/o IL-18, 

o una combinación de los mismos.  5 

En una realización preferida, la inmunopurificación de una fracción 

exosómica específica de una estructura renal específica se lleva a cabo con 

anticuerpos dirigidos contra cualquier dominio de anti-AQP1, anti-AQP2, 

anti-AQP3, anti-NKCC2, anti-NHE-3, anti-NaPiII, o una combinación de los 

mismos como medios para enriquecer la muestra de orina en exosomas.  10 

En una realización preferida adicional, el marcador de lesión renal 

específico se selecciona de NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta, IL-18 o una 

combinación de los mismos.  

En una realización más preferida, cuando se usa anti-AQP-1 para la 

inmunopurificación de una fracción exosómica específica de una estructura 15 

renal específica, el marcador de lesión renal cuya presencia y/o nivel se 

determina es NGAL y/o cistatina-3, cuando se usa anti-AQP-2 para la 

inmunopurificación de una fracción exosómica específica de una estructura 

renal específica, el marcador de lesión renal cuya presencia y/o nivel se 

determina es NGAL, y cuando se usa anti-AQP-3 para la inmunopurificación 20 

de una fracción exosómica específica de una estructura renal específica, el 

marcador de lesión renal cuya presencia y/o nivel se determina es KIM-1, IL-

1beta y/o cistatina-3. 

En una realización, cuando se usa anti-AQP-1 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 25 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-2 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo distal, y la presencia y/o 30 

el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-3 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del conducto colector, y la 
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presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha 

estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NKCC2 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del asa de Henle, y la presencia 5 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NHE-3 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  10 

En una realización, cuando se usa anti-NaPiII para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

El método incluye opcionalmente una etapa para evaluar la lesión 15 

renal aguda en un sujeto para la monitorización, el diagnóstico, el pronóstico 

y/o la determinación de un tratamiento en el sujeto basándose en la 

presencia y/o el nivel del marcador de lesión renal específico.  

La invención comprende además un kit de diagnóstico para 

determinar la presencia y/o el nivel de un marcador de lesión renal 20 

específico, la determinación sencilla y temprana de la aparición de LRA en 

un sujeto, el kit que comprende medios para enriquecer la muestra de orina 

en exosomas, usando al menos una etapa de inmunopurificación, y medios 

para detectar un marcador de lesión renal predeterminado de un estado.  

Opcionalmente, el kit de diagnóstico comprende medios para obtener 25 

una muestra de orina de un paciente. En una realización particular, los 

medios para obtener la muestra de orina se seleccionan de una sonda 

urinaria, en el caso de que el paciente no pueda proporcionar una muestra 

de orina por sí mismo; o un recipiente para alojar una muestra de orina de 

un paciente. 30 

La presente invención considera como medios para enriquecer la 

muestra de orina en exosomas al menos una etapa de inmunopurificación. 

En particular, el uso de anticuerpos dirigidos contra el dominio intracelular, 

extracelular o cualquier dominio de proteínas particulares que se expresan 

preferiblemente y de manera diferencial en estructuras específicas del riñón, 35 
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permite el enriquecimiento de exosomas. Por tanto, el kit de la presente 

invención considera anticuerpos dirigidos contra el dominio intracelular, 

extracelular o cualquier dominio de proteínas que se expresan 

preferiblemente y de manera diferencial en estructuras específicas del riñón, 

y tampón de reacción adecuado para permitir que los anticuerpos 5 

interaccionen con los dominios de proteínas presentes en la superficie 

externa de exosomas. El kit también comprende disoluciones o agentes de 

bloqueo y disoluciones madre de los marcadores de lesión renal específicos.  

En una realización, el kit comprende una placa de 96 pocillos en la 

que los pocillos se cubren con los anticuerpos dirigidos contra el dominio 10 

intracelular, extracelular o cualquier dominio de las proteínas particulares 

que se expresan preferiblemente y de manera diferencial en estructuras 

específicas del riñón, permitiendo el enriquecimiento de exosomas.  

En una realización, el kit de la presente invención puede incluir al 

menos un medio adicional para el enriquecimiento de exosomas, antes de la 15 

inmunopurificación.  

Los medios para enriquecer la muestra de orina en exosomas 

considerados en la invención son métodos y dispositivos de laboratorio útiles 

en la separación de elementos más grandes de la muestra de orina, que 

podrían interferir en la fase de detección posterior. Por ejemplo, los 20 

elementos interferentes pueden ser células del paciente. Tubos de 

centrífuga pueden considerarse medios de enriquecimiento, puesto que el 

procesamiento en una centrífuga de laboratorio permite el enriquecimiento 

de exosomas, eliminando partículas más grandes, tales como por ejemplo 

células. Cartuchos de microfiltro, columnas de microfiltro, u otros medios de 25 

microfiltro, de hasta 0,22 micrómetros también se consideran como medios 

de enriquecimiento de exosomas, puesto que microfiltración permite el paso 

de exosomas a través de microfiltros, enriqueciendo así la muestra de orina 

en exosomas.  

En otra realización de la invención, el kit considera, como medios 30 

para detectar y/o cuantificar un marcador de lesión renal predeterminado, un 

anticuerpo primario dirigido contra un marcador de lesión renal 

predeterminado, y un anticuerpo secundario conjugado con un marcador, 

dirigido contra el anticuerpo primario. El marcador del anticuerpo secundario 
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puede ser un marcador fluorescente, una enzima, un marcador radiactivo, 

un compuesto químico, un compuesto infrarrojo.  

Opcionalmente, el anticuerpo primario puede conjugarse directamente 

con un marcador, en cuyo caso, el anticuerpo secundario no es necesario. 

El anticuerpo primario también puede conjugarse con un marcador 5 

fluorescente, una enzima, un marcador radiactivo, un compuesto químico, 

un compuesto infrarrojo. 

En una realización, el kit comprende anticuerpos seleccionados, pero 

no limitados a: anti-acuoporina-1 (anti-AQP-1), anti-acuoporina-2 (anti-AQP-

2), anti-acuoporina-3 (anti-AQP-3), anti-NKCC2, anti-NHE-3 y/o anti-NaPiII o 10 

una combinación de los mismos.  

En una realización, el kit comprende anticuerpos primarios, o bien 

conjugados con un marcador o bien no para la detección de un marcador 

seleccionado, pero no limitado a NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta, y/o IL-

18 o una combinación de los mismos.  15 

En una realización preferida, el kit comprende anticuerpos dirigidos 

contra cualquier dominio de anti-AQP1, anti-AQP2, anti-AQP3, anti-NKCC2, 

anti-NHE-3, anti-NaPiII, o una combinación de los mismos como medios 

para enriquecer la muestra de orina en exosomas, cuando se usa 

inmunopurificación como método para el enriquecimiento.  20 

En una realización preferida adicional, el kit comprende anticuerpos 

primarios, o bien conjugados con un marcador o bien no, para la detección 

de NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta, IL-18.  

En una realización más preferida, cuando se usa anti-AQP-1 para la 

inmunopurificación de una fracción exosómica específica de una estructura 25 

renal específica, el marcador de lesión renal cuya presencia y/o nivel se 

determina es NGAL y/o cistatina-3, cuando se usa anti-AQP-2 para la 

inmunopurificación de una fracción exosómica específica de una estructura 

renal específica, el marcador de lesión renal cuya presencia y/o nivel se 

determina es NGAL, y cuando se usa anti-AQP-3 para la inmunopurificación 30 

de una fracción exosómica específica de una estructura renal específica, el 

marcador de lesión renal cuya presencia y/o nivel se determina es KIM-1, IL-

1beta y/o cistatina-3.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-1 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 35 
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específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-2 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo distal, y la presencia y/o 5 

el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-3 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del conducto colector, y la 

presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha 10 

estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NKCC2 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del asa de Henle, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  15 

En una realización, cuando se usa anti-NHE-3 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NaPiII para la 20 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

El kit de la invención incluye opcionalmente instrucciones de uso del 

kit.  25 

El método y el kit de la invención comprenden una etapa de 

inmunopurificación de exosomas de orina. Por tanto, la invención también 

describe un método para la inmunopurificación de exosomas de orina y el 

uso de anticuerpos para purificar exosomas de orina.  

La invención describe un método para purificar exosomas de orina, 30 

comprendiendo el método las etapas de (a) incubar una muestra de orina, u 

opcionalmente, una muestra de orina descelularizada con un anticuerpo 

dirigido contra el dominio intracelular, extracelular o cualquier dominio de 

proteínas expresadas preferiblemente y de manera diferencial en la 

superficie de diferentes estructuras renales, formando así un complejo 35 
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exosoma-anticuerpo; (b) incubar el complejo exosoma-anticuerpo que 

resulta de (a) con una etiqueta que reconoce cualquier región del anticuerpo 

y se une a un agente insoluble, formando así un complejo exosoma-

anticuerpo-etiqueta-agente insoluble; (c) separar el complejo exosoma-

anticuerpo-etiqueta-agente insoluble del sobrenadante; (d) lavar el complejo 5 

exosoma-anticuerpo-etiqueta-agente insoluble con un tampón adecuado.  

En una realización la muestra de orina, o muestra de orina 

descelularizada se incuba desde 20 hasta 60 minutos con el anticuerpo, en 

un tampón adecuado, a temperatura ambiente.  

En una realización, los anticuerpos usados en el método de 10 

purificación para exosomas de orina se seleccionan, pero no se limitan a: 

anti-acuoporina-1 (anti-AQP-1), anti-acuoporina-2 (anti-AQP-2), anti-

acuoporina-3 (anti-AQP-3), anti-NKCC2, anti-NHE-3 y/o anti-NaPiII o una 

combinación de los mismos. 

En una realización preferida, los anticuerpos usados en el método de 15 

purificación para exosomas de orina están dirigidos contra cualquier dominio 

de anti-AQP1, anti-AQP2, anti-AQP3, anti-NKCC2, anti-NHE-3, anti-NaPiII, o 

una combinación de los mismos.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-1 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 20 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-2 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo distal, y la presencia y/o 25 

el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-3 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del conducto colector, y la 

presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha 30 

estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NKCC2 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del asa de Henle, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  35 
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En una realización, cuando se usa anti-NHE-3 para la 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NaPiII para la 5 

inmunopurificación de una fracción específica de una estructura renal 

específica, la fracción exosómica procede del túbulo proximal, y la presencia 

y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha estructura.  

En una realización, la etiqueta que reconoce cualquier región del 

anticuerpo es proteína A o proteína G o fracciones de las mismas, unidas a 10 

perlas de agarosa o Sepharose.  

En otra realización, la etiqueta es biotina o una fracción de la misma, 

y se une al anticuerpo. Por tanto, se forma el complejo exosoma-anticuerpo-

biotina. En esta realización, el agente insoluble son perlas magnéticas 

unidas a un compuesto con afinidad por biotina o una fracción de la misma, 15 

tal como, pero sin limitarse a un anticuerpo. Por tanto, añadiendo las perlas 

magnéticas, se forma el complejo exosoma-anticuerpo-biotina-compuesto 

con afinidad por biotina-perla magnética y luego se separa en la siguiente 

etapa.  

En una realización, la separación del exosoma-anticuerpo-etiqueta-20 

agente insoluble del sobrenadante se realiza mediante centrifugación o 

sedimentación. 

La invención también da a conocer el uso de un anticuerpo o una 

combinación de anticuerpos dirigidos contra el dominio intracelular, 

extracelular o cualquier dominio de proteínas expresadas preferiblemente y 25 

de manera diferencial en la superficie de diferentes estructuras renales para 

la inmunopurificación de exosomas de orina.  

En una realización, los anticuerpos usados para la inmunopurificación 

de exosomas de orina se seleccionan, pero no se limitan a: anti-acuoporina-

1 (anti-AQP-1), anti-acuoporina-2 (anti-AQP-2), anti-acuoporina-3 (anti-AQP-30 

3), anti-NKCC2, anti-NHE-3 y/o anti-NaPiII o una combinación de los 

mismos.  

En una realización preferida, los anticuerpos usados para la 

inmunopurificación de exosomas de orina están dirigidos contra cualquier 
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dominio de anti-AQP1, anti-AQP2, anti-AQP3, anti-NKCC2, anti-NHE-3, anti-

NaPiII, o una combinación de los mismos.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-1 para la 

inmunopurificación de exosomas de orina una fracción específica de una 

estructura renal específica, la fracción exosómica procede del túbulo 5 

proximal, y la presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión 

en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-2 para la 

inmunopurificación de exosomas de orina una fracción específica de una 

estructura renal específica, la fracción exosómica procede del túbulo distal, y 10 

la presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha 

estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-AQP-3 para la 

inmunopurificación de exosomas de orina una fracción específica de una 

estructura renal específica, la fracción exosómica procede del conducto 15 

colector, y la presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión 

en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NKCC2 para la 

inmunopurificación de exosomas de orina una fracción específica de una 

estructura renal específica, la fracción exosómica procede del asa de Henle, 20 

y la presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión en dicha 

estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NHE-3 para la 

inmunopurificación de exosomas de orina una fracción específica de una 

estructura renal específica, la fracción exosómica procede del túbulo 25 

proximal, y la presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión 

en dicha estructura.  

En una realización, cuando se usa anti-NaPiII para la 

inmunopurificación de exosomas de orina una fracción específica de una 

estructura renal específica, la fracción exosómica procede del túbulo 30 

proximal, y la presencia y/o el nivel de un marcador específico indica lesión 

en dicha estructura. 

El método y kit de la invención tienen la ventaja de proporcionar una 

detección específica, sencilla y temprana de marcadores de lesión renal, lo 

que no es posible con los métodos convencionales aplicados hasta ahora. El 35 
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método y kit de la invención también proporcionan la ventaja de identificar la 

estructura específica que presenta la lesión en el riñón, puesto que usa 

anticuerpos específicos para proteínas específicas presentes en estructuras 

específicas del riñón.  

El método y kit de la presente invención pueden usarse para la 5 

monitorización, el diagnóstico, el pronóstico y/o la determinación del 

tratamiento en cualquier sujeto. Particularmente, el método y kit de la 

invención son útiles para la monitorización del desarrollo de lesión renal en 

pacientes que se someten a trasplante de riñón, debido al proceso de 

isquemia-reperfusión asociado con el trasplante. El método y kit de la 10 

invención son también útiles para la monitorización, el diagnóstico, el 

pronóstico y/o la determinación del tratamiento en pacientes en la unidad de 

cuidados intensivos (UCI) que podrían desarrollar LRA y necesitar una 

detección temprana.  

 15 

DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS  

Figura 1: Inmunotransferencia de tipo Western representativa que 

compara la abundancia de NGAL en la fracción celular y la fracción 

exosómica de una muestra de orina de un paciente con trasplante de riñón 

en los días tras el trasplante 1, 2, 3 y 4.  20 

Figura 2: Inmunotransferencia de tipo Western representativa que 

muestra la abundancia de NGAL-24 y NGAL-46 en orina completa (U) y la 

fracción exosómica (E) de un paciente en el día 1 tras el trasplante.  

Figura 3: Representación gráfica de NGAL en la fracción exosómica 

total de orina en pacientes en el día 1 tras el trasplante. UA= Unidades 25 

arbitrarias.  

Figura 4: Relación entre NGAL-46 y AQP 1, 2 y 3 (* p<0,05, n=5), 

UA= Unidades arbitrarias.  

Figura 5: Análisis comparativo entre dos niveles de CRS y NGAL en 

individuos con trasplante de riñón.  30 

Figura 6: Abundancia relativa de NGAL (unidades arbitrarias) en orina 

libre de exosomas (barras blancas, EF-U) y fracción exosómica total (barras 

negras, TE) en pacientes en la UCI clasificados como LRA1 (5 pacientes), 

LRA2 (3 pacientes) y LRA 3 (5 pacientes).  
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Figura 7: Razón TE/EF-U de abundancia de NGAL en unidades 

arbitrarias en pacientes de la UCI clasificados como LRA1 (5 pacientes), 

LRA2 (3 pacientes) y LRA3 (5 pacientes). 

Figura 8: Abundancia relativa de NGAL en orina libre de exosomas 

(EF-U), exosomas totales (TE) y exosomas sometidos a inmunopurificación 5 

(IP-E) en pacientes en la UCI clasificados como LRA1 (5 pacientes).  

 

SECCIÓN EXPERIMENTAL  

En esta sección, se facilitan ejemplos ilustrativos como orientación, 

por tanto, estos ejemplos no han de interpretarse como limitativos en modo 10 

alguno.  

 

Ejemplos de aplicación  

Algunas de las realizaciones de la presente invención se describen a 

continuación, basándose en un estudio que determina la lesión renal o del 15 

riñón en un grupo de 12 pacientes humanos que se sometieron a trasplante 

de riñón y un estudio comprendía 28 individuos ingresados en la UCI, en los 

que el 46% (13/28) desarrolló LRA según la clasificación RIFLE.  

 

Ejemplo 1: Descripción del grupo en estudio  20 

Se sometieron a prueba el método y los productos de la presente 

invención analizando un grupo de 12 pacientes humanos, más individuos 

sanos que actuaron como grupo control. Los criterios de inclusión usados 

para los controles sanos fueron la ausencia de sintomatología renal y los 

criterios de inclusión para los pacientes fueron todos los individuos que se 25 

sometieron a trasplante de riñón durante el periodo de duración del presente 

estudio. Se incluyeron los pacientes considerando una aprobación de 

consentimiento informado.  

 

Ejemplo 2: Muestras de orina  30 

Se obtuvo una muestra de 50 ml de orina con catéter de cada 

individuo en estudio. Se tomó la muestra de la primera micción de la 

mañana, por un enfermero cualificado. En el caso de individuos 

trasplantados, se obtuvieron las muestras el día antes del trasplante y tres 

muestras tras la cirugía en los tres días siguientes, una vez al día, de las 35 
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que, se eligió para el análisis la primera muestra tras la cirugía. Se 

mantuvieron las muestras a -80ºC a la espera del análisis mediante 

inmunotransferencia de tipo Western.  

 

Ejemplo 3: Preparación de exosomas de orina  5 

Se obtuvieron los exosomas considerando dos enfoques diferentes. 

El primero, correspondió a una separación en centrífuga en dos etapas, 

usando la primera centrifugación, y usando la segunda etapa 

ultracentrifugación. El segundo método, la principal característica de la 

presente invención, consideró una primera fase de centrifugación, y una 10 

segunda etapa de inmunopurificación.  

En el primer método, con 2 etapas de centrifugación, se tomaron 10 

ml de la muestra de orina, a los que se añadieron una pastilla de inhibidores 

de proteasas (pastillas de cóctel de inhibidores de proteasas Complete Mini, 

Roche). Se realizó una primera centrifugación a 17.000 g durante 15 15 

minutos a 4ºC para separar el contenido celular, que se almacenó a -80ºC, 

obteniendo una primera fracción de sobrenadante (S1). Además se sometió 

a ultracentrifugación una primera fracción de S1 a 38.000 rpm durante 1 

hora, lo que originó una segunda fracción de sobrenadante (S2) y un 

precipitado (exosomas totales).  20 

En el caso de una primera etapa de centrifugación, considerando una 

segunda etapa la inmunopurificación, se usó una fracción de S1, obtenida tal 

como se describió en la primera etapa para el método con 2 etapas de 

centrifugación, para la inmunopurificación de exosomas usando anticuerpos 

contra AQP1, AQP2 o AQP3 para obtener exosomas de diferentes regiones 25 

del riñón. Se resuspendieron las muestras en un tampón de carga (Tris-HCl 

100 mM, pH 6,8, ditiotreitol (DTT) 200 mM, SDS al 4%, azul de bromofenol 

al 0,2%, glicerina al 20%), de modo que se cargasen 100 microgramos de 

proteínas totales de cada muestra en un gel.  

 30 

Ejemplo 4: Análisis mediante inmunotransferencia de tipo Western  

La inmunotransferencia de tipo Western permitió la identificación de la 

presencia de proteínas usando anticuerpos específicos. Se separaron las 

proteínas según su tamaño usando electroforesis en geles de acrilamida al 

7,5% y 12% (SDS-PAGE) durante 90 minutos a 100 V. Una vez separadas, 35 
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se transfirieron todas las proteínas a membranas de nitrocelulosa durante 90 

minutos a 300 mA. Después de este proceso, se bloquearon las membranas 

usando leche desnatada al 5% con agitación constante durante 1 hora, para 

la incubación posterior con anticuerpos primarios anti-AQP1 (Santa Cruz 

Biotechnology), anti-AQP2 (Santa Cruz Biotechnology), anti-AQP3 (Santa 5 

Cruz Biotechnology) o anti-NGAL (R&D Systems), durante la noche a 4ºC 

con agitación. Una vez finalizada la incubación, se lavaron las membranas 3 

veces con PBS al 1%-Tween 20 (Winkler), para proceder con un anticuerpo 

secundario durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación. 

Finalmente, se lavaron las membranas 3 veces con PBS al 1%-Tween 20 10 

para procesamiento adicional.  

Se determinó la abundancia de proteínas mediante un análisis 

semicuantitativo, usando la determinación densitométrica de bandas 

obtenidas mediante inmunotransferencia de tipo Western, usando el 

software Adobe Photoshop CS4, con 2 mediciones (banda total y una banda 15 

de tamaño fijo para todas las muestras) para cada banda obtenida de modo 

que se normalizase la determinación.  

 

Determinación de proteínas 

Se determinó la concentración total en ambas fracciones celulares, 20 

usando un kit disponible comercialmente (reactivo de ensayo de proteínas 

BCA, Pierce).  

 

Análisis estadístico 

Se llevaron a cabo un estudio descriptivo y uno asociativo usando el 25 

modelo estadístico ANOVA. Se realizó el análisis usando el software WINKS 

SDA 6.0, considerándose como diferencias significativas con un valor de p 

<= 0,05.  

 

Ejemplo 5: Resultados del análisis según el método de la presente 30 

invención 

Características del estudio en grupos  

Se consideraron 12 pacientes que recibieron un trasplante de riñón en 

el presente estudio.  
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Las edades de los pacientes oscilaron entre los 15 y 60 años, aunque 

la mayor parte de los pacientes (7 de 12) tenían entre 40 y 60 años. La 

mayor parte de los pacientes eran hombres (91,6%). El 25% recibió un 

órgano de un donante cadáver y el 75% de un donante vivo (tabla 4).  

La creatinina en suero es un parámetro importante para someter a 5 

prueba la viabilidad del órgano trasplantado. El primer día después del 

trasplante, todos los pacientes tenían valores para la creatinina en suero 

mayor de lo normal (de 0,8 a 1,4 mg/dl), mostrando valores mayores los 

pacientes que recibieron el órgano de un donante cadáver (tabla 4).  

Otro parámetro considerado fue el tiempo de isquemia al que estuvo 10 

sometido el órgano, antes del trasplante. Los tiempos oscilan entre 27 y 

1182 minutos, siendo en general los mayores tiempos para aquellos 

pacientes que recibieron el órgano de un donante cadáver, oscilando los 

tiempos entre 300 y 1182 minutos, en comparación con los tiempos de 

pacientes que recibieron el órgano de un donante vivo, entre 27 y 360 15 

minutos (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Información de pacientes en el estudio 

N.º de 

paciente 

Edad 

(años) 

Sexo Tipo de 

donante 

CRS día +l 

(mg/dl) 

Tiempo de 

isquemia 

(minutos) 
1 60 M DC 12,5 1182 

2 57 M DV 7,4 27 

3 16 M DC 6,1 300 

4 34 M DV 4,8 120 

5 

 

6 

15 

 

27 

F 

 

M 

DV 

 

DV 

2,3 

 

4,7 

N/D 

 

90 

7 42 M DV 9,3 360 
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8 46 M DV 2,7 N/D 

9 46 M DV 6,1 N/D 

10 55 M DV 5,5 120 

11 28 M DV 2,8 60 

12 42 M DC 9,0 720 

Sexo: M=masculino, F=femenino; Tipo de donante DC= donante cadáver, 

DV= donante vivo; CRS día+ 1= creatinina en suero 1 día tras el trasplante; 

Tiempo de isquemia: N/D= sin datos disponibles.  

 

Análisis de biomarcadores de insuficiencia renal  5 

Los resultados previos obtenidos por este equipo de investigación y 

los resultados del presente estudio, muestran que en individuos sanos no 

hay niveles detectables de biomarcadores ni en la fracción celular ni en la 

fracción exosómica de orina (Flores M., Marquez S. 2009, Research unit: 

New molecular markers for the study of kidney transplant dysfuncción, 10 

Universidad de los Andes, Santiago, Chile). También, los niveles de 

expresión de biomarcadores en la fracción exosómica son mayores que los 

expresados en la fracción celular (figura 1). Además, se producen mayores 

niveles de expresión de biomarcadores en estudio el primer día tras el 

trasplante (figura 1). Finalmente, usando inmunotransferencia de tipo 15 

Western es posible detectar dos isoformas de NGAL, NGAL-23 de 23 kDa y 

NGAL-46 de 46 kDa (figura 1). Por tanto, el presente estudio se centra en la 

determinación del perfil de biomarcadores a partir de la fracción exosómica 

de una muestra de orina recogida el primer día tras el trasplante. 

 20 

NGAL  

Se analizó la abundancia de todas las isoformas de NGAL (NGAL-23 

y NGAL-46) a partir de los exosomas de orina totales del primer día tras el 

trasplante, usando técnicas de inmunotransferencia de tipo Western, en 12 

pacientes incluidos en el estudio, obteniendo información para 11 de ellos. 25 

Estos resultados muestran que NGAL se expresó en casi todos los casos. El 
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intervalo de expresión fue de entre 7,3 y 170,3 UA, es decir 

aproximadamente 20 veces de diferencia entre los casos extremos (figura 

3).  

Usando inmunotransferencia de tipo Western para identificar NGAL-

46 y NGAL-24, ambos marcadores se expresan sólo en la fracción 5 

exosómica urinaria, mientras que el sobrenadante sólo muestra una banda 

no específica (figura 2).  

De 11 pacientes, aquéllos con mayores valores de NGAL fueron los 

pacientes 5 y 7, con valores de 170,3 y 83.8 UA, respectivamente.  

Se halló el menor nivel para el paciente 10 con un valor de 12,6 UA y 10 

el paciente 2, con 7,9 UA. 

 

Expresión de biomarcadores en exosomas sometidos a 

inmunopurificación  

Pisitkun en 2004 (Pisitkun T., Shen R.F., Knepper M.A. 2004, Proc 15 

Natl Acad Sci USA, 101:13368-13373) describió la presencia de acuaporinas 

(AQP) en exosomas de orina de pacientes normales. Por tanto, el presente 

estudio examinó la expresión de las AQP (AQP1, AQP2, AQP3) en 

exosomas sometidos a inmunopurificación de pacientes que se sometieron a 

trasplante renal. La elección de cada uno de estos componentes se debe a 20 

que su expresión está asociada con zonas específicas en la nefrona. AQP1 

se asocia habitualmente con los túbulos proximales (Knepper M.A. 1997, Am 

J Physiol, 272:F3-F12), AQP2 se asocia con los túbulos distales y los 

conductos colectores (Ma T., Yang B., Gillespie A., Carlson E.J., Epstein 

C.J., Verkman A.S. 1998, J Biol Chem, 273:4296-4299), y AQP3 se asocia 25 

con los conductos colectores de la nefrona (Sasaki S., Ishibashi K., Marumo 

F. 1998, Annu Rev Physiol, 60:199-220).  

Este análisis permite determinar la abundancia de cada biomarcador 

presente en un tipo particular de exosoma. Por tanto, el enfoque es 

establecer una relación entre el posible origen del biomarcador de lesión 30 

renal analizado.  

 

NGAL-46  

La figura 4 muestra la normalización de la isoforma NGAL-46 

mediante el nivel de AQP en exosomas de orina de pacientes con 35 
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información positiva. Se eligió NGAL-46 puesto que la expresión de NGAL-

46 es mayor que la de NGAL-23 (figura 1). Los resultados muestran que la 

abundancia de NGAL en relación con la abundancia de AQP1 es 

estadísticamente mayor que la de las otras AQP (figura 4, p<0,05). Estos 

resultados sugieren que los exosomas que contienen AQP1 tienen una 5 

mayor abundancia de NGAL (figura 4). Basándose en estos resultados, se 

muestra que NGAL-46 se asocia principalmente con regiones del riñón en 

las que se expresa preferentemente AQP1, es decir la zona proximal del 

conducto colector.  

 10 

Comparación de los niveles en suero de creatinina con NGAL  

Resultados que comparan los niveles de NGAL y creatinina en suero 

(CRS) muestran que individuos con niveles de CRS menores de 3 mg/dl 

(pacientes 5, 8 y 11) o mayores de 6 mg/dl (pacientes 1, 2, 3, 7, 9 y 12), no 

presentan una correlación con NGAL (figura 5).  15 

Los datos sugieren que los marcadores de filtración glomerular (CRS) 

no se correlacionan con los marcadores de lesión renal (NGAL).  

 

Discusión  

Análisis de biomarcadores de lesión renal 20 

NGAL  

Flores y Marquez (2009) (Flores M., Marquez S. 2009, Research unit: 

New molecular markers for the study of kidney transplant dysfuncción, 

Universidad de los Andes, Santiago, Chile) mostraron que no hay niveles 

detectables de NGAL en la fracción exosómica de orina de individuos sanos. 25 

11 de los pacientes del presente estudio para los que se disponía de 

información mostraron que NGAL se detectaba en el 100% de los exosomas 

de orina de pacientes que se sometieron a trasplante renal pero que no se 

detectaba en el sobrenadante libre de la fracción celular de orina. Los 

niveles de expresión son de entre 7,9 y 170,3 UA, con más de 22 veces 30 

entre los individuos extremos. Por tanto, los datos sugieren que la detección 

de NGAL en exosomas de orina constituye un excelente biomarcador para 

lesión renal, puesto que la fracción analizada era más representativa que la 

orina completa.  

 35 
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Relación de NGAL con el tipo de donante  

Se sabe que la calidad del órgano trasplantado es mejor cuando el 

donante está vivo en comparación con un donante cadáver, lo que debe 

reflejarse como una menor expresión de marcadores de lesión renal. Se 

mostró este tipo de comportamiento en los pacientes 2, 6, 9 y 10, con los 5 

menores niveles de NGAL y también recibieron el órgano trasplantado de un 

donante vivo. En el mismo contexto, el paciente 1 muestra un mayor nivel de 

NGAL, que puede explicarse puesto que este paciente recibió un trasplante 

de un donante cadáver. No obstante, este patrón de expresión de NGAL no 

se muestra por el paciente 3, que recibió un trasplante de un donante 10 

cadáver y muestra niveles moderados de NGAL, y por tanto podría 

interpretarse como la calidad del órgano.  

Los pacientes 5 y 7 muestran mayores niveles de NGAL aunque 

recibieron un riñón de un donante vivo. El paciente 7 mostró una función 

retardada del riñón trasplantado, requiriendo hemodiálisis durante la primera 15 

semana tras el trasplante. Por tanto, NGAL es un excelente marcador para 

lesión renal.  

 

Relación de NGAL con el tiempo de isquemia  

El tiempo de isquemia de un órgano es un factor determinante del 20 

daño que sufre el órgano antes del trasplante, puesto que cuanto más largo 

sea este tiempo, menos función tendrá. Esto se observa en los pacientes 1 y 

7, que tienen una alta expresión de NGAL relacionada con valores de 

isquemia de 360 y 1182 minutos. Se observa lo contrario en los pacientes 2 

y 6, con valores de isquemia de 27 y 90 minutos. Esta relación puede 25 

establecerse en la mayor parte de los casos, con excepción del paciente 11, 

con un valor bajo del tiempo de isquemia y altos niveles de NGAL (tabla 4, 

figura 3). El paciente 5 muestra el mayor nivel de NGAL del grupo, pero no 

se dispone de datos del tiempo de isquemia.  

 30 

Relación de NGAL con la edad y el sexo 

Según los resultados obtenidos en el presente estudio, la edad no 

parece tener ninguna relación con los niveles de NGAL para cada paciente, 

puesto que, por ejemplo el paciente 5 muestra los mayores niveles de NGAL 

(figura 3) aunque es la persona más joven en el estudio. No es posible 35 
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tampoco establecer una relación entre el sexo del paciente y el marcador, 

puesto que el estudio sólo incluyó una mujer.  

 

Expresión de biomarcadores en exosomas sometidos a 

inmunopurificación  5 

AQP1, AQP2 y AQP3  

Se analizó la abundancia de biomarcadores en exosomas sometidos 

a inmunopurificación con diferente tipos de AQP.  

Knepper 1997 (Knepper M.A. 1997, Am J Physiol, 272:F3-F12), 

mostró que AQP1 se asocia preferentemente con los túbulos proximales, 10 

mientras que AQP2 se asocia con los túbulos distales y los conductos 

colectores (Ma T., Yang B., Gillespie A., Carlson E.J., Epstein C.J., Verkman 

A.S. 1998, J Biol Chem, 273:4296-4299), y AQP3 se asocia con los 

conductos colectores de la nefrona (Sasaki S., Ishibashi K., Marumo F. 

1998, Annu Rev Physiol, 60:199-220). 15 

Pisitkun en 2004 (Pisitkun T., Shen R.F., Knepper M.A. 2004, Proc Natl 

Acad Sci USA, 101: 13368-13373) mostró que las AQP estaban presentes en 

exosomas de orina de pacientes normales.  

El presente estudio muestra que, las AQP, además de estar 

presentes en exosomas de orina de pacientes normales también están 20 

presentes en todos los pacientes sometidos a trasplante renal, 

independientemente del estado del órgano o el donante en el momento del 

trasplante (tabla 4).  

 

Relación entre componentes de membrana y biomarcadores  25 

Considerando que AQP1 se asocia con los túbulos proximales en 

nefronas ((Knepper M.A. 1997, Am J Physiol, 272:F3-F12), y AQP2 se 

asocia con los túbulos distales, y AQP3 se asocia con los conductos 

colectores, se analizó la abundancia de NGAL en exosomas sometidos a 

inmunopurificación con AQP1, AQP2 y AQP3.  30 

 

NGAL  

La expresión de NGAL en cada uno de los exosomas sometidos a 

inmunopurificación sugiere una abundancia significativamente mayor de 

NGAL en exosomas con AQP1 en sus membranas (p<0,05, figura 4), 35 
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seguido por los exosomas con AQP2 y AQP3, sin diferencia significativa 

entre los dos últimos. Los datos sugieren que los exosomas que proceden 

del túbulo proximal del riñón tienen una mayor abundancia del marcador de 

lesión renal NGAL.  

 5 

Conclusiones  

El análisis de biomarcadores en lesión renal el primer día tras el 

trasplante permitió la detección de biomarcadores usando técnicas de 

inmunotransferencia de tipo Western con la fracción exosómica de orina, 

pero no con orina completa. Estos biomarcadores no son detectables 10 

usando esta técnica en pacientes sanos.  

NGAL está presente en la fracción exosómica de muestras de orina 

tomadas el primer día tras el trasplante del riñón en todos los pacientes 

analizados, lo que sugiere que la expresión de factores moleculares en los 

exosomas se debe al desarrollo de lesión renal en el trasplante, asociada 15 

con el procedimiento de trasplante. De manera interesante, los pacientes 1, 

4 y 7 mostraron conjuntamente altos niveles de NGAL. De estos pacientes, 1 

y 7 mostraron una función retardada del trasplante, requiriendo terapia de 

diálisis durante la primera semana tras el trasplante. Estos resultados 

preliminares, muestran que los niveles aumentados de NGAL en exosomas 20 

de orina desempeñan un papel crítico en el establecimiento de disfunción 

renal en los trasplantes renales.  

El uso de métodos cuantitativos para la determinación de la 

abundancia de estos marcadores, por ejemplo usando ELISA, permite 

establecer límites para determinar el grado de lesión renal asociada con el 25 

trasplante renal y sus implicaciones en la función y viabilidad del trasplante.  

Basándose en el análisis, NGAL se expresa principalmente en 

exosomas de orina obtenidos de los túbulos proximales.  

 

Ejemplo 6: Descripción del grupo en estudio  30 

Se usaron los mismos procedimientos usados en ejemplos anteriores 

en cuanto al análisis estadístico, la preparación de muestras, los protocolos 

de inmunotransferencia de tipo Western, orina total, exosomas totales, 

exosomas sometidos a inmunopurificación.  
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En este ejemplo, se obtuvieron muestras de orina de 30 ml de la 

segunda micción y se mantuvieron en un recipiente estéril, de pacientes 

ingresados en la unidad de cuidados intensivos (UCI). Se mantuvieron las 

muestras a -80ºC hasta su procesamiento adicional y el análisis mediante 

inmunotransferencia de tipo Western.  5 

 

Grupo de estudio 

El grupo de estudio comprendía 28 individuos ingresados en la UCI, 

con edades que oscilaban entre 21 y 95 años, 19 hombres y 9 mujeres. El 

46% (13/28) desarrolló LRA según la clasificación RIFLE.  10 

En la tabla 5 a continuación se muestran la edad, el sexo y la fase de 

LRA determinada según métodos habituales.  

 
Tabla 5. Información de pacientes en el estudio. 

 15 

N.º de paciente Edad (años) Sexo Fase de LRA 

1 64 M LRA3 

2 75 M LRA3 

3 34 M N 

4 59 F N 

5 95 M LRA1 

6 82 F N 

7 23 M LRA3 

8 21 M LRA3 

9 74 M LRA1 

10 79 F LRA2 

11 87 F N 

12 34 M N 

13 40 F N 

14 76 M N 

15 27 M N 

16 39 M LRA2 

17 57 F N 
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18 82 M N 

19 37 M N 

20 55 F N 

21 54 F N 

22 41 M LRA1 

23 44 F LRA1 

24 22 M LRA2 

25 48 M LRA1 

26 38 M N 

27 85 M LRA1 

28 86 M N 

M: hombre, F: mujer, N: sin LRA  

Al 46% de los 28 pacientes se les diagnosticó LRA, 9 eran mujeres 

(32%) y 19 hombres (68%). La clasificación según la fase de LRA muestra 

que un mayor número de hombres son el constituyente principal del grupo.  

El 57% (16 pacientes) eran mayores de 45 años, aunque no se 5 

observa ninguna relación en cuanto a la fase de LRA y la edad.  

 

Ejemplo 7: Análisis de biomarcadores de lesión renal en exosomas 

totales, orina libre de exosomas y exosomas sometidos a 

inmunopurificación.  10 

Se analizó el biomarcador de LRA, NGAL, mediante técnicas de 

inmunotransferencia de tipo Western en orina libre de exosomas (EF-U), 

fracción exosómica total (TE) y exosomas sometidos a inmunopurificación 

(IP-E). De los 28 pacientes en el estudio, 17 mostraron niveles detectables 

de NGAL usando la técnica de inmunotransferencia de tipo Western. La 15 

tabla 6 a continuación muestra los resultados para la detección de 

biomarcadores en los pacientes del estudio.  

 

Tabla 6. Detección de biomarcadores en los pacientes. 

N.º de paciente NGAL Fase de LRA 

1 + LRA3 
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2 + LRA3 

3 - N 

4 + N 

5 + LRA1 

6 + N 

7 + LRA3 

8 + LRA3 

9 + LRA1 

10 + LRA2 

11 - N 

12 + N 

13 - N 

14 - N 

15 - N 

16 + LRA2 

17 + N 

18 - N 

19 - N 

20 + N 

21 - N 

22 + LRA1 

23 + LRA1 

24 + LRA2 

25 + LRA1 

26 - N 

27 + LRA1 

28 - N 

 

+: presencia de biomarcador, -: ausencia de biomarcador  

El 100% (13/13) de los pacientes a los que se les diagnosticó LRA 

(13/28) tiene NGAL detectable en al menos una de las fracciones 
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estudiadas. En el caso de pacientes con diagnóstico negativo para LRA, el 

33% muestra NGAL positivo.  

Además, en pacientes clasificados con LRA, la abundancia de NGAL 

fue mayor en la fracción exosómica en el 85% de los casos, en comparación 

con la fracción EF-U. 5 pacientes, con diagnóstico de LRA, mostró expresión 5 

preferente de NGAL en la fracción exosómica (pacientes 5, 8, 9, 12 y 16), 

mientras que sus niveles de NGAL en la fracción EF-U fueron 

extremadamente bajos. Sólo 2 pacientes con diagnóstico de LRA y NGAL 

positivos mostraron una abundancia equivalente de NGAL en ambas 

fracciones (pacientes 2 y 7).  10 

En el grupo con un diagnóstico de LRA negativo, el 60% muestra 

niveles no detectables de NGAL. Todos los pacientes clasificados con 

diagnóstico de LRA negativo y NGAL positivo, mostraron mayores niveles de 

NGAL en la fracción exosómica.  

 15 

Tabla 7: Abundancia relativa de NGAL en fracciones de orina 

analizadas en los pacientes. 

 

N.º de 

paciente 

NGAL EF-U Exosomas totales Fase de LRA 

1 + ++ LRA3 

2 ++ ++ LRA3 

3 - - N 

4 + ++ N 

5 - + LRA1 

6 + ++ N 

7 ++ ++ LRA3 

8 - + LRA3 

9 - + LRA1 

10 + ++ LRA2 

11 - - N 

12 - ++ N 
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13 - - N 

14 - - N 

15 - - N 

16 - + LRA2 

17 - + N 

18 - - N 

19 - - N 

20 - + N 

21 - - N 

22 + ++ LRA1 

23 + ++ LRA1 

24 + ++ LRA2 

25 + ++ LRA1 

26 - - N 

27 + ++ LRA1 

28 - - N 

+: presencia de NGAL, -: ausencia de NGAL  

Se clasificaron los pacientes en tres fases de LRA, siendo LRA3 la 

más grave. De 13 pacientes a los que se les diagnosticó LRA, 5 se 

clasificaron como LRA1 y los 5 (100%) mostraron mayor abundancia de 

NGAL en la fracción exosómica. De los 3 pacientes a los que se les 5 

diagnosticó LRA2, 3 mostraron mayor abundancia de NGAL en la fracción 

exosómica. De los 5 pacientes a los que se les diagnosticó LRA3, 3 (60%) 

mostraron mayor abundancia de NGAL en la fracción exosómica (tabla 7).  

Además, se analizó la abundancia relativa de NGAL entre orina libre 

de exosomas (EF-U) y fracción de exosomas totales (TE). Se determinaron 10 

por separado los niveles de NGAL en la orina de pacientes ingresados en la 

UCI y a los que se les diagnosticó LRA1, LRA2 y LRA3. Los resultados 

muestran claramente que con un nivel creciente de lesión, también aumenta 

la abundancia de NGAL, aunque la abundancia de NGAL es mayor en TE en 

comparación con EF-U en el caso de LRA1 y LRA2 (figura 6).  15 

En el grupo de pacientes con un diagnóstico de LRA negativo, el 33% 

(5/15) mostraron niveles detectables de NGAL en la fracción TE. Los niveles 
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de abundancia de NGAL en esta fracción fueron en promedio de 13,5  9,8 

UA. Estos niveles fueron significativamente menores que los hallados en TE 

de pacientes con LRA1 (79,6  22 UA, figura 6). Esto podría interpretarse 

como una lesión renal incipiente que no se detectó mediante los niveles en 

suero de creatinina.  5 

Los datos anteriores muestran que la medición de NGAL en TE es un 

método con una mayor sensibilidad para el diagnóstico de LRA 24 horas 

antes del diagnóstico de LRA usando la creatinina en suero.  

Para comparar la abundancia relativa de NGAL en las fracciones TE y 

EF-U, se calculó la razón TE/EF-U. Los resultados (figura 7) muestran que la 10 

abundancia de NGAL es 45 veces mayor en TE en comparación con EF-U 

en el caso de LRA1, 13 veces mayores en el caso de LRA2. No obstante, 

los pacientes a los que se les diagnosticó LRA3 no mostraron diferencia 

significativa. Los datos muestran que NGAL en exosomas de orina tiene una 

alta sensibilidad en la detección temprana de LRA (LRA1 y LRA2) en un 15 

periodo de 24 horas antes de establecer el diagnóstico de LRA usando el 

método de la creatinina en suero.  

Puesto que los resultados anteriores muestran una mayor abundancia 

de NGAL en exosomas totales (TE) en pacientes con LRA1, se analizó 

además la abundancia de NGAL en exosomas sometidos a 20 

inmunopurificación (IP-E). Se usó AQP1 para someter a inmunopurificación 

los exosomas en pacientes a los que se les diagnosticó LRA1. Se comparó 

la abundancia de NGAL en la fracción IP-E con las fracciones TE y EF-U. 

Los resultados muestran que la abundancia de NGAL en IP-E es mayor que 

en TE e incluso mayor que en las fracciones EF-U (figura 8).  25 

Los datos muestran que la inmunopurificación de exosomas 

procedentes de la sección del túbulo proximal de la nefrona aumenta la 

abundancia de NGAL y por tanto la sensibilidad en la detección temprana de 

LRA en pacientes críticos.  

El análisis para el grupo de 28 pacientes de este ejemplo permite 30 

establecer que la determinación de NGAL en orina es un buen método para 

el diagnóstico de LRA, en un periodo de 24 horas antes de lo que permite el 

método habitual de los niveles de creatinina en suero.  

La abundancia de NGAL en la fracción exosómica es mayor que en la 

fracción de orina libre de exosomas, mostrando así un método de mayor 35 
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sensibilidad para el diagnóstico temprano de LRA, en particular para fases 

LRA1 y LRA2. 

La inmunopurificación de exosomas permite aumentar la sensibilidad 

de detección de LRA debido a la mayor abundancia de NGAL en exosomas 

sometidos a inmunopurificación con AQP1.  5 

Dado que otras patologías pueden aumentar los niveles de NGAL en 

orina, el análisis de exosomas sometidos a inmunopurificación permite 

establecer que el NGAL medido procede del riñón, aumentando la 

especificidad en la determinación de biomarcadores exosómicos para la 

detección temprana de LRA. 10 
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REIVINDICACIONES  

 

1. Método para la monitorización, el diagnóstico y/o el pronóstico de lesión 

renal aguda en fase temprana y la determinación del tratamiento en sujetos 

que padecen la misma, comprendiendo el método las siguientes etapas:  

(a) proporcionar una muestra de orina;  

(b) enriquecer la muestra de orina en exosomas presentes en la muestra de 

orina usando al menos una etapa de inmunopurificación;  

(c) detectar y/o cuantificar un marcador de lesión renal aguda (LRA) en los 

exosomas.  

 

2. Método según la reivindicación 1, en el que la etapa de inmunopurificación 

se realiza con anticuerpos dirigidos contra el dominio intracelular, 

extracelular o cualquier dominio de proteínas expresadas preferiblemente y 

de manera diferencial en la superficie de diferentes estructuras renales.  

 

3. Método según la reivindicación 2, en el que los anticuerpos para la etapa de 

inmunopurificación se seleccionan de anti-acuaporina 1 (anti-AQP1), anti-

acuaporina 2 (anti-AQP2) y anti-acuaporina 3 (anti-AQP3), anti-NKCC2, 

anti-NHE-3, anti-NaPiII o una combinación de los mismos.  

 
 

4. Método según la reivindicación 3, en el que los anticuerpos para la etapa de 

inmunopurificación están dirigidos contra cualquier dominio de acuaporina 1 

(AQP1), acuaporina 2 (AQP2), acuaporina 3 (AQP3), NKCC2, NHE-3 y 

NaPiII.  

 

5. Método según la reivindicación 4, en el que el enriquecimiento de la 

muestra de orina en exosomas incluye al menos un medio adicional para el 

enriquecimiento de exosomas, antes de la inmunopurificación.  
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6. Método según la reivindicación 5, en el que el medio adicional para el 

enriquecimiento de la muestra de orina en exosomas es una etapa de 

centrifugación, una etapa de microfiltración, o una combinación de las 

mismas, originando así una muestra de orina descelularizada.  

 

7. Método según la reivindicación 6, en el que la centrifugación se realiza 

durante de 5 a 30 minutos a de 5000 a 10000 rpm.  

 
 

8. Método según la reivindicación 6 ó 7, en el que la etapa de centrifugación 

se realiza en dos fases.  

 

9. Método según la reivindicación 8, en el que la segunda etapa de 

centrifugación es una etapa de ultracentrifugación realizada durante de 30 a 

120 minutos a de 30000 a 45000 rpm, originando así una fracción 

exosómica total.  

 
 

10. Método según la reivindicación 6, en el que la etapa de microfiltración usa 

un microfiltro de hasta 0,22 micrómetros, originando así una muestra de 

orina descelularizada.  

 

11. Método según la reivindicación 1, en el que el marcador de lesión renal 

aguda se seleccionan de NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta, IL-18 o una 

combinación de los mismos.  

 
 

12. Método según la reivindicación 1, en el que se realiza la detección mediante 

reacción inmunitaria con anticuerpos primarios contra NGAL, cistatina-3, 

KIM-1, IL-1beta, IL-18.  
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13. Método según la reivindicación 12, en el que los anticuerpos primarios 

están marcados.  

 
 

14. Método según la reivindicación 1, en el que se realiza la detección 

detectando un anticuerpo secundario marcado dirigido contra los 

anticuerpos primarios dirigidos contra NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta, 

IL-18.  

 

15. Método según las reivindicaciones 12 ó 13, en el que el marcador de 

anticuerpo se selecciona de una enzima, un compuesto fluorescente, un 

compuesto infrarrojo, un compuesto radiactivo, un compuesto químico.  

 
 

16. Método según la reivindicación 15, que incluye además una etapa para 

evaluar la lesión renal aguda en un sujeto para la monitorización, el 

diagnóstico, el pronóstico y/o la determinación de un tratamiento en el 

sujeto basándose en la presencia y/o el nivel del marcador de lesión renal 

específico.  

 

17. Kit para la evaluación de lesión renal aguda en una fase temprana que 

comprende:  

(a) medios para enriquecer una muestra de orina en exosomas usando al 

menos una etapa de inmunopurificación;  

(b) medios para detectar un marcador de lesión renal aguda (LRA).  

 

18. Kit según la reivindicación 17, que comprende además (c) medios para 

obtener una muestra de orina.  

 

19. Kit según la reivindicación 17, en el que los anticuerpos para la etapa de 

inmunopurificación se seleccionan de anti-acuaporina 1 (anti-AQP1), anti-
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acuaporina 2 (anti-AQP2) y anti-acuaporina 3 (anti-AQP3), anti-NKCC2, 

anti-NHE-3, anti-NaPiII o una combinación de los mismos.  

 
 

20. Kit según la reivindicación 19, en el que los anticuerpos para la etapa de 

inmunopurificación están dirigidos contra cualquier dominio de acuaporina 1 

(AQP1), acuaporina 2 (AQP2), acuaporina 3 (AQP3), NKCC2, NHE-3 y 

NaPiII.  

 

21. Kit según la reivindicación 20, en el que el enriquecimiento de la muestra de 

orina en exosomas incluye al menos un medio adicional para el 

enriquecimiento de exosomas, antes de la inmunopurificación. 

 
 

22. Kit según la reivindicación 21, en el que los medios para enriquecer la 

muestra de orina en exosomas se seleccionan de receptores, tubos de 

laboratorio, tubos de centrífuga, anticuerpos, tampón de reacción 

inmunitaria, disoluciones o agentes de bloqueo, disoluciones madre de los 

marcadores de lesión renal específicos, microfiltros, placa de 96 pocillos 

cubierta con los anticuerpos, o una combinación de los mismos.  

 

23. Kit según la reivindicación 17, en el que los medios para detectar el 

marcador de lesión renal aguda son anticuerpos seleccionados de 

anticuerpos contra NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta, IL-18 o una 

combinación de los mismos.  

 
 

24. Kit según la reivindicación 23, en el que los anticuerpos están marcados.  

 

25. Kit según la reivindicación 23, que comprende además un anticuerpo 

secundario marcado dirigido contra los anticuerpos primarios dirigidos 
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contra NGAL, cistatina-3, KIM-1, IL-1beta, IL-18, o una combinación de los 

mismos.  

 
 

26. Kit según la reivindicación 24 o 25, en el que el marcador en los anticuerpos 

se selecciona de una enzima, un compuesto fluorescente, un compuesto 

infrarrojo, un compuesto radiactivo, un compuesto químico.  

 

27. Kit según la reivindicación 26, en el que el kit incluye además instrucciones 

de uso del kit.  

 
 

28. Método para purificar exosomas de orina, comprendiendo el método las 

siguientes etapas:  

(a) incubar una muestra de orina, u opcionalmente, una muestra de orina 

descelularizada con un anticuerpo dirigido contra el dominio intracelular, 

extracelular o cualquier dominio de proteínas expresadas preferiblemente y 

de manera diferencial en la superficie de diferentes estructuras renales, 

formando así un complejo exosoma-anticuerpo;  

(b) incubar el complejo exosoma-anticuerpo que resulta de (a) con una 

etiqueta que reconoce cualquier región del anticuerpo y se une a un agente 

insoluble, formando así un complejo exosoma-anticuerpo-etiqueta-agente 

insoluble; 

(c) separar el complejo exosoma-anticuerpo-etiqueta-agente insoluble del 

sobrenadante;  

(d) lavar el complejo exosoma-anticuerpo-etiqueta-agente insoluble con un 

tampón adecuado.  

 

29. Método según la reivindicación 28, en el que los anticuerpos se seleccionan 

de anti-acuaporina 1 (anti-AQP1), anti-acuaporina 2 (anti-AQP2) y anti-

acuaporina 3 (anti-AQP3), anti-NKCC2, anti-NHE-3, anti-NaPiII o una 

combinación de los mismos.  
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30. Método según la reivindicación 29, en el que los anticuerpos están dirigidos 

contra cualquier dominio de acuaporina 1 (AQP1), acuaporina 2 (AQP2), 

acuaporina 3 (AQP3), NKCC2, NHE-3 y NaPiII.  

 
 

31. Uso de un anticuerpo o una combinación de anticuerpos dirigidos contra el 

dominio intracelular, extracelular o cualquier dominio de proteínas 

expresadas preferiblemente y de manera diferencial en la superficie de 

diferentes estructuras renales, en el que dichos anticuerpos son para la 

inmunopurificación de exosomas de orina.  

 

32. Uso de un anticuerpo o una combinación de anticuerpos seleccionados de 

anti-acuaporina 1 (anti-AQP1), anti-acuaporina 2 (anti-AQP2) y anti-

acuaporina 3 (anti-AQP3), anti-NKCC2, anti-NHE-3, anti-NaPiII o una 

combinación de los mismos, en el que dichos anticuerpos son para la 

inmunopurificación de exosomas de orina.  

 
 

33. Uso de un anticuerpo o una combinación de anticuerpos dirigidos contra 

cualquier dominio de acuaporina 1 (AQP1), acuaporina 2 (AQP2), acuaporina 

3 (AQP3), NKCC2, NHE-3 y NaPiII, en el que dichos anticuerpos son para la 

inmunopurificación de exosomas de orina. 
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MÉTODO PARA LA MONITORIZACIÓN, EL DIAGNÓSTICO Y/O EL 

PRONÓSTICO DE LESIÓN RENAL AGUDA EN FASE TEMPRANA 

 

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención se refiere a un método y un kit para la monitorización, 

el diagnóstico, el pronóstico de lesión renal aguda en fase temprana y la 

determinación del tratamiento en sujetos que padecen la misma. El método 

comprende las etapas de a) proporcionar una muestra de orina; b) enriquecer la 

muestra de orina en exosomas presentes en la muestra de orina usando al menos 

una etapa de inmunopurificación; c) detectar un marcador de lesión renal aguda 

(LRA) en el exosoma. 

 

 

SECTOR: Composiciones que contienen péptidos y procesos de medida, 

investigación o análisis que los comprenden.   

 


















