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Resumen 

La nefropatía lúpica (NL) es una complicación del lupus eritematoso 

generalizado (LEG) en la que se presenta desde proteinuria leve 

asintomática hasta glomerulonefritis que progresa rápidamente a 

insuficiencia renal, afectando hasta el 60% de los pacientes que han sido 

diagnosticados con LEG dentro del primer año. La biopsia renal, utilizada 

para determinar clase específica y severidad de la NL, es un procedimiento 

invasivo, presenta riesgos y complicaciones renales severos como 

hematuria macroscópica, hematoma peri-renal, infección, daño a órganos 

adyacentes e incluso, en casos extremos pérdida renal y muerte. Una de 

las células clave en la patogenia de la NL, son las células B, ya que 

contribuyen de manera importante en la generación y exacerbación de la 

enfermedad dada por la producción de auto-anticuerpos, presentación de 

auto-antígenos, secreción de citocinas pro-inflamatorias y vesículas 

extracelulares. Actualmente se sabe que en varias enfermedades existe un 

aumento del número de vesículas extracelulares (VEs) en diferentes 

fluidos, como la orina. Por tanto, se pueden obtener biomarcadores para el 

pronóstico de la enfermedad. Así, en este trabajo se evaluó la presencia 

de VEs en orina en pacientes con NL activa, LEG con y sin actividad, y en 

individuos sanos. Las tetraspaninas (CD37, CD53, tetraspanina33) y 

ADAM10 se identificaron en VEs mediante citometría de flujo 

y miRNAs relacionados con células B mediante qPCR. Encontramos una 

mayor cantidad de VEs, así como de miRNAs en pacientes con NL activo, 

que en individuos sanos o en pacientes con LEG sin actividad. Además, 

algunas de estas variables correlacionan con los datos clínicos de 

enfermedad activa, por lo que se sugiere que se puedan utilizar 

como biomarcadores para el pronóstico de NL. 
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Abstract 

 

Lupus nephritis (LN) is a complication of systemic lupus erythematosus 

(SLE); its clinical presentation ranges from asymptomatic mild proteinuria to 

glomerulonephritis that progresses rapidly to renal failure, affecting up to 

60% of patients who have been diagnosed with SLE. Renal biopsy is useful 

to establish the specific class and severity of LN, but being an invasive 

procedure, it presents renal risks and complications such as macroscopic 

hematuria, peri-renal hematoma, infection, damage to adjacent organs and 

in severe cases renal loss and death. It is currently known that in several 

diseases there is an increase in the number of extracellular vesicles (EVs) 

in different fluids, such as urine. Therefore, biomarkers can be obtained to 

determine the disease prognosis. Thus, this work, evaluated of urine EVs 

(uEVs) in patients with active LN, SLE with and without activity, and in 

healthy individuals. Tetraspanins (CD37, CD53, tetraspanin33), and 

ADAM10 were identified by flow cytometry and B-cell-related miRNAs by 

qPCR. We found a greater amount of uEVs, as well as miRNAs in patients 

with active LN, than in healthy individuals or in patients with SLE without 

activity. In addition, some of these variables correlate with the clinical data 

of active disease, therefore, it is suggested that they can be used as 

biomarkers for the prognosis of LN. 
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1 Introducción 

 

1.1 Lupus Eritematoso Generalizado 

 

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune, 

en la que se generan auto-anticuerpos, los cuales pueden afectar diversos 

tejidos entre los que destacan: articulaciones, piel, riñones, corazón, 

pulmones, vasos sanguíneos e inclusive, el cerebro. Dichas afecciones 

generan síntomas como eritema malar, úlceras orales y nasales, pérdida 

de cabello, fiebre, cefalea, pericarditis, pleuritis, artritis, hematuria, anemia, 

entre otros. Actualmente, se conoce que está enfermedad la padecen 

principalmente mujeres afroamericanas, hispanas, asiáticas e indígenas 

americanas, por lo cual, se le ha atribuido a la presencia del receptor de 

estrógeno 1 y a genes en el cromosoma X que regulan al sistema inmune 

(1).  

 

1.1.1 Patogenia de LEG 

 

El desarrollo del LEG comprende una serie de fases, entre las que se 

involucran: la pérdida de la tolerancia inmunológica adaptativa, la 

generación de linfocitos T y B efectores que reconocen auto-antígenos y/o 

que producen auto-anticuerpos, así como la falla en la regulación 

inmunológica y defectos en la inmunidad innata; principalmente en los 

mecanismos para eliminar restos de células muertas, repercutiendo en una 

mayor producción de auto-antígenos; inflamación y daño al tejido, Figura 1 

(2). 

Se ha propuesto que el paso inicial y primordial para el desarrollo del LEG 

es la pérdida de la tolerancia y la elevación de los niveles de auto-

anticuerpos, incluyendo anti-dsDNA, anti-SSA (Ro), anti-SSB (La), anti-Sm 

y anti-RMPs (2,3).  

Para que esta pérdida de la tolerancia se lleve a cabo se ha visto una 

disminución en la población de células T reguladoras (Tregs) y un 
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incremento en las células Th17, las cuales secretan tanto IL-17 como IL-

21, en médula ósea. Al mismo tiempo existe un aumento en la 

concentración de BAFF, también conocido como BLyS o CD257, que se 

puede unir a tres receptores presentes en las células B: TACI, BCMA y 

BAFF-R.  BAFF así como APRIL son secretadas por las células mieloides, 

afectando  así la remoción de células B autoreactivas y promoviendo su 

supervivencia (4). 

IL-17 e IL-21 generan la formación de centros germinales, y al haber una 

enorme cantidad de estas interleucinas favorecen el desbalance entre la 

población de células Treg, que se encuentran disminuidas, mientras que 

las células T foliculares cooperadoras (Tfh), se encuentran incrementadas 

(2,5). Es importante la presencia de IL-21 para la expansión de células B y 

su diferenciación hacia células plasmáticas (6). Otras interleucinas que 

participan en estos procesos son IL-4 e IL-5, secretadas por las células Th2, 

e IL-2 así como, IFN-γ que las secretan las células Th1. Estas  interleucinas 

se han encontrado incrementadas en suero, hasta 3 años antes de que un 

individuo sea diagnosticado con LEG (7).  

Existen fallas en los puntos de control para el desarrollo y diferenciación de 

las células B, principalmente entre los estadios de transicional- “naive” y 

defectos en la anergia de estas células “naive”, lo que favorece la 

generación de células B autoreactivas. Además se conoce que la 

hipermutación somática participa activamente,  ya que los autoanticuerpos 

están hipermutados y han cambiado de clase hacia IgG (2). 

Una vez que se han generado auto-anticuerpos, estos reconocen a los 

antígenos, formándose complejos inmunes (CIs); debido a que hay 

defectos funcionales en los macrófagos (fagocitosis y opsonización) se 

impide la disposición final de los restos apoptóticos. Al mismo tiempo está 

incrementada la NETosis (secreción de trampas extracelulares por 

neutrófilos (NETs)) y contribuye a tener más auto-antígenos porque hay un 

desbalance entre la formación y degradación de NETs. Asimismo, la 

presencia de auto-anticuerpos y C1q, inhiben a la DNAsa I, responsable de 

la degradación de cromatina (2,8,9). 
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La presencia de CIs permite que las células dendríticas plasmacitoides 

(pDCs) se activen mediante TLR7/9 y secreten IFNα; generando una 

retroalimentación positiva para la producción de más NETs y de CIs. La 

producción de IFNα  también genera que las células dendríticas 

convencionales se activen y presenten más antígenos a las células T, que 

producen  BAFF para la diferenciación y supervivencia de células B 

autoreactivas (10). 

La inflamación dada en los tejidos esta favorecida por el incremento de la 

NETosis, la presencia de pDCs que secretan IFNα, esta citocina genera 

que los monocitos se diferencien hacia macrófagos y células dendríticas 

convencionales. También  al reclutar estas células se favorece  el ambiente 

inflamatorio por la secreción de citocinas como IL-6, IL-8, IL-1β, IL-12, TNF 

(2). 

Todos estos mecanismos en conjunto llevan a la generación del LEG, lo 

cual hace difícil el tratamiento. Además, existen diversas complicaciones a 

las cuales pueden estar sometidos los pacientes como la nefropatía lúpica 

(NL), una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad por LEG. 
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Figura 1 Patogenia de LEG. 
El desarrollo del LEG ocurre principalmente por tres mecanismos interconectados. En azul, 
se representa la pérdida de la tolerancia inmune adaptativa. En rosa, los defectos en la 
inmunidad innata, y en verde, la inflamación y el daño a tejido. Modificado de Zharkova 
(2). 

 

1.1.2 Diagnóstico de LEG 

 

Para establecer el diagnóstico de la enfermedad se han decretado diversos 

criterios de clasificación dispuestos por American College of Rheumatology 

(ACR)/ European Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR) y 

Classification Criteria for Systemic Lupus Erythematosus del Systemic 

Lupus International Collaborating Clinics (SLICC); conocidos y aceptados 

como índices de actividad, como el British Lupus Isles Assesment Group 

Index (BILAG), el Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 

(SLEDAI) (11). 

El BILAG, actualizado en 2004, separa los signos y síntomas en 8 grupos 

correspondientes a los daños ocasionados en diversos órganos, 

haciéndolo muy complejo, ya que evalúa 86 parámetros en total; pero al 
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final se llega a 4 categorías dependiendo del puntaje obtenido: A 

(enfermedad grave) =12; B (enfermedad moderada) =8; C (enfermedad 

leve) = 1; y D (no actividad) (12). 

El SLEDAI versión 2000 o SLEDAI-2K, es más sencillo de manejar al tener 

menos parámetros, permitiendo evaluar diversos signos y síntomas 

presentados en el mismo órgano, contiene 24 parámetros con puntuación 

de 1 a 8, que al sumarse se pueden generar tres índices de actividad: leve 

si es menor de 4, moderada de 4 a 8 y grave arriba de ocho ó hasta 105 

(13). 

 

1.2 Nefropatía lúpica 

 

La nefropatía lúpica es una complicación del LEG, presenta desde  

proteinuria leve asintomática hasta glomerulonefritis que puede progresar 

rápidamente a insuficiencia renal, que afecta hasta el 60% de los pacientes 

que han sido diagnosticados dentro del primer año, siendo de muy mal 

pronóstico (14). Los hallazgos clínicos sugestivos de compromiso renal o 

también conocida como nefritis silente, son: sedimento urinario anormal, es 

decir que haya hematuria y cilindros celulares en este, proteinuria 

persistente, es decir, ≥0.5 gramos/día, elevación de creatinina sérica, C3 y 

C4 bajo, y anticuerpos anti-dsDNA elevados. Presencia de lesiones 

histológicas leves, pero en algunos casos existe la glomerulonefritis 

proliferativa difusa, de mal pronóstico, caracterizada por lesiones más 

severas (15,16). 

De acuerdo a los criterios del Colegio Americano de Reumatología, la 

enfermedad renal se establece si hay proteinuria persistente (≥0.5 g/día o 

≥+++) o cilindros: de eritrocitos, de hemoglobina, granulosos, tubulares o 

mixtos. 

Otro índice de actividad es SLEDAI, la presencia de actividad renal se 

define como cualquiera de los siguientes puntos: 

1. Cilindros urinarios (presencia de cilindros hemáticos o granulosos) 

2. Hematuria (> 5 eritrocitos/campo en examen general de orina) 

3. Piuria (>5 leucocitos/campo en examen general de orina) 
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4. Proteinuria (>5g/24h de reciente comienzo o aumento de la proteinuria 

ya conocida en más de 0.5g/24h). 

1.2.1 Epidemiología 

 

El Grupo Latinoamericano de Estudio del Lupus (GLADEL), reporta que la 

enfermedad renal es significativamente menos frecuente en blancos, 

siendo los mestizos y afro-latinoamericanos los más afectados, llegándose 

a presentar hasta en el 70% de estos. La falla renal aguda o crónica y la 

hipertensión arterial es menos frecuente en blancos. Los afroamericanos y 

latinoamericanos son más propensos que la población blanca a desarrollar 

síndrome nefrótico (17). 

  

1.3 Biopsia renal 

 

Desde hace más de 50 se ha utilizado la biopsia renal como procedimiento 

diagnóstico, ya que provee información directa de cambios morfológicos del 

parénquima renal ocasionados por diferentes patologías nefrológicas, 

permitiendo obtener los datos necesarios para llegar al tratamiento 

específico y conseguir un buen pronóstico. A pesar de esto, existen riesgos  

como hematuria macroscópica 35%, hematoma peri-renal 65% e incluso, 

en casos muy raros, pérdida renal <0.1% (18). 

 

La biopsia renal se emplea para determinar la clase específica y la 

severidad de la NL. Algunas indicaciones en pacientes con LEG y sospecha 

de NL son, la presencia de eritrocitos dismórficos, es decir una hematuria 

inexplicable; el hallazgo de cilindros celulares, así como proteinuria > 0.5 

gramos al día; y una disminución en la función renal. 

 

El papel de la biopsia renal en la nefropatía del LEG ha sido y sigue siendo 

muy controvertido. No sólo se plantea la discusión sobre si debe o no 

realizarse, sino en qué momento de la evolución de la enfermedad, qué 

aspectos del resultado de una biopsia son relevantes, qué información cabe 
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esperar en cuanto a evolución y pronóstico de la nefropatía y del propio 

LEG, e incluso si debe o no repetirse la biopsia y cuándo. Estas 

controversias no existirían si para establecer el diagnóstico de LEG o el de 

NL fuera imprescindible la realización de una biopsia; sin embargo, no es 

ese el caso, puesto que esos diagnósticos pueden establecerse en la 

mayoría de los casos sobre datos clínicos y serológicos, contrariamente a 

lo que ocurre en otras enfermedades, como las vasculitis, en las que la 

confirmación histológica es imprescindible. La controversia existe porque lo 

que se persigue al realizar una biopsia en un paciente con LEG es 

fundamentalmente establecer un pronóstico e, indirectamente, contar con 

una guía que dirija y optimice la utilización de corticosteroides e 

inmunosupresores, puesto que los casos con peor pronóstico serán 

tratados más enérgica y prolongadamente que los más leves (19–24). 

 

1.3.1 Patrones de lesión glomerular  

 

Se reconoce que uno de los principales elementos patogénicos en la NL es 

la deposición de complejos inmunes en el tejido renal. Esta deposición 

generada por factores como la especificidad antigénica, capacidad de fijar 

y activar el complemento y otras proteasas serinas, y la capacidad de 

desencadenar una respuesta celular inflamatoria, da ciertos patrones de 

lesión glomerular, dividiéndose en tres grupos: 

 

1. Patrón mesangial: como lo indica el nombre es una acumulación de 

CI en el mesangio, dando origen a una hipercelularidad mesangial como 

acúmulo de matriz. Característico en la nefropatía por IgA o en la NL 

mesangial proliferativa.  

 

2. Patrón endotelial: caracterizado por acumulación de glóbulos blancos, 

lesión de endotelial y una proliferación endocapilar. Existe una destrucción 

de la pared capilar, depósitos de complejos inmunes grandes o moderados, 

grados variables de proliferación mesangial y formación de medias lunas. 
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Característico en glomerulonefritis post-infecciosa, enfermedad anti-

membrana basal glomerular y en la glomerulonefritis lúpica proliferativa 

endocapilar, así como en la hipertensión maligna, microangiopatía 

trombótica inducida por toxinas bacterianas y eventos trombóticos en el 

síndrome antifosfolípidos asociado al LEG.  

 

3. Patrón epitelial: daño al podocito por anticuerpos y complemento, 

ocasionando lesiones no proliferativas y no exudativas de la pared capilar, 

característico de NL membranosa o glomerulonefritis membranosa 

idiopática (22,25). 

 

1.4 Clasificación de la NL  

 

En la NL se puede observar lesión en el glomérulo, los vasos, los túbulos y 

el intersticio. Los hallazgos más frecuentes y que definen los seis diferentes 

tipos histo-patológicos de NL, definidos por la Sociedad Internacional de 

Nefrología y la Sociedad de Patología Renal en 2003, son los que afectan 

al glomérulo y que se definen a continuación, Figura 2: 

 

- NL clase I: existe acumulación de CI en el mesangio puesto de 

manifiesto por inmunofluorescencia, o por microscopía electrónica, por 

microscopía de luz no se hallan alteraciones. Se denomina NL mesangial 

mínima. 

 

- NL clase II: presenta hipercelularidad mesangial y depósito de CI. 

A veces puede haber escasos y pequeños CI en la pared capilar. Se 

denomina NL mesangial proliferativa. 

 

- NL clase III: existen lesiones proliferativas endocapilares 

segmentarias o cicatrices glomerulares inactivas, con o sin necrosis de la 

pared capilar y presencia de medias lunas, así como CI con distribución 

segmentaria en el subendotelio, afectando menos del 50% del glomérulo, 
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también puede haber una proliferación mesangial con depósito de CI en 

esta zona. 

 

- NL clase IV: lesiones difusas, es decir, pueden respetar al menos 

la mitad del penacho glomerular, o afectar más de la mitad de este. Se 

puede presentar lesiones segmentarias en más del 50% de glomérulo o ser 

lesiones globales difusas (clase IV-S). Cuando hay proliferación 

mesangiocapilar, extracapilar, endocapilar global y difusa o asas de 

alambre difusas se le conoce como clase IV-G. 

 

- NL clase V: complejos inmunes depositados en subepitelio y de 

manera granular, global o segmentario. Además, puede haber cualquier 

grado de hipercelularidad mesangial o depósitos subendoteliales, siendo 

una NL combinada. Se denomina NL membranosa. 

 

- NL Clase VI: presencia de glomeruloesclerosis global al 90% o 

puede ser mayor a este porcentaje;  asimismo puede ser un estadio 

avanzado de las clases III, IV o V (18,22,25). 

 

 

Figura 2 Clasificación de NL. 
Existen 6 clases de nefropatía lúpica, se muestran las 5 mejor caracterizadas. Los paneles 
superiores corresponden a tinciones de hematoxilina-eosina vistos por microscopia de luz. 
Los paneles inferiores muestran por inmunofluorescencia la presencia de complejos 
inmunes. Modificado de (25). 
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1.5 Patogenia de NL 

 

La acumulación de complejos inmunes en los riñones, principalmente 

dentro de los glomérulos, es el primer paso para el desarrollo de NL en los 

pacientes con LEG, ya que derivado de los CI se presenta inflamación y 

daño en los riñones, Figura 3 (26,27). 

 

Se han realizado diversos estudios en ratones para demostrar el papel 

fundamental de las células plasmáticas y de las células B en la generación 

de NL; Cheng y colaboradores inyectaron a un ratón deficiente en células 

plasmáticas y células B, células plasmáticas de un ratón con lupus, las 

cuales migraron hacia el bazo y médula ósea y a las 21 semanas se 

encontraron complejos inmunes en los riñones (28). En otro estudio se  

identificaron  células plasmáticas auto-reactivas en los riñones (la mayor 

cantidad de estas en la médula del riñón), de ratones propensos a 

desarrollar NL, así como en pacientes con diversos grados de NL (29).  

 

Estas evidencias nos indican que estas células son responsables de la NL, 

razón por la cual se usa ciclofosfamida, un inmunosupresor para controlar 

a esta población de células, pero presenta alta toxicidad. Cabe mencionar 

que las moléculas de señalización participan activamente en la generación 

de estas clonas auto-reactivas, lo que demostró Ripoll et al. en 2013  al 

usar un siRNA para CD40, disminuyo el grado de NL en los ratones  

tratados (30).  También se ha reportado en humanos que la presencia de 

BAFF y células B en el intersticio de los riñones, correlaciona con 

proteinuria, niveles altos de BUN y creatinina en el suero (31). Es 

importante mencionar, que estas no son las únicas células presentes, 

normalmente se encuentran acompañadas de células T y dendríticas, 

formando estructuras donde los linfocitos B se dividen activamente y 

experimentan hipermutación somática generando ocasionalmente centros 

germinales ectópicos (27). Dichas estructuras, además de explicar la 

producción y acumulación in situ de auto-anticuerpos y complejos inmunes, 
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son fuente de otros elementos producidos por células B, entre los que se 

hallan las vesículas extracelulares. 

 

 

 

Figura 3 Patogenia de NL. 
La enfermedad empieza con la acumulación de complejos inmunes y complemento en el 
glomérulo, activación de células renales. Se reclutan células inflamatorias, las cuales 
producen citocinas pro-inflamatorias, y activan a las células epiteliales. El daño en los 
podocitos causa proteinuria. La inflamación genera atrofia tubular, fibrosis. Modificado de 
(32). 
 

1.6  Vesículas extracelulares 

 

Las vesículas extracelulares (VEs), son fragmentos de membrana liberados 

por casi cualquier tipo celular. Las vesículas están rodeadas por una bicapa 

lipídica similar a la de la célula que le dio origen, y pueden contener diversas 

moléculas como citocinas, receptores, ligandos, DNA, mRNA, miRNA, 

lípidos. De manera particular se dividen en microvesículas con diámetro de 

100 a 1000nm y en exosomas con diámetro entre 40 – 100nm, Figura 4 

(33,34). 
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Se reconoce que las células B activadas son excelentes productoras de 

exosomas (35). Como se observa en la Figura 5 (panel superior) se 

generan a través del sistema endosomal, cuerpos multivesiculares (MVB o 

MVE), secretados hacia el espacio extracelular. Están compuestos de una 

doble membrana de lípidos, rica en colesterol, ceramidas, y fosfatidilserina 

distribuidos entre la membrana externa e interna. Los exosomas presentan 

características de membrana y proteínas citosólicas de la célula de la que 

les dio origen. También encapsulan mRNAs y algunos tipos de miRNAs, 

pudiendo ser transferidos de célula a célula modulando el transcriptoma de 

la célula receptora, (Figura 5, panel inferior).  Los exosomas llevan a cabo 

múltiples funciones sobre la fisiología normal y patológica en diversos 

procesos. Es importante mencionar que estas VEs han sido aisladas de 

prácticamente de todos los fluidos corporales, por lo que representan un 

elemento de fácil aislamiento y una fuente importante de diversas 

biomoléculas con múltiples usos potenciales, incluidos los de biomarcador 

de algunas patologías (33,34). 

 

Figura 4 Vesícula extracelular. 
Las vesículas extracelulares pueden contener diferente cargo. En la imagen se muestran 
algunas moléculas presentes entre las que se encuentran las moléculas de adhesión, 
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proteínas de citoesqueleto, presentación antigénica, transporte y/o fusión de membranas, 
enzimas, etc. Tomado de (Martínez-Cortés & Maravillas-Montero, 2017). 

 

 

 

 

 

Figura 5 Generación de VEs. 
Panel superior. Las microvesículas se originan a partir de ruptura de la membrana 
plasmática; los exosomas a partir de los cuerpos multivesiculares. Entrega de proteínas 
y RNA. Panel inferior. Se incorpora de manera selectiva a las proteínas asociadas a 

membrana (∆), proteínas transmembranales (▄) y RNAs ( ) ya sea en las vesículas 
intraluminales de los cuerpos vesiculares que liberarán a los exosomas; o en las 
microvesículas. Estas VEs serán reconocidas por la célula blanco (1), se fusionarán a la 
célula blanco (2), o serán endocitadas (3). Las vesículas endocitadas se pueden fusionar 
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a la membrana de un compartimento endocítico (4). Resultando en la entrega de proteínas 
o RNA a la célula blanco. Modificado de (34). 
 
 

 

1.6.1 Vesículas extracelulares en riñón 

 

Actualmente se conoce que en la orina se pueden aislar vesículas 

extracelulares, provenientes principalmente de los podocitos, de células: 

progenitoras renales, del túbulo contorneado proximal  y distal, del asa de 

Henle ascendente, de conductos colectores en condiciones normales, y al 

existir patologías estas vesículas extracelulares pueden provenir del 

infiltrado de linfocitos, entre ellos, los linfocitos B (36–38). 

 

Tal como se observa en la Figura 6, las vesículas extracelulares pueden ser 

generadas por las células que ya se han comentado y ser secretadas en la 

orina, pero antes de que lleguen a la orina pueden llevar a cabo diversas 

funciones. Entre ellas, la señalización entre los distintos compartimentos 

del sistema urinario, ya que pueden ser captadas por las distintas células 

presentes en los epitelios, por la expresión de CD24 y la presencia de cilios 

en las células. Una vez captadas, las vesículas extracelulares pueden 

regular la respuesta del sistema inmune, a través de su contenido de 

moléculas bactericidas o anti-inflamatorias; controlar el transporte de iones 

y agua. Finalmente las vesículas extracelulares colaboran en la eliminación 

de desechos celulares, al ser secretadas en la orina (36–38). 
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Figura 6 Secreción de VEs 
Todos los tipos celulares presentes en el riñón pueden secretar vesículas extracelulares. 
Y estas pueden ser captadas por las células río abajo, e influir en su comportamiento 
celular. Además, pueden llegar a otros órganos, como los uréteres, vejiga, próstata, y 
uretra. Finalmente llegar a la orina. Además, al existir infiltrado de leucocitos, en 
condiciones patológicas, también contribuyen a la presencia de vesículas extracelulares 
en la orina. Modificado de (36). 

 

1.7 Tetraspanina 33 

 

Las tetraspaninas son proteínas que forman parte de una familia de 33 

miembros reportada en ratón y humano. Se encuentran  principalmente en 

la membrana plasmática, y en algunas membranas de organelos, e 

inclusive participan activamente en la biogénesis de exosomas (39–43). 

 

Estas proteínas presentan cuatro dominios transmembranales (TM), figura 

7, entre los dominios 1 y 2 está el asa extracelular corta (small extracellular 

loop o SEL, por sus siglas en inglés), y entre los dominios 3 y 4 el asa 

extracelular larga (large extracellular loop o LEL, por sus siglas en inglés), 

en esta asa se localiza el motivo CCG característico de esta familia. Tanto 

el extremo carboxilo y amino son intracelulares, así como existe igualmente 

un asa intracelular (39,44). También se muestra el sitio de unión al 

colesterol, ya que Zimmerman et al reporta este sitio en la tetraspanina 

CD81, estableciendo además que las tetraspaninas presentan dos estados 

conformacionales: abierto y cerrado, regulados por la presencia o ausencia 

del colesterol  (45). 
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Figura 7 Estructura de la TSPAN33. 
La TSPAN33 está compuesta por 4 dominios transmembranales (TM) los cuales contienen 
residuos conservados. TM1 y TM2 flanquean al asa extracelular corta, TM3 y TM4 
flanquean al asa extracelular larga. En el asa extracelular larga se encuentra el motivo 
CCG conservado en todas las tetraspaninas. También se representa el sitio de unión al 
colesterol, así como el carboxilo y amino terminal y el asa intracelular. Tomado de Acevedo-
Ochoa Ernesto, 2017. 

 

Actualmente se conoce que las tetraspaninas pueden interaccionar con 

otras tetraspaninas e inclusive con otras proteínas, formando lo que se 

conoce como, microdominios enriquecidos en tetraspaninas (TEMs) (46). 

 

La tetraspanina 33 (TSPAN33) es la última tetraspanina caracterizada en 

mamíferos y la información sobre las proteínas a las que puede asociarse 

y sus funciones son aún muy escasa. El gen que codifica para esta proteína 

fue identificado por la expresión diferencial en eritroblastos y se ubica en 

una región del cromosoma 7 cuya eliminación ha sido asociada a la 

generación de síndrome mielodisplásico y leucemia mieloide aguda 

(47,48). En un modelo murino deficiente de la proteína, se observó una 

serie de defectos como: esplenomegalia marcada, glóbulos rojos 

macrocíticos basofílicos en sangre y otros tejidos, tumoraciones hepáticas 

con eritropoyesis extra medular y desarrollo de anemia severa durante el 

crecimiento (48). También se reportó disminución de las poblaciones 

leucocitarias del bazo de estos ratones, IgM+/CD19+ (células B) pero no 

explican este fenómeno. Debido a lo anterior, en 2013 Van Luu y 

colaboradores caracterizaron la expresión de TSPAN33 en células B 
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humanas y encontraron la expresión de la proteína después de la activación 

(49). Además en un estudio reciente caracterizaron la expresión de la 

proteína en células B de individuos sanos, tras la activación y en diferentes 

estadios de maduración, encontrándose aumentada y presente en las 

células B transicionales y de memoria (50). Como ya se ha mencionado las 

células B juegan un papel importante en la patogenia de LEG, Luu y 

colaboradores buscaron la expresión relativa de la TSPAN33 en esta 

enfermedad, encontrando una mayor expresión, asímismo encontraron la 

tetraspanina en células del riñón de individuo sanos, en túbulo contorneado 

proximal, distal y colectores (49). La TSPAN33 pertenece a la subfamilia de 

tetraspaninas C8, la cual incluye a las tetraspaninas 5, 10, 14, 15, 17 y 33. 

Dicho grupo se caracteriza por tener 8 residuos de cisteínas en el LEL y por 

su capacidad de unirse directamente a ADAM10, una proteasa con un gran 

número de sustratos entre los cuales se incluye: el precursor de proteína 

amiloidea, moléculas inflamatorias (IL-6, TNF-α) (51–54). Además, 

resultados de nuestro grupo de trabajo, demuestran que al sobre expresar 

a la TSPAN33 en la línea celular Raji se incrementa la secreción de 

vesículas extracelulares y esta tetraspanina se encuentra dentro del cargo. 

Por esto se espera encontrar a la TSPAN33 en el cargo de las vesículas 

extracelulares, que correlacione con la nefropatía lúpica, y que el cargo 

pueda proceder de células de los túbulos renales o de las células B, pero 

no son las únicas moléculas que se buscarán. 

 

1.7 miRNAs 

 

Los miRNAs son RNAs no codificantes de 17-24 nucleótidos, codificados 

por genes nucleares de 70-150 nucleótidos, pueden silenciar genes, 

uniéndose a la región 3´UTR o al marco abierto de lectura (ORF) de su 

mRNA blanco, provocando su degradación o inhibición transcripcional. Se 

han aislado de saliva, orina, líquido amniótico, leche materna y sangre (55). 

Los miRNA pueden ser empaquetados en vesículas extracelulares, Figura 

8, en lipoproteínas de alta densidad o unirse a la proteína AGO2 presente 

fuera de las vesículas. Actualmente se conoce que participan en 



 

19 

proliferación, diferenciación, migración, inicio y progresión de 

enfermedades (56).   

 

Goldie et al. demostró que los miRNAs se encuentran más enriquecidos en 

los exosomas que en las células parentales (57). 

 

La generación de los miRNAs, inicia en el núcleo (Figura 8). La RNA Pol II 

realiza la transcripción de los genes para miRNA, formando pri-miRNAs, 

después el complejo Drosha rompe al pri-miRNA generando al pre-miRNA 

y este será llevado hacia el citoplasma por la exportina 5. Una vez ahí el 

complejo Dicer genera un intermediario miRNA de doble hebra, una de 

estas se incorpora en el complejo silenciador inducido por RNA (RISC) para 

formar un miRNA maduro, el cual impedirá la transcripción de su mRNA 

blanco. Durante el proceso de generación de exosomas, se incorporan 

miRNAs maduros, algunos pre-miRNAs y otras moléculas como RNA, 

proteínas y lípidos; dentro de los exosomas los pre-miRNAs presentes 

pueden ser procesados para obtener miRNAs maduros (58). 

 

Para que se lleve a cabo la entrada de los miRNAs a los exosomas, se han 

planteado cuatro posibles mecanismos: 1) A través de la vía dependiente 

de esfingomielinasa neutra 2 (nSMase2), ya que al sobreexpresarla se 

incrementa la cantidad de miRNAs y al inhibirla se reduce el número de 

miRNAs (59); 2) por la vía dependiente de hnRNPs, al sumoilarse 

hnRNPA2B1 se reconoce el motivo GGAG en la porción 3´ de los miRNAs 

y esto genera que sean empaquetados en los exosomas (60); 3) a través 

de la vía dependiente de secuencia del extremo 3´ del miRNA, ya que se 

encontró que los miRNAs con el extremo 3´ uridinilados se empaquetaban 

en los exosomas secretados de células B o en la orina, mientras que los 

miRNAs con el extremo 3´ adenilados están en las células B (60). 4) por la 

vía del complejo de silenciamiento inducido por el miRNA (miRISC), se ha 

reportado que el miRNA maduro puede interaccionar con las proteínas del 

complejo miRISC: mRNA blanco, GW182, y AGO2, siendo esta última la 
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responsable de la unión del miRNA con su mRNA blanco, ya que se une 

preferentemente a U o A del extremo 5´ terminal del miRNA (61).  

 

Actualmente se sabe que a través de los exosomas se transfieren miRNAs 

hacia otras células, y estos pueden llevar a cabo diversas funciones en las 

células receptoras, de ahí su importancia para estudiarlas (56). 

 

 

Figura 8 Biogénesis de miRNA y su entrada a las VEs. 
Los genes para miRNA se transcriben por la RNA Pol II, formando pri-miRNAs en el núcleo. 
El complejo Drosha rompe al pri-miRNA generando al pre-miRNA, que es transportado 
hacia el citoplasma por la exportina 5. Después el complejo Dicer genera un intermediario 
miRNA de doble hebra, una hebra se incorpora en el complejo RISC para formar un miRNA 
maduro, el cual impedirá la transcripción de su mRNA blanco. Durante el proceso de 
generación de VEs, se incorporan miRNAs maduros, algunos pre-miRNAs y otras 
moléculas como RNA, proteínas y lípidos. Modificado de (58). 
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1.7.1 miRNAs y LEG 

 

El primero en reportar que los miRNAs participan en el desarrollo del LEG 

fue Dai et al, al utilizar células periféricas mononucleares (CMNs), encontró 

disminuidos a los miRNAs miR-196a, miR-17_5p, miR-409_3p y 

sobreexpresados a los miRNAs miR-21, miR-142_3p, miR-342, miR-

299_3p, miR-198, miR-298 (62). Asimismo, al buscar en biopsias renales 

de pacientes chinos con LEG y NL de clase II encontró diversos miRNAs 

sobreexpresados y disminuidos, tal como se muestra en la tabla (63).  

 

 

 

Tabla 1 miRNAS sobreexpresados y disminuidos en biopsias renales NL II 
provenientes de pacientes chinos. 

miRNAs sobreexpresados miRNAs disminuidos 

miR-518c, miR-23a, miR-638, miR-198, 

miR-583, miR-200c, miR-612, miR-516-

5p, miR-142-5p, miR-320, miR-657, miR-

184, miR-197_MM2, miR-134, miR-494, 

miR-513, miR-575, miR-658, miR-600, 

miR-433, miR-185, miR-324-5p, miR-

325_MM2, miR-662, miR-208, miR-130b, 

miR-30a-5p, miR-601, miR-622, miR-

608, miR-195, miR-124a, miR-15b_MM1 

miR-296, miR-150_MM1, miR-365, 

miR-324-3p, miR-518b, miR-346, 

miR-637, miR-133a_MM1, miR-

557, miR-615, miR-345_MM1, miR-

642, miR-654, miR-484, miR-99a, 

miR-223, miR-611, miR-30d, miR-

500, miR-663, miR-423, miR-

381_MM1, miR-602, miR-210, miR-

596, miR-486, miR-769-3p, miR-

629, miR-92b_MM2, miR-150 
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Como se puede observar se han encontrado una gran cantidad de miRNAs 

en estos pacientes, así que se ha continuado con la búsqueda de estas 

moléculas en diversas etnias. Por otro lado, Te et al.,  busco en PBMCs y 

en líneas de células B generadas a partir de pacientes américo-africanos y 

euro-americanos con LEG y NL  e identificó  5 miRNAs: miR-371-5P, miR-

423-5P, miR-638, miR-1224-3P, miR-663 (64). En otro estudio chino, 

encontraron disminuidos a los miRNAs miR-200a, miR-200b, miR-200c, 

miR-429, miR-205 y miR-192 en el suero e igualmente disminuidos en orina 

a miR-200a, miR-200c, miR-141, miR-429 y miR-192 (65), pero en otro 

estudio, al analizar orina de pacientes estadounidenses con daño en riñón 

encontraron incrementados a los miR-21 y miR-155 (66).  

 

Con la cantidad de datos generados en estudios previos, es fácil perderse 

en cuál o cuáles de todos los miRNAs podrían servir como biomarcadores. 

Además  todos estos estudios se han realizado a partir de muestras 

invasivas para el paciente, razón por la cual Perez-Hernandez et al 

determinaron miRNAs presentes en exosomas aislados de orina de 

pacientes españoles con LEG y NL. Buscando miR-302d, miR-335 en orina 

y cuando hay daño en riñones, se encontraron a miR-200c y miR146 

aumentados en los exosomas provenientes de los pacientes con NL activa 

(67).  

 

Como se ha mencionado anteriormente las células B juegan un papel 

importante en el desarrollo del LEG y NL,  y por esta razón es importante 

estudiar en VEs provenientes de éstas células la presencia de miRNAs.  

Por lo anterior, se propuso estudiar a los miRNAs, miR-142-5p, miR-146a-

5p, miR-148a-5p, miR-150-5p, miR-155-5p, miR-21-5p  (68). 
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1.7.1.1 miR-142 

 

Es uno de los miRNAs implicados en la hematopoyesis de linfocitos, 

reportado en modelos de ratón, indispensable para el desarrollo de células 

B, ya que controla la expresión de BAFF-R (69). Asimismo, se la ha 

vinculado a procesos de migración y proliferación células renales (70). 

 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000458 

1.7.1.2 miR-155 

 

Este miRNA regula la función y desarrollo de las células B (71), se ha 

encontrado incrementado en células mononucleares de pacientes con 

LEG, de manera particular en células B (72). También en el sedimento 

urinario se encontró sobreexpresado (73) 

 

 
 
 
 
 
 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000681 

1.7.1.3 miR-150 

 

miR-150 está implicado en el desarrollo y diferenciación de células B, en 

células mononucleares de pacientes con LEG este miRNA se encuentra 

disminuido (72). Al buscar el miRNA en biopsias renales de pacientes con 

NL, existe correlación positiva entre cronicidad de NL con aumento del 

miRNA, presente en las células mesangiales y del túbulo contorneado 
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proximal (74). Además, se ha visto que el miRNA se encuentra enriquecido 

en exosomas (56). 

 

 

 

 

 

 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000479 

1.7.1.4 miR-148a 

 

Este miRNA en particular regula a DNA metiltransferasa 3b (DNMT3b) (75), 

que podría estar involucrada en las modificaciones epigenéticas del LEG, 

ya que hay hipometilaciones en el DNA (74). Además, se conoce que el 

miRNA es un potente regulador de la tolerancia de células B, porque su 

presencia genera la supervivencia de células B inmaduras, al protegerlas 

de la apoptosis (76). Por lo cual al encontrarse elevado correlacionaría con 

la enfermedad activa y posiblemente con NL. 

 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000253 

 

1.7.1.5 miR-146a 

 

Este miRNA considerado un regulador de la inmunidad innata, ya que 

regula de manera negativa la vía de IFN, ha sido reportado que se 

encuentra disminuido en algunos estudios realizados en células 

mononucleares de pacientes con LEG y que correlaciona de manera 

negativa con la actividad de la enfermedad (77); pero no siempre se han 
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encontrado estas diferencias (64). Aunque al buscar a este miRNA en 

sedimento urinario y en exosomas urinarios, está sobreexpresado y 

correlaciona con el filtrado glomerular, es decir, con LEG y NL (67,73,78). 

Se sobre expresa al estimular a células humanas inmunes, CD3, CD4 y 

CD8 (79). 

 

 

 

 

 

 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000477 

1.7.1.6 miR-21 

 

Este miRNA se ha visto sobreexpresado en células B y T de ratones con 

lupus, además regula a PDCD4 implicada en diferenciación, ciclo celular y 

apoptosis de las células B (68,71). 

 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000077 
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1.8 Justificación 
 
 

Como se ha descrito anteriormente, la nefropatía lúpica es una de las 

complicaciones en el LEG con mal pronóstico, debido a que hasta el 70% 

de los casos progresan a un estado de enfermedad renal crónica, afectando 

a hombres y mujeres en edad reproductiva. En vista de la dificultad para 

predecir el daño renal clínicamente o usando parámetros del laboratorio, 

además del riesgo e invasividad inherente a la toma de biopsias, la 

búsqueda de biomarcadores pronósticos útiles para NL resulta de gran 

interés e impacto en el manejo de estos pacientes. El perfil de biomarcador 

de NL ideal implica la detección de enfermedad de manera temprana, la 

predicción más precisa de la histopatología renal y una alta sensibilidad al 

cambio de la actividad durante el seguimiento de estos pacientes. En este 

sentido, a pesar de que se han identificado algunos biomarcadores para 

NL, ninguno cumple con todas estas características o resulta de difícil 

detección en las muestras de pacientes, por lo que no ha sido posible su 

aplicación rutinaria en la práctica clínica. Es aquí donde se propone la 

búsqueda de nuevos biomarcadores para NL, en este caso, los obtenidos 

de orina. Existen evidencias que en presencia de LEG con nefropatía lúpica 

hay incremento de vesículas extracelulares y de miRNAs en orina, pero no 

se han caracterizado moléculas ni miRNAs que estén relacionadas con las 

células B, importantes en la patogenia de la enfermedad. 
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1.9 Hipótesis 

 

La composición del contenido de las vesículas extracelulares en orina es 

distinta en pacientes con nefropatía lúpica con respecto a individuos sanos, 

y este contenido se asociará con el pronóstico de la enfermedad. 
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2 Objetivos 

 

 

 

2.1 General 
 

Identificar biomarcadores potenciales en vesículas extracelulares con valor 

pronóstico en orina de pacientes con nefropatía lúpica. 

 

 

 

2.2 Particulares 
 

1. Establecer una cohorte. 

2. Estandarizar la purificación de vesículas extracelulares.  

3. Purificar vesículas extracelulares a partir de muestras de orina. 

4. Determinar niveles de expresión de tetraspanina 33, CD37, CD53, 

ADAM10 en vesículas extracelulares. 

5. Determinar niveles de expresión relativa de los miRNAs en las vesículas 

extracelulares. 

6. Realizar análisis de asociación entre los niveles de expresión con 

variables clínicas y del laboratorio. 
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3 Materiales y Métodos 

 

3.1 Grupo de estudio 

 

Se reclutaron pacientes mayores de 18 años diagnosticados con LEG, 

acorde a los criterios de clasificación del Colegio Americano de 

Reumatología (ACR) y/o a los criterios SLICC (11), provenientes de la 

consulta externa y hospitalización del INCMNSZ, CDMX y del Instituto 

Feinstein, Manhasset, EUA. Todos los sujetos firmaron carta de 

consentimiento informado previo a la inclusión en el estudio, REF 2555 

Comité de ética en Investigación INCMNSZ. 

 

3.1.1 Criterios de inclusión  

1. Pacientes con diagnóstico confirmado por biopsia de NL clases III o IV 

de reciente diagnóstico (<3 meses de diagnóstico). 

2. Pacientes con diagnóstico de LEG y sin evidencia clínica o de laboratorio 

compatible con actividad renal. 

3. Controles sanos ajustados por edad y género. Su estado de salud se 

verificará mediante interrogatorio y exploración física completa. 

 

3.1.2 Criterios de exclusión  

 

1. Pacientes con diagnóstico de LEG de inicio tardío (>50 años al 

diagnóstico). 

2. Pacientes con diagnóstico concomitante de neoplasias, infecciones 

virales crónicas o inmunodeficiencias primarias. 

3. Pacientes con diagnóstico de proceso infeccioso activo al momento de 

la toma de muestra. 

4. Mujeres embarazadas o en puerperio. 

5. Pacientes bajo cualquier tratamiento inmunosupresor de tipo biológico 

(anti-CD20, anti-BAFF, anti-CTLA4). 

6. Pacientes con diagnóstico de otras enfermedades autoinmunes 
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concomitantes, excepto el síndrome antifosfolípidos. 

7. Para los controles sanos, antecedentes de patología autoinmune en 

familiares de primer grado. 

3.1.3 Criterios de eliminación  

1. Pérdida de seguimiento (pacientes con NL). 

2. Muestra insuficiente para el análisis contemplado. 

 

3.2 Obtención de muestras 

 

De cada paciente se obtuvo la primera orina de la mañana (100mL) en 

tubos estériles, se almacenaron  a -20°C hasta su procesamiento para la 

extracción de vesículas extracelulares, con enfermedad activa (SLEDAI 

≥6), tras seis meses de inducción a la remisión (con prednisona a dosis alta 

y ciclofosfamida (CFM) o micofenolato de mofetilo (MMF), y luego a los tres 

meses posteriores de mantenimiento (con dosis menores de MMF), 

esperando algunos casos con remisión completa y otros con remisión 

parcial. 

Para el cálculo del número de individuos a incluir en el estudio, se 

consideraron los datos epidemiológicos reportados en la literatura para NL, 

en donde el estudio más reciente disponible a la fecha (generado en 2016) 

que involucra una cohorte internacional multiétnica reporta una incidencia 

anual del 38.3% de NL en pacientes con LEG. Como se mencionó con 

anterioridad, para el caso de nuestro país no existen estudios 

epidemiológicos que reflejen con exactitud estos valores, sin embargo, 

disponemos de algunas referencias que implican el estudio de pacientes 

hispanos con NL, indicando una incidencia superior de alrededor del 61% 

(80). 

 

Con dichos valores se procedió a calcular el tamaño de la muestra, con 

poder estadístico del 80%, como se indica a continuación: 
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Donde: 
p0 = Incidencia en la población global 
p1 = Incidencia en la población de estudio 
N = Tamaño de muestra 
α = Probabilidad de error tipo I (típico de 0.05)  
β = Probabilidad de error tipo II (típico de 0.2)  
z = Valor z crítico para α o β dadas. 
 

Así, definimos que se requiere de un mínimo de 36 pacientes con NL para 

integrar el grupo correspondiente de dichos individuos ya mencionado. 

Paralelamente, se buscó el reclutamiento de números equivalentes para los 

otros dos grupos de estudio. 

 

Además, de los expedientes clínicos, se obtuvieron las variables a 

correlacionar con los niveles de los biomarcadores potenciales que 

incluyeron: edad, sexo, fecha de diagnóstico de LEG, fecha de diagnóstico 

de la NL (en su caso), tratamiento de inducción a la remisión y de 

mantenimiento administrados (en su caso), parámetros bioquímicos: 

creatinina sérica, sedimento urinario; y variables inmunológicas, 

anticuerpos antinucleares, anti-dsDNA, C3 y C4.  

3.3 Aislamiento de vesículas extracelulares 

 

Se llevo a cabo el aislamiento de vesículas extracelulares tal y como lo 

establece,  (78), con modificaciones: para eliminar células urinarias y debris 

y obtención de la primera fracción, orina libre de células, se centrifugó a 

2500rpm por 10 minutos a 4°C. Después, se transfirió la orina y se 

centrifugó a 10,000 × g por 45 min a 4°C para eliminar vesículas grandes. 
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El pellet fue tratado con solución aisladora y con 5µL de β-mercaptoetanol, 

para disociar la proteína THP, ya que puede asociarse con las vesículas 

extracelulares y bajar el rendimiento de aislamiento. El sobrenadante se 

centrifugó a 48,300rpm por 70 min a 4°C, para obtener sobrenadante sin 

vesículas extracelulares. El pellet que contiene las vesículas extracelulares 

se lavó dos veces con PBS frío estéril libre de RNAsas y se centrifugó a 

48,300 rpm por 70 min a 4°C.  El pellet se re suspendió con 200µL de PBS 

estéril para la cuantificación de proteína usando el kit de BCA, para la 

determinación de diversas moléculas analizadas por citometría de flujo, y 

para el aislamiento de RNA.  

 

3.4 Detección y medición de proteínas en vesículas extracelulares 

 

Las fracciones de vesículas extracelulares (20µL) purificadas de orina se 

analizaron para detectar y evaluar niveles de las tetraspaninas 33, CD37 y 

CD53, ADAM10 mediante anticuerpos acoplados a distintos fluorocromos 

(APC anti human TSPAN33 (BAAM) antibody, BioLegend, Cat 395406; 

FITC anti human CD37 antibody, BioLegend, Cat 356304; PE anti human 

CD53 antibody, BioLegend, Cat 325406; APC anti human CD156c 

(ADAM10) antibody, BioLegend, Cat 352706. La tinción se dejó toda la 

noche, se resuspendió con 200µL de PBS frio y esteríl, para ser analizados 

mediante citometría de flujo usando el BD Accuri C6, y con la ayuda de las 

perlas Megamix para establecer el área de interés. Los datos obtenidos se 

procesaron con el programa FlowJo (TreeStar Inc). 

3.5 Aislamiento de RNA 

Para extraer RNA de 50µL de vesículas extracelulares, se trataron 

previamente con 0.1 µg/µL de RNAsa A (garantizando que el RNA que se 

obtuvo provenía de las vesículas extracelulares), enseguida se usó el kit de 

aislamiento de RNA miRNeasy micro kit Qiagen y se almacenó a -20°C. Se 

cuantificó el RNA total utilizando NanoDrop y a continuación, se obtuvo 

cDNA usando el kit TaqMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit. 

Thermo Fisher Cat. A28007. 
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3.6 Medición de miRNAs 

 

Los miRNAs humanos candidatos: miR142, miR-148a, miR-146a, miR-150, 

miR-155 y miR-21, y como housekeeping miR-16, se midieron realizando 

qPCR en el termociclador Light Cycler Roche 480, usando como sonda 

FAM y los hsa-miR-155-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 483064_mir, 

hsa-miR-150-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 477918_mir, hsa-miR-

148a-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 478718_mir, hsa-miR-146-5p 

Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 478399_mir, hsa-miR-142-5p Thermo 

Fisher Cat: A25576 ID: 477911_mir, hsa-miR-21-5p Thermo Fisher Cat: 

A25576 ID: 477975_mir, hsa-miR-16-5p Thermo Fisher Cat: A25576 ID: 

477860_mir. 

Las condiciones de corrida fueron: 1 ciclo, activación de enzima 95°C, 20 

segundos. 45 ciclos, desnaturalización 95°C, 3 segundos, 

alineación/extensión 60°C, 30 segundos. Adquisición Sencilla 72°C, 1 

segundo. 1 ciclo 4°C 

 

3.7 Western blot  

 

Tanto a las fracciones de orina total, orina libre de células, con vesículas 

extracelulares y el sobrenadante sin vesículas extracelulares fueron lisados 

con buffer RIPA con inhibidores de proteasas. Se cuantifico la proteína con 

el kit BCA (Thermo), se cargaron 20 µg de proteína, después se hizo la 

electroforesis en geles de 12% y se transfirió a membrana PVDF. Se 

utilizaron los anticuerpos CD9 (C-4) mouse monoclonal antibody, Santa 

Cruz Biotechnology, Cat sc-13118, TSG101 (C-2) mouse monoclonal 

antibody, Santa Cruz Biotechnology, Cat sc-7964, CD63 (MX-49.129.5) 

mouse monoclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology, Cat sc-5275; para 

demostrar que la purificación de las vesículas extracelulares es correcta, y 

TSPAN33 como biomarcador. 
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3.8 Análisis Estadístico 

 

Las variables se describen con media y desviación estándar. Las variables 

entre los grupos se compararon a través de Kruskal Wallis, seguido de un 

análisis post hoc de Dunn, o prueba de Wilcoxon. Se llevaron a cabo 

pruebas no paramétricas mediante Rho de Spearman y la generación de 

una matriz para determinar si existen asociaciones entre los datos 

obtenidos y las variables clínicas. Se tomo como significativo un valor de 

p≤0.05 y el análisis se llevo a cabo con la ayuda del software Graphpad 

Prism 6.0.  
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4.0 Resultados 

 

En el presente protocolo se cuentan con cuatro grupos de estudio: el grupo 

de pacientes con nefropatía lúpica (NL) a los cuales se les dio seguimiento 

de 6 meses, teniendo dos muestras en total (10); el grupo de pacientes con 

lupus eritematoso generalizado (LEG) sin actividad (7), el grupo de LEG 

con actividad (14), y el grupo de individuos sanos (11). En la siguiente tabla 

se anexa la información obtenida del expediente de los grupos NL y LEG, 

y algunas características de los individuos sanos. 

 

Tabla 2 Variables clínicas y de laboratorio de los grupos de estudio. 

 

A=actividad C=cronicidad FIAT=fibrosis intersticial, atrofia tubular  
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Uno de los objetivos del presente estudio fue la estandarización para el 

aislamiento de vesículas extracelulares (VEs), el cual ya se encuentra 

publicado (81). Para realizar este objetivo se evaluaron dos metodologías 

distintas, como se observa en la Figura 9. El uso de polietilenglicol (PEG) 

8000 (carriles 5, 6 y 7) o la ultracentrifugación (carriles 8, 9 y 10). Además, 

se usaron dos distintos agentes reductores ditiotreitol (DTT) (carriles 6 y 9) 

o β-mercaptoetanol (carriles 7 y 10). En el carril 1 se tiene el marcador de 

peso molecular, carril 2 la fracción de orina total, carril 3 fracción de células 

urinarias, carril 4 fracción de sobrenadante libre de VEs, carriles 5 y 8 

corresponden a la fracción de VEs aisladas por alguna de las metodologías 

ya mencionadas sin agregar algún agente reductor. Se observa que al usar 

la ultracentrifugación más β-mercaptoetanol (carril 10) se obtiene un mejor 

bandeo de proteína característico de un buen aislamento de VEs. 

 

 

Figura 9 Gel de poliacrilamida de las fracciones urinarias y VEs urinarias aisladas 
por dos diferentes metodologías. 
Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: orina total. Carril 3: células urinarias. Carril 
4: sobrenadante libre de VEs. Carriles 5, 6 y 7 corresponde a las VEs obtenidas al usar 
PEG 8000, carril 5 sin usar ningún agente reductor, carril 6 con DTT como agente reductor, 
carril 7 con β-mercaptoetanol. Carriles 8, 9 y 10 corresponde a las VEs aisladas por 
ultracentrifugación, carril 8 sin usar ningún agente reductor, carril 9 con DTT como agente 
reductor, carril 10 con β-mercaptoetanol. 

 

A partir de 15mL de orina se lograron aislar las VEs. Se optó por el método 

de ultra centrifugación más β-mercaptoetanol como agente reductor, como 
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el mejor rendimiento de obtención de VEs. La fracción de VEs se 

resuspendió en PBS para el análisis por citometría de flujo y para el ensayo 

de Western blot, se resuspendió en buffer de lisis. En la Figura 10, inciso A 

se muestra un gel de poliacrilamida al 15% teñido con nitrato de plata, 

donde se pone de manifiesto las bandas de proteínas. El carril 1 

corresponde a las células de orina de un individuo sano, de los carriles 2 al 

5 corresponden a la fracción de VEs, el carril 2 son VEs aisladas de una 

línea celular de células B, los carriles 3 al 5 corresponden a VEs de orina 

de diferentes individuos sanos, donde se nota que la cantidad de proteína 

varía entre individuos. El inciso B muestra diferentes fracciones de orina y 

a las VEs, donde se evaluaron los diferentes marcadores de VEs, CD9, 

CD81 y TSG101. Estas proteínas están enriquecidas en la fracción de VEs. 

Además, CD9 y CD81 se encuentran también en las células de orina, pero 

no Tsg101. El inciso C corresponde a un histograma obtenido por citometría 

de flujo, donde se observa que las VEs con tamaño de 0.1µm están 

enriquecidas, al compararlos con los otros tamaños.  

 

 

Figura 10 Caracterización de VEs aisladas a partir de muestras de orina 
A. gel de poliacrilamida al 15% teñido con nitrato de plata. Carril 1: células urinarias. Carril 
2: VEs de células con sobreexpresión de TSPAN33. Carriles 3, 4 y 5 VEs obtenidas de 
orina de diferentes individuos sanos. B. Western blot revelando marcadores de VEs (CD9, 
CD81 y Tsg101) carril 1: orina total, carril 2: orina libre de células, carril 3: sobrenadante 
libre de VEs, carril 4: células urinarias, carril 5: VEs de orina. C. Histograma que muestra 
la cantidad de VEs/µL para cada uno de los diferentes tamaños de VEs.   
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Estos resultados demuestran que se obtuvieron VEs de individuos sanos, 

por lo tanto, se procedió a procesar las muestras de los pacientes con NL 

y LEG. Es importante mencionar que a todos los datos obtenidos se 

normalizaron con respecto a la creatinina urinaria presente en cada una de 

las muestras analizadas, para evitar sesgos o malas estimaciones, y poder 

hacer comparables los datos entre sí. Lo primero que se realizo fue la 

cuantificación de proteína de las VEs urinarias, tal como se muestra en la 

Figura 11, tenemos las muestras de los grupos de LEG (A), NL con el 

seguimiento de los 6 meses (B), en ambas gráficas se comparan respecto 

al grupo control o de individuos sanos. 

 

 

Figura 11 Cuantificación de proteína en VEs de individuos con NL, LEG y sanos 
A. Histograma que muestra la cantidad de proteína en VEs de los grupos de LEG (inactivo 
y activo) contra los individuos sanos (control). B. Histograma que muestra la cantidad de 
proteína en VEs de pacientes con NL (basal y a los 6 meses de seguimiento) contra los 
individuos sanos (control). ***p≤0.001 **p≤0.005. 

 

Los datos indican que tanto en los pacientes con LEG activo como en el 

tiempo basal del grupo NL, hay mayor cantidad de proteína en las VEs 

urinarias. La cantidad de proteína disminuyó a los 6 meses de seguimiento, 

y en el grupo de LEG inactivo, estos datos son parecidos a los que se 

obtuvieron en el grupo control, bajos niveles de proteínas. 

 

Lo siguiente a evaluar fue la presencia de la proteína Tetraspanina 33 por 

Western blot, para lo cual se cargaron 20µg del extracto proteico. En la 
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Figura 12 se muestran 2 imágenes representativas de dos individuos 

distintos por grupo. Por cada individuo se tiene un carril con orina total, 

sobrenadante libre de VEs y el carril con la fracción de VEs, además los 

pacientes del grupo NL se muestra el seguimiento a los 6 meses. 

 
Figura 12 Presencia de TSPAN33 en las diferentes fracciones de orina y en VEs 
Western blot de TSPAN33. Panel izquierdo. Carriles 1, 2 y 3 perteneciente a un paciente 
con NL basal, carril 1: orina total, carril 2: sobrenadante libre de VEs, carril 3: VEs. Carriles 
4, 5 y 6 perteneciente al mismo paciente a los 6 meses de seguimiento, carril 4: orina total, 
carril 5: sobrenadante libre de VEs, carril 6: VEs. Carriles 7, 8 y 9 perteneciente a un 
paciente con LEG, carril 7: orina total, carril 8: sobrenadante libre de VEs, carril 9: VEs. 
Carriles 10, 11 y 12 perteneciente a un individuo sano, carril 10: orina total, carril 11: 
sobrenadante libre de VEs, carril 12: VEs. Panel derecho. Carriles 1, 2 y 3 perteneciente 
a otro paciente con NL basal, carril 1: orina total, carril 2: sobrenadante libre de VEs, carril 
3: VEs. Carriles 4, 5 y 6 perteneciente al mismo paciente a los 6 meses de seguimiento, 
carril 4: orina total, carril 5: sobrenadante libre de VEs, carril 6: VEs. Carriles 7, 8 y 9 
perteneciente a otro paciente con LEG, carril 7: orina total, carril 8: sobrenadante libre de 
VEs, carril 9: VEs. Carriles 10, 11 y 12 perteneciente a otro individuo sano, carril 10: orina 
total, carril 11: sobrenadante libre de VEs, carril 12: VEs. 

 
 

Usando esta metodología podemos observar la presencia de diferentes 

bandas de la proteína tetraspanina 33, manteniéndose la banda con peso 

de 60kDa en las VEs de los pacientes con nefropatía lúpica, mientras que 

a los 6 meses de seguimiento esta banda tiende a desaparecer; 

encontrándose pobremente expresada en los controles de LEG como de 

sanos. Así mismo se observan otras bandas de menor peso molecular, 

tratándose de isoformas de la proteína, que solo se encuentran en 

individuos sanos. Es importante mencionar que la tetraspanina 33 también 

se puede encontrar en las fracciones de orina, pero, este fenómeno solo se 

observó en un par de pacientes. 

Dado que la figura anterior es una observación inferencial, nos dimos a la 

tarea de realizar la densitometria de la Tetraspanina 33 (60kDa) y graficarla 
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como expresión relativa, tal como se observa en la Figura 13. En el inciso 

A, estan representadas cada una de las fracciones de orina evaluadas. La 

mayor cantidad de expresión relativa de TSPAN33 fue en la fracción de VEs 

urinarias basal, aunque en todas las fracciones se encuentra expresada la 

proteína; en el inciso B solo se muestra la fracción de VEs urinarias para 

cada uno de los grupos analizados, observándose que hay mayor 

expresión relativa de TSPAN33 y esta diferencia es significativa. 

 

Figura 13 TSPAN33 enriquecido en VEs urinarias en pacientes con NL activa.   
Histogramas que muestran la expresión relativa de TSPAN33, en el grupo de individuos 
con NL basal, a los 6 meses de seguimiento, individuos con LEG y sanos; en cada una de 
las fracciones evaluadas (orina total, sobrenadante libre de VEs y VEs) (A), y en las VEs 
(B). ***p≤0.001 **p≤0.005. 

 

Para poder validar estos resultados, y además poder analizar más 

proteínas en menor cantidad de volumen, se procedió a estandarizar la 

citometría de flujo para el análisis de las vesículas extracelulares, usando 

el citómetro de flujo BD Accuri C6, y las perlas megamix plus FSC, perlas 

que tienen tamaño de 0.1, 0.3, 0.5 y 0.9 µm y emiten fluorescencia en FL1, 

en la Figura 14 se muestra los gráficos obtenidos donde se valida que el 

citómetro usado puede distinguir entre los tamaños previamente 

mencionados, siendo sensible y específico para realizar análisis por 

tamaño de las VEs urinarias, ya que las r2 obtenidas son muy cercanas a 

1.00, además de evaluarse con las perlas megamix (línea negra), 

específicas para esto, se pasaron otras perlas fluorescentes de 0.1, 0.5 y 
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1.0 µm (línea roja), y los resultados fueron similares, y este protocolo ya se 

encuentra publicado (81). 

 
Figura 14 Validación del citómetro de flujo para discriminar tamaños de 0.1 a 1.0 µm. 
Histogramas creados al usar perlas Megamix (0.1, 0.3, 0.5 y 0.9 µm) representado por la 
línea negra y perlas FITC+ (0.1, 0.5 y 1.0 µm) representado por la línea roja. Se evaluó 
tanto la media de FSC-H (A), como la media de SSC-H (B). Todo esto para verificar y 
validar que el citómetro de flujo puede discernir entre diferentes tamaños. 

 

Una vez corroborado que en el citómetro de flujo podemos analizar 

partículas pequeñas, se procedió a generar la Figura 15, donde se 

muestran las perlas megamix analizadas por fluorescencia (A) y por tamaño 

(B), el inciso B nos sirvió para analizar por tamaño las VEs urinarias. 

 

Figura 15 Dot plots de las perlas Megamix 
A. Dot plot de SSC-H vs FITC (canal en el que fluorescen las perlas Megamix), el recuadro 
seleccionado muestra las perlas Megamix, del cual se origina el dot plot mostrado en (B) 
SSC-H vs FSC-H, mostrándose las perlas de diferentes tamaños. Estos recuadros 
generados sirvieron para establecer los tamaños en las VEs analizadas. 
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Con esta metodología se determinó en los diferentes grupos la cantidad de 

VEs por µL, así como la cantidad de VEs positivas para diferentes 

tetraspaninas como CD37, CD53, tetraspanina 33 y la metaloproteasa 

ADAM10.  

 

Primero se decidió analizar al grupo de pacientes con LEG sin actividad y 

con actividad, y al grupo control, tal como se muestra en la Figura 16, se 

realizó el análisis Kruskal Wallis con post hoc de Dunn. En el inciso A hay 

diferencia significativa, el grupo control presenta mayor cantidad de VEs, 

comparadas con el grupo de LEG inactivo, en el caso del grupo de LEG 

activo se observa una tendencia a secretar mayor cantidad de VEs, este 

fenómeno se repite en los demás incisos (B, C, D, E). 

 

Figura 16 Pacientes con LEG activo presentan mayor cantidad de VEs urinaria. 
Los histogramas muestran el número absoluto de VEs urinarias totales positivas a 
biomarcadores por microlitro en los pacientes con LEG inactivo, activo e individuos sanos 
(control). A. Número total de VEs urinarias por microlitro. B. Número de VEs urinarias por 
microlitro positivas a TSPAN33. C. Número de VEs urinarias por microlitro positivas a 
ADAM10. D. Número de VEs urinarias por microlitro positivas a CD37. E. Número de VEs 
urinarias por microlitro positivas a CD53. *p≤0.05. 
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Después se decidió analizar la intensidad media de fluorescencia (IMF) 

para las VEs totales por biomarcador, tal como se muestra en la Figura 17 

incisos A, B, C y D. El grupo control presenta mayor cantidad de moléculas 

evaluadas (TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53) por vesícula extracelular, 

esto dado por la IMF, y es estadísticamente significativo al compararlos con 

el grupo de LEG activo, mientras que se observa una tendencia a alcanzar 

niveles similares al grupo control en el grupo de LEG inactivo, resultados 

similares se obtuvieron al analizar a las VEs por tamaño 0.1µm (E,F,G y H), 

0.3µm (I,J,K y L), 0.5µm (M,N, O y P). 
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Figura 17 Pacientes con LEG activo presentan menor IMF de las proteínas 
evaluadas. 
Los histogramas muestran la intensidad media de fluorescencia de VEs urinarias por 
tamaño en los pacientes con LEG inactivo, activo y sanos. Paneles A, B, C y D 
corresponden a VEs urinarias totales, IMF de TSPAN33+ (A), IMF de ADAM10+ (B), IMF 
de CD37+ (C), IMF de CD53+ (D). Paneles E, F, G y H corresponden a VEs urinarias de 
0.1µm, IMF de TSPAN33+ (E), IMF de ADAM10+ (F), IMF de CD37+ (G), IMF de CD53+ (H). 
Paneles I, J, K y L corresponden a VEs urinarias de 0.3µm, IMF de TSPAN33+ (I), IMF de 
ADAM10+ (J), IMF de CD37+ (K), IMF de CD53+ (L). Paneles M, N, O y P corresponden a 
VEs urinarias de 0.5µm, IMF de TSPAN33+ (M), IMF de ADAM10+ (N), IMF de CD37+ (O), 
IMF de CD53+ (P). ***p≤0.001 **p≤0.005. *p≤0.05. 
 

Posteriormente se realizó el análisis de los pacientes con NL activa en el 

tiempo cero, comparándolo con el seguimiento a los 6 meses, y a su vez 

comparando ambos grupos con el grupo control. Tal como se observa en la 

Figura 18, hay una tendencia a presentar mayor cantidad de VEs/µL totales, 

así como para cada una de las proteínas evaluadas, cabe mencionar que 

los puntos que representan mayores niveles corresponden a los pacientes 

que no respondieron al tratamiento de inducción a la remisión, y el grupo 

control presento los niveles más bajos de VEs. 
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Figura 18 Pacientes con NL activa presentan mayor cantidad de VEs urinarias 
Los histogramas muestran el número absoluto de VEs urinarias totales positivas a 
biomarcadores por microlitro en los pacientes con NL activo, seguimiento a los 6 meses e 
individuos sanos (control). A. Número total de VEs urinarias por microlitro. B. Número de 
VEs urinarias por microlitro positivas a TSPAN33. C. Número de VEs urinarias por 
microlitro positivas a ADAM10. D. Número de VEs urinarias por microlitro positivas a CD37. 
E. Número de VEs urinarias por microlitro positivas a CD53.  
 

Asimismo, se decidió analizar la IMF para las diferentes proteínas, Figura 

19, primero se realizó un análisis estadístico usando la prueba de Wilcoxon 

para comparar a cada uno de los pacientes en el tiempo cero y el 

seguimiento a los 6 meses, entre ellos hay diferencias significativas, es 

decir, a los 6 meses presentan mayores niveles de IMF para TSPAN33 y 

ADAM10, tanto en las VEs totales (A, B), y 0.1µm (E), para los otros 

tamaños y otras proteínas se observan tendencias. Al comparar el grupo 

control con el grupo de NL activa se tiene diferencia significativa, es decir, 

el grupo control presenta más IMF para cada una de las proteínas 

evaluadas, resultado que se mantiene constante en las VEs totales (A, B, 

C y D), 0.1µm (E, F, G y H), 0.3µm (I, J, K y L), 0.5µm (M, N, O y P). 
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Figura 19 Pacientes con NL activa presentan menor IMF de las proteínas evaluadas. 
Los histogramas muestran la intensidad media de fluorescencia de VEs urinarias por 
tamaño en los pacientes con NL activa, seguimiento a los 6 meses e individuos sanos 
(control). Paneles A, B, C y D corresponden a VEs urinarias totales, IMF de TSPAN33+ (A), 
IMF de ADAM10+ (B), IMF de CD37+ (C), IMF de CD53+ (D). Paneles E, F, G y H 
corresponden a VEs urinarias de 0.1µm, IMF de TSPAN33+ (E), IMF de ADAM10+ (F), IMF 
de CD37+ (G), IMF de CD53+ (H). Paneles I, J, K y L corresponden a VEs urinarias de 
0.3µm, IMF de TSPAN33+ (I), IMF de ADAM10+ (J), IMF de CD37+ (K), IMF de CD53+ (L). 
Paneles M, N, O y P corresponden a VEs urinarias de 0.5µm, IMF de TSPAN33+ (M), IMF 
de ADAM10+ (N), IMF de CD37+ (O), IMF de CD53+ (P). ***p≤0.001 **p≤0.005. *p≤0.05. 
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Para saber si los resultados tienen correlaciones con las variables clínicas, 

se procedió a obtener la matriz correspondiente que se muestra en la 

Figura 20, donde se muestra con números a la r de Spearman, un color 

azul indica que la correlación es positiva, y un color rojo que la correlación 

es negativa. Se puede observar que existen tanto correlaciones positivas 

como negativas con las variables clínicas, fenómenos que corresponden 

con la presencia de enfermedad activa. 

 

Figura 20 VEs urinarias correlacionan con variables clínicas 
Matriz de correlación entre las variables clínicas y los resultados obtenidos. Número en 
azul indican correlación positiva, número en rojo indican correlación negativa. 

 

Para poder entender mejor la matriz de correlación previamente 

mencionada, se muestran en la Figura 21, cada una de las correlaciones 

estadísticamente significativas, partiendo de la que tiene mayor diferencia 

significativa a la menor, siendo el valor de IFG como la creatinina sérica las 

variables clínicas con mayores correlaciones con los resultados obtenidos. 
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Figura 21 Correlaciones estadísticamente significativas entre variables clínicas y 
resultados obtenidos. 
Las gráficas muestran las regresiones lineales, de la que tiene mayor diferencia 
significativa, a las que tienen menor diferencia significativa. A. IFG vs VEs IMF CD53+. B. 
anti-DNAdc vs VEs µg/mL. C. Creatinina sérica vs VEs IMF CD53+. D. IFG vs VEs 0.1µm 
IMF CD53+. E. Creatinina sérica vs VEs 0.1µm IMF CD53+. F. SLEDAI vs VEs µg/mL. G. 
IFG vs VEs µg/mL. H. IFG vs VEs 0.3µm IMF CD53+. I. IFG vs VEs 0.1µm IMMF CD37+. 
J. Creatinina sérica vs VEs µg/mL. K. IFG vs VEs 0.1µm IMF ADAM10+. L. IFG vs VEs 
IMF ADAM10+. M. Creatinina sérica vs VEs 0.1µm IMF CD37+. N. Creatinina sérica vs VEs 
0.3µm IMF CD53+. O. IFG vs VEs IMF CD37+. P. Creatinina sérica vs VEs IMF ADAM10+. 
Q. Creatinina sérica vs VEs IMF CD37+. R. C3 vs VEs µg/mL. S. Creatinina sérica vs VEs 
IMF TSPAN33+. T. IFG vs VEs IMF TSPAN33+. U. IFG vs VEs 0.1µm IMF TSPAN33+. V. 
Creatinina sérica vs VEs 0.1µm IMF TSPAN33+. W. IFG vs VEs 0.3µm IMF CD37+. X. 
SLEDAI vs VEs IMF CD37+.      

 

 

 

Con estos resultados, podemos inferir que en las VEs urinarias existen 

correlaciones con las variables clínicas presentes en la nefropatía lúpica 

activa al determinar IMF para las proteínas CD53, CD37, ADAM10 y 

TSPAN33, tanto en VEs totales como por tamaño, así como cantidad de 

estas. Aunque es importante mencionar, que se requiere analizar una 

mayor cantidad de muestras para corroborar estos hallazgos.   

 

 

Para poder cumplir con el objetivo de analizar miRNAs presentes en las 

VEs urinarias, se realizó una estancia de tres meses en el Instituto Feinstein 

con la Dra Betty Diamond, se procesaron 100 muestras de orina, 

provenientes de mujeres, divididas en tres grupos: individuos sanos, 
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pacientes con diagnóstico de lupus eritematoso generalizado sin actividad 

y evidencia clínica o de laboratorio compatible con actividad renal (LEG), y 

pacientes con nefropatía lúpica activa (NL). A partir, de por lo menos 15mL 

de orina se procedió a obtener vesículas extracelulares (VEs), usando la 

técnica previamente estandarizada de ultracentrifugación, y la fracción de 

VEs se resuspendió en 200µL de PBS filtrado y estéril. Se verificó la 

obtención de las VEs por la técnica de Western blot, al revelar las proteínas 

CD63 y CD9. Posteriormente se obtuvo el RNA total usando el kit RNA 

miRNeasy micro kit Qiagen y se almacenó a -20°C. Se cuantificó el RNA 

total utilizando NanoDrop. Para después obtener el cDNA usando el kit 

TaqMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit. Una vez obtenido esto, 

se realizó la detección de miRNAs humanos candidatos: miR142, miR-

148a, miR-146a, miR-150, miR-155 y miR-21, y como gen de referencia a 

miR-16, mediante qPCR en el termociclador Light Cycler Roche 480, 

usando como sonda FAM. Posteriormente, se calculó la expresión relativa 

de los miRNAs. 

 

 

Los resultados obtenidos, fueron los siguientes. A pesar de haber 

procesado 100 muestras de orina en total, no se pudo obtener VEs en 

todas, debido a que algunas muestras de orina no correspondían a la 

primera orina de la mañana, estaban más diluidas y por ende, fue imposible 

detectar  VEs, por lo tanto, en el grupo de NL correspondió a 21 pacientes, 

el grupo de LEG 25, y el de sanos 10. En la Figura 22 se muestra la cantidad 

de proteína presente en las VEs, hay mayor cantidad de proteínas en el 

grupo con NL al compararlo con los otros grupos; lo que corroboró los 

resultados obtenidos en la cohorte de pacientes mexicanos. 
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Figura 22 Pacientes con NL activa tienen mayor cantidad de VEs urinarias 
Cuantificación de las vesículas extracelulares urinarias de individuos con NL, LEG y sanos. 
Panel izquierdo muestra la cantidad de proteína presente en las VEs. Panel derecho 
muestra la cantidad de VEs estimadas. ***p≤0.001 **p≤0.005. 

 

En estas muestras sólo fue posible identificar a los miRNAs, miR-21 y miR-

146a, mostrados en la Figura 23, donde se observa que hay mayor 

expresión relativa de miR-21 en el grupo de NL, y una tendencia de 

miR146a en el grupo de NL.  

 
Figura 23 miR-21 y miR-146a incrementan en NL activa. 
Expresión relativa de miR21 (panel izquierdo) y miR146a (panel derecho) proveniente de 
las VEs aisladas de orina en individuos con NL, LEG y sanos. 

 

Con estos resultados se alcanzaron los objetivos planteados en la estancia 

de 3 meses, observando que efectivamente las VEs se encuentran 

enriquecidas en la orina de pacientes con nefropatía lúpica activa, y que 

además se pueden usar miRNAs como posibles biomarcadores para la 

enfermedad.  
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5.0 Discusión 

 

En el presente estudio, fueron planteadas diversas interrogantes, desde 

elegir la metodología para poder obtener vesículas extracelulares urinarias 

con el mejor rendimiento, y posteriormente la tinción para la citometría de 

flujo, hasta el análisis correcto de los datos obtenidos.  

 

Debido al interés aumentado por identificar biomarcadores útiles en las 

vesículas extracelulares, así como el uso de diversos fluidos biológicos 

para su búsqueda, se han implementado diversas metodologías para el 

aislamiento y sus posteriores usos.  

 

Nosotros decidimos aislar VEs de orina, principalmente por ser un fluido de 

fácil obtención, no invasivo, y al estudiar a la nefropatía lúpica el principal 

daño ocurre en el riñón, aunque se ha visto que el análisis de VEs urinarias 

permite conocer el estado de un individuo sano, así como de otras 

enfermedades no relacionadas con el riñón (14,38,90,91,82–89). 

 

Después de una revisión exhaustiva de la literatura, se decidió probar dos 

metodologías para el aislamiento de las VEs urinarias: PEG y 

ultracentrifugación (67,82,92,93) más el uso o no de algún agente reductor. 

El uso del agente reductor se justifica para eliminar a la proteína Tamm-

Horsfall, cuya presencia se incrementa cuando hay daño renal, y esta 

proteína genera que las VEs urinarias se peguen entre ellas, disminuyendo 

la obtención de estas (94–97). La metodología más usada por ser de las 

más baratas y reportada en diversos estudios es la ultracentrifugación 

(98,99), la cual también se usó en este estudio, ya que se obtuvo un mejor 

rendimiento de VEs urinarias, al compararse con el uso de PEG, sumado 

al hecho de que posteriormente se realizó una comparación por tamaño de 

las VEs por citometría de flujo y el que las muestras fueran lo más puras 

posibles, es decir sin la presencia de PEG era lo ideal (93,100). 
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Una vez estandarizada la metodología, se demostró el aislamiento de las 

VEs urinarias tal y como lo establece (99), usando Western blot para 

evidenciar la presencia de moléculas enriquecidas en VEs como lo son 

CD9, CD81 y Tsg101, y su ausencia en las fracciones urinarias, así como 

el cuantificar y clasificar por tamaño a las VEs por citometría de flujo. 

 

Una vez ya obtenidas las VEs urinarias, se lisaron para su cuantificación 

de proteína, aproximación que nos permite conocer la cantidad de VEs 

presentes en la muestra (101) y poder realizar la comparación entre los 

diferentes grupos; tanto los pacientes con LEG activo como con NL activa 

presentaron mayor cantidad de proteína, así como de número aproximado 

de VEs totales, resultado esperado ya que tanto el LEG como su 

complicación la NL son enfermedades autoinmunes favorecidas por la 

activación celular y la estimulación lleva a generar VEs (102), así como en 

estos pacientes se conoce que presentan mayor cantidad de esfingolípidos 

y ceramidas (103,104), que posiblemente interactúan con Rab31 y flotilina 

generando mayor secreción de VEs y en consecuencia el incremento de la 

cantidad de proteína (105,106).  

 

Debido a que en el grupo de trabajo al cual pertenezco, se investiga el papel 

de las células B en LEG, y por los antecedentes directos (49,107), 

decidimos buscar la presencia de tetraspanina 33 en las VEs urinarias 

usando Western blot, la cual está incrementada, encontrando diversas 

bandas, es decir a la proteína con diferentes conformaciones, debido a las 

glicosilaciones que presenta, sumado al estar presente en los 

microdominios enriquecidos de tetraspaninas (TEMs), que no se separan 

tan fácilmente  (54,107). Además al estar incrementada ADAM10 en VEs 

urinarias de pacientes con NL (108), confirma el resultado obtenido, y los 

pacientes en remisión presentan menor cantidad de TSPAN33. 

 

Aunado a la caracterización de TSPAN33 en las VEs urinarias, decidimos 

analizar también a la metaloproteasa ADAM10, y a las tetraspaninas 

presentes en VEs de células B, CD37 y CD53. Por lo cual, se tuvo que 
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estandarizar la tinción directa de las VEs urinarias para su posterior captura 

en el citómetro de flujo BD Accuri C6, un citómetro que al usar una bomba 

peristáltica para la generación del flujo, permite controlar la cantidad de 

muestra a analizar, así como se demostró que puede diferenciar entre los 

distintos tamaños de las VEs (81). Y con el uso de la molécula fluorescente 

denominada éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE), la cual al ser 

hidrolizada fluoresce uniéndose a las aminas, y ya no sale de la VE (109–

111), permitiéndonos distinguir entre VE y ruido de fondo.  

 

Nos preguntamos si tan solo la presencia de LEG activo era suficiente para 

poder encontrar diferencias entre la cantidad absoluta de VEs, y VEs 

positivas a las proteínas buscadas, no se obtuvo diferencia significativa, 

pero si una tendencia a mayor número de VEs totales, así como VEs 

positivas a las proteínas buscadas en los pacientes con LEG activo, 

mientras que los individuos sanos y pacientes con LEG inactivo 

presentaban menor número, debido a que no presentan células activadas 

y por ende la producción de VEs está disminuida (112–115). 

 

Al no tener resultados concluyentes, decidimos evaluar la intensidad media 

de fluorescencia (IMF), para cada una de las proteínas, tanto en VEs 

totales, como por tamaño, encontrando que las VEs urinarias de pacientes 

con LEG activo presentan menor IMF para cada una de las proteínas 

evaluadas al compararlas con los pacientes con LEG inactivo y los 

individuos sanos, nuestra hipótesis es que al secretar mayor cantidad de 

VEs urinarias en los pacientes con LEG activo, las proteínas evaluadas se 

diluyan en la superficie de las VEs, mientras que en los sanos como LEG 

inactivo al haber menor secreción de VEs, las proteínas se concentren.  

 

Una vez visto que, si hay diferencias en LEG activo contra inactivo, se 

procedió a comparar las VEs urinarias de los pacientes con NL activa, 

contra los seis meses de seguimiento y los individuos sanos. Los pacientes 

con NL activa presentaron mayor número absoluto de VEs urinarias (116), 

y una tendencia en VEs positivas a TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53. 
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Gutwein, et al., 

incrementó de ADAM10 en las VEs urinarias aisladas de pacientes con NL 

activa, aunque es evaluado por Western blot (108). Asimismo, se obtuvo la 

IMF para las proteínas evaluadas en VEs totales, como por tamaño, los 

individuos sanos presentaron mayor IMF para TSPAN33, ADAM10, CD37 

y CD53 al compararlo con NL activa y a los 6 meses de seguimiento, es 

mayor la diferencia significativa con NL activa. Nuestra hipótesis es que 

tanto CD37 como CD53 son tetraspaninas importantes en las células B, 

principalmente para el mantenimiento y supervivencia de las células 

plasmáticas, las cuales están generando in situ los autoanticuerpos, 

exacerbando la NL. Por consiguiente, la célula Bestá usando las 

tetraspaninas y por lo tanto no las está reclutando en las VEs, debido a la 

patogenia de esta enfermedad. Además de la participación in situ de las 

tetraspaninas en la patogenia, también pudiera ser que las VEs con alto 

contenido de estas tetraspaninas en lugar de secretarse en la orina se 

estén quedando en el parénquima renal, favoreciendo la enfermedad (116–

121). Lo mismo podríamos argumentar para TSPAN33 y ADAM10, siendo 

ADAM10 responsable también a su vez de la patogenia de la enfermedad, 

así como TSPAN33 regula la actividad metaloproteasa de ADAM10 (122–

125). 

 

Una manera más fidedigna de saber si lo encontrado puede impactar 

directamente con la presencia de enfermedad, así como de si las variables 

evaluadas correlacionan o no, es mediante la generación de una matriz de 

asociación. Encontramos que SLEDAI correlaciona positivamente con 

número de VEs, la cantidad de proteína, número de VEs positivas para 

TSPAN33, CD37, CD53 y ADAM10. El SLEDAI es el dato que nos indica 

presencia de enfermedad activa, así que con esto podemos concluir que 

estas variables evaluadas son de mal pronóstico para nuestros pacientes. 

también es importante mencionar que las mayores asociaciones se dieron 

con CD53, como ya se mencionó anteriormente es una tetraspanina 

involucrada en el desarrollo y mantenimiento de tolerancia de células B, lo 

que explicaría estas asociaciones. 
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Desafortunadamente se tiene que señalar que se tuvo una muestra muy 

pequeña de pacientes, por lo cual es importante ampliar la muestra y 

verificar que los datos obtenidos en la presente tesis sean reproducibles. 

 

Parte del proyecto consideraba la búsqueda de miRNAs presentes en las 

VEs urinarias de pacientes con NL activa, LEG inactivo e individuos sanos. 

El abordaje fue realizado en una estancia en el Instituto Feinstein. Debido 

a la pandemia de COVID-19, solamente se obtuvieron resultados sin el 

historial médico de los pacientes. A pesar de esto, observamos que los 

resultados obtenidos con la cohorte mexicana se reproducen, es decir al 

tener NL activa hay mayor secreción de VEs urinarias. También 

encontramos mayor expresión del miR-21 y miR146a en los pacientes con 

NL activa, resultados que ya se han reportado en otras cohortes (126–130), 

aunque en nuestro caso en particular se uso un housekeeping como 

control, para normalizar los datos obtenidos. 
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6.0 Conclusiones 

A partir de los resultados obtenidos y de lo expuesto anteriormente se 

puede 

concluir de este trabajo de tesis que: 

- El número y cantidad de proteína de VEs correlaciona con parámetros 

clínicos en LEG y NL. 

- La presencia de TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53 en las VEs 

correlaciona, se pueden proponer como biomarcadores. 

- El número y cantidad de proteína en las VEs de la cohorte de pacientes 

afroamericanas con NL activa se encuentran incrementados, así como 

miR-21 y miR-146a 
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7.0 Perspectivas 

 

La NL al ser una de las principales complicaciones del LEG, ha hecho que 

se sigan buscando maneras no invasivas para anticipar si los pacientes 

están respondiendo al tratamiento o no, el presente proyecto nos aporta 

que la orina se puede usar para aislar vesículas extracelulares, y estas 

pudieran usarse como biomarcadores de pronóstico, así como la presencia 

de TSPAN33, ADAM10, CD37 y CD53. Sin embargo, hace falta demostrarlo 

en una mayor cohorte de pacientes, con seguimiento de por lo menos un 

año. 

Asimismo, se deben realizar experimentos con ratones humanizados con 

LEG y sin la enfermedad, marcando las VEs positivas a las proteínas 

evaluadas, y observar donde se quedan estas VEs o si son excretadas en 

orina. 
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