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 INTRODUCCIÓN 

 
 Los riñones tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la 
homeostasis del medio interno. Su función principal es la excretora, necesaria para 
eliminar los compuestos de desecho derivados del metabolismo o los productos 
extraños, como fármacos o tóxicos, junto con la regulación del equilibrio hídrico y 
electrolítico de los líquidos corporales (Guyton y Hall, 2016). 
 

 

1. EL DAÑO RENAL AGUDO 
 
El daño renal agudo (DRA) es un síndrome asociado con diversas etiologías y 

procesos fisiopatológicos que conducen a una disminución abrupta de la función 
renal (Hoste et al., 2018). Además de la acumulación de productos de desecho 
(creatinina, urea y otros productos nitrogenados), de la alteración de la homeostasis 
de electrolitos y de la retención de fluidos, puede inducir disfunción de órganos 
distantes (Lee et al., 2018). Este síndrome tiene mayor incidencia en pacientes 
críticamente enfermos y se asocia con un aumento significativo de la morbilidad y la 
mortalidad, de la estancia hospitalaria y de los costes asociados.  

 
1.1 Epidemiología y repercusión económica 

 
El DRA abarca una multitud de escenarios clínicos (Figura 1) y etiologías que 

se asocian con hospitalizaciones e ingresos en la Unidad de Cuidados Intensivos 
(UCI). Esto se debe a la alta frecuencia de factores de riesgo que tienen los pacientes 
hospitalizados, como por ejemplo: la exposición a fármacos nefrotóxicos, la isquemia, 
la cirugía mayor, la sepsis o la exposición a medios de contraste yodados entre otros 
(Finlay et al., 2013). Aunque este síndrome afecta con mayor frecuencia a la población 
anciana (Bagshaw et al., 2007), se presenta en personas de todas las edades, incluso 
en los niños. Una revisión sistemática relativamente reciente mostró que la 
incidencia del DRA durante el periodo de hospitalización fue de un 21,6 % entre los 
adultos y un 33,7 % entre los niños (Susantitaphong et al., 2013). En pacientes de la 
UCI, la incidencia supera el 50 % (Hoste et al., 2015; Al-Jaghbeer et al., 2018).  
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La epidemiología del DRA difiere entre países desarrollados y 
subdesarrollados. Esto se debe a las diferencias en la demografía, la economía, la 
geografía y el tipo de comorbilidades. En países con ingresos bajos, la epidemiología 
no está bien descrita por la baja disponibilidad de recursos y la inadecuada 
infraestructura de salud que se asocia a un peor reconocimiento y tratamiento de la 
enfermedad (Hoste et al., 2018). La incidencia del DRA ha ido aumentando durante las 
últimas décadas junto con el envejecimiento de las poblaciones. Este aumento se 
puede atribuir a numerosos factores, como las características del paciente (vejez, 
raza,  proteinuria, diabetes mellitus) y, a ciertas complicaciones (la hipertensión, la 
sobrecarga de líquidos, las enfermedades cardiovasculares, la enfermedad renal 
crónica preexistente) e interacciones terapéuticas  (cirugías mayores, quimioterapia, 
etc.) (Negi et al., 2018).  

 
Este síndrome tiene importantes consecuencias para la salud. Para su manejo 

se dispone de tratamientos específicos según la causa subyacente del daño, y de 
tratamientos de apoyo para prevenir y controlar las complicaciones que en los casos 
graves incluyen la diálisis y el reemplazo renal. A corto plazo, entre el 4 y el 6 % de los 
pacientes necesitan diálisis tras un DRA, y este porcentaje aumenta hasta el 13 % en 
los pacientes de la UCI (Dennen, Douglas y Anderson, 2010). A pesar de los avances, 
la tasa de mortalidad en pacientes que requieren terapia de reemplazo renal sigue 
siendo aproximadamente del 50 % (Levey y James, 2017). Es importante destacar que 
un episodio de DRA no solo está asociado con efectos adversos a corto plazo, sino 
que también tiene efectos negativos a largo plazo sobre la salud y  supervivencia del 
paciente (Hoste et al., 2018). La mortalidad global de los pacientes según el estudio 
de (Susantitaphong et al., 2013) fue del 23 % (23,9 % en los adultos y 13,8 % en los 
niños). Por su parte los enfermos de la UCI que desarrollan esta enfermedad tienen 
una mortalidad del 40 al 60 % (Uchino et al., 2006, 2010; Selby et al., 2012).   
  
 La repercusión económica directamente asociada a este síndrome, se estima 
en el 1 % del presupuesto sanitario total y en el 5 % del gasto hospitalario total 
(Chertow et al., 2005; Vandijck et al., 2014). Este coste deriva fundamentalmente del 
tiempo de estancia prolongada de los pacientes en el hospital, de una monitorización 
más constante y personalizada y fundamentalmente de la diálisis. Casi el 50 % de los 
pacientes hospitalizados con DRA requieren algún tipo de atención posthospitalaria, 
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de los cuales al 27% se les presta atención médica prolongada y el 22 % recibe 
atención domiciliaria (Chertow et al., 2005).  

 
Figura 1. Representación del espectro clínico del síndrome de DRA. El daño renal agudo (DRA) se 
puede desarrollar como consecuencia de diferentes condiciones patológicas que pueden 
conducir o no un DRA, dependiendo del equilibrio entre la susceptibilidad del paciente y la 
intensidad de la exposición al daño (Ronco, Bellomo y Kellum, 2019).   
 
1.2 Etiopatogenia 
 
 La gravedad de la lesión renal depende de la duración, la gravedad del daño 
inicial y de los posibles episodios recurrentes (Basile, Anderson y Sutton, 2012; Farrar, 
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2018). La lesión se puede iniciar por diferentes causas que se clasifican en 
prerrenales, renales o intrínsecas y posrenales (Figura 2). Las más comunes son las 
alteraciones prerrenales, que representan del 55 al 70 % de los casos totales 
(Rahman, Shad y Smith, 2012) seguidas de las intrínsecas, que suponen el 25 % de los 
casos de DRA. 
 
 El DRA prerrenal se origina por una disminución de la perfusión renal, entre 
las causas se incluyen hipovolemia e hipotensión. El daño intrínseco o renal se asocia 
con un daño a nivel tubular, glomerular, intersticial o vascular (Basile, Anderson y 
Sutton, 2012). En el caso del daño posrenal es una obstrucción de las vías urinarias 
quien origina la afectación. 

Figura 2. Tipos de DRA y sus causas. Imagen adaptada (Tenorio Cañamás et al., 2010). DRA: daño 
renal agudo; NTA: necrosis tubular aguda. 
 

1.2.1 DRA prerrenal 
 
 Este tipo de daño engloba del 55 al 60 % de los casos totales de DRA (Basile, 
Anderson y Sutton, 2012). La disminución del flujo sanguíneo de la perfusión renal 
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puede estar causada por problemas cardiacos, vómitos, diarrea e insuficiencia 
hepática (Siew y Davenport, 2015). Una tasa de filtración glomerular (TFG) normal está 
directamente relacionada con una perfusión renal adecuada. Los riñones reciben 
hasta el 25 % del gasto cardíaco, lo que se traduce en 1200 mL/min de flujo sanguíneo, 
y si este flujo se ve comprometido puede conducir a un daño renal (Martin, 2010). 
 
 Dentro del DRA prerrenal destaca el inducido por la sepsis. Según un estudio 
multicéntrico (Hoste et al., 2015), de todos los pacientes críticamente enfermos que 
sufren este síndrome (que son el 57 % del total), en el 50% de ellos la sepsis es el factor 
desencadenante más frecuente (Uchino et al., 2005). Este fenómeno se caracteriza 
por una inflamación sistémica causada por una infección que puede provocar 
insuficiencia multiorgánica e hipoxia celular y tisular. Las consecuencias son una 
disminución del flujo sanguíneo renal, isquemia, disminución de la TFG y necrosis 
celular (Farrar, 2018). 
 
1.2.2 DRA renal o intrínseco 
 
 Se produce por una lesión de las estructuras renales y representa alrededor 
del 25 % de los casos totales de DRA  (Basile, Anderson y Sutton, 2012). i. La afectación 
glomerular puede producirse por una glomerulonefritis aguda que podría tener como 
origen una enfermedad sistémica como la sarcoidosis o el lupus eritematoso 
sistémico ii. Por otra parte, el daño intersticial puede instaurarse por las terapias con 
medicamentos, reacciones alérgicas, infección, etc. iii. Con relación a la lesión 
tubular, su origen puede ser isquémico o nefrotóxico. La isquemia se produce por una 
disminución del flujo sanguíneo que llega a los riñones, mientras que la 
nefrotoxicidad se manifiesta por la exposición a agentes nefrotóxicos entre los que 
se incluyen ciertos antibióticos, medios de contraste yodados y fármacos como el 
cisplatino (Bellomo, Kellum y Ronco, 2012). iiii.  El deterioro a nivel vascular puede estar 
causado por trastornos como la hipertensión maligna, la enfermedad ateroembólica, 
o el síndrome urémico hemolítico.  
 
 Según la National Kidney Foundation, la exposición a medios de contraste 
yodados origina en el 5-40 % de los pacientes un DRA intrínseco, siendo la tercera 
causa adquirida más común en el hospital (Contrada, 2016). Loa compuestos yodados 
se utilizan para mejorar la visibilidad de los vasos sanguíneos en pruebas de 



 

8 
 

 INTRODUCCIÓN 

diagnóstico. En la mayoría de los casos en los que se produce una lesión renal a 
causa de la exposición a estas sustancias, el daño es reversible, la función renal 
regresa a su estado normal en 1 a 3 semanas tras la exposición. Sin embargo, en 
ocasiones los medios de contraste causan vasodilatación, seguida de una 
vasoconstricción prolongada, que produce una disminución del flujo sanguíneo renal  
además de una toxicidad tubular directa y una consecuente necrosis tubular aguda 
(NTA) (Honicker y Holt, 2016).  
 
Características de la NTA 
 
 La NTA implica el deterioro del epitelio tubular. Los daños asociados a este 
trastorno debido a la isquemia y a los tóxicos, como se ha observado en la mayoría 
de los modelos animales (Mingeot-Leclercq y Tulkens, 1999; Lieberthal y Nigam, 2000; 
Sharfuddin y Molitoris, 2011) son más evidentes en el túbulo proximal. 
 
 Las principales alteraciones  que se producen en las células tubulares durante 
una NTA son las siguientes: i. Pérdida rápida de la integridad del citoesqueleto y la 
polaridad celular que implica el desprendimiento del borde en cepillo del túbulo 
proximal (Solez, Morel-Maroger y Sraer, 1979; Sutton y Molitoris, 1998). ii. 
Redistribución de las moléculas de adhesión y otras proteínas de membrana como la 
bomba Na+/K +-ATPasa y β-integrinas causada por la pérdida de la polaridad; 
también se produce  una reubicación de la actina de la membrana celular apical a la 
lateral (Molitoris, Dahl y Geerdes, 1992; Gailit et al., 1993; Brown, Lee y Bonventre, 1997; 
Zuk et al., 1998). iii. Alteración de las interacciones célula-célula en uniones 
adherentes y estrechas. iiii. Desprendimiento de las células tubulares de la 
membrana basal, dejando a ésta como única barrera entre el filtrado y el intersticio 
peritubular. El aumento de la permeabilidad resulta en una fuga de filtrado glomerular 
desde la luz tubular hacia el intersticio, donde las células y los desechos que se 
desprenden de la membrana basal se combinan con proteínas presentes en la luz 
tubular como la THP (de sus siglas en inglés Tamm-Horsfall Protein) y fibronectina 
(Zuk, Bonventre y Matlin, 2001) para formar cilindros que pueden obstruir el túbulo, 
aumentando la presión intratubular. 
 
 La NTA afecta principalmente a las células del túbulo proximal debido a su 
susceptibilidad al daño. En esta región de la nefrona se realizan funciones de 
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reabsorción, tanto isoosmótica como mediada por receptores, y de secreción, por lo 
que en ella tienden a acumularse los tóxicos de forma significativa. No obstante, 
también pueden verse afectadas las células epiteliales de la parte gruesa 
ascendente del asa de Henle y las del túbulo distal. En cambio, las células que revisten 
el túbulo colector no suelen verse afectadas (Sharfuddin y Molitoris, 2011). Además del 
daño tubular, la NTA en función de su magnitud puede causar lesiones a nivel 
vascular, glomerular y en el intersticio. Así, durante este fenómeno también es 
frecuente observar edema intersticial, acumulación de leucocitos en el intersticio o 
congestión de los capilares tubulares (principalmente de la médula externa) que a su 
vez potencia el daño tubular (Basile, Anderson y Sutton, 2012). 
 
Fases de la NTA 
 
 Dentro de la NTA se pueden distinguir las siguientes fases (Bonventre y Zuk, 
2004; Tenorio Cañamás et al., 2010; Hanif, Bali y Ramphul, 2021): 
 

I. Fase de exposición: tiene lugar una agresión hemodinámica que ocurre 
cuando disminuye el flujo sanguíneo renal o la exposición a un tóxico. Aún se 
mantiene la integridad celular. 

 
II. Fase de iniciación: este periodo se establece entre la exposición al agente 

etiológico y el comienzo del daño renal que aún no se ha instaurado 
totalmente. Por ello la NTA aún pude evitarse, especialmente si se restaura el 
flujo sanguíneo renal cuando la causa es isquémica o cuando se retira el 
tóxico. Se produce daño celular (pérdida del borde en cepillo y 
desprendimiento de las células al lumen tubular), disminución brusca de la 
TFG e incremento de los niveles plasmáticos de creatinina y urea.  

 
III. Fase de extensión: comienza a producirse una respuesta inflamatoria, con 

liberación de citoquinas y quimiocinas, y una hipoxia continuada como 
consecuencia de la reducción del flujo renal. Ambos eventos son más 
pronunciados en la unión cortico-medular y en la médula externa, donde 
puede haber también muerte celular. Durante esta fase la TFG continúa 
disminuyendo. Las células tubulares de la corteza externa empiezan a 
regenerarse (Bonventre y Zuk, 2004). 
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IV. Fase de mantenimiento: las lesiones del túbulo renal están establecidas. La 

TFG se estabiliza en un nivel muy por debajo de lo normal, dependiendo de la 
intensidad del daño inicial y la producción de orina es baja o ausente. A pesar 
de que la oliguria (o anuria) es una de las señales clínicas de la NTA, en 
algunos pacientes no se produce y se denomina NTA no oligúrica, como en el 
caso del DRA producido por nefrotoxinas, que es típicamente no oligúrica. Se 
inicia la reparación celular, hay apoptosis, migración y proliferación celular 
para recuperar la integridad tisular y funcional. La función celular mejora 
lentamente a medida que las células se reparan y reorganizan.  

 
V. Fase de recuperación: se trata de la continuación de la fase de 

mantenimiento. Se caracteriza por poliuria y por una normalización gradual 
de la TFG, sin embargo, cuando la NTA es demasiado grave y se desencadena 
una disfunción multiorgánica la regeneración del tejido renal puede verse 
gravemente afectada impidiendo la recuperación de la función renal. En 
ausencia de este escenario, la mayoría de los pacientes con NTA recuperan 
la función renal. La fase de recuperación consiste en la restitución de la 
polaridad celular y la integridad de las uniones estrechas en las células 
dañadas, la eliminación de células tubulares por apoptosis y de los cilindros 
intratubulares mediante el restablecimiento del flujo de líquido tubular, 
además de la regeneración de las células epiteliales renales (Abuelo, 2007). 

 
1.2.3 DRA posrenal  
  
 Esta forma de DRA se produce por la obstrucción aguda del flujo urinario y es 
la responsable de al menos el 5 % de los casos de los casos totales (Basile, Anderson 
y Sutton, 2012). La obstrucción se caracteriza por un aumento en la presión 
intratubular, una disminución de la producción de orina (oliguria o anuria), dolor 
abdominal, dificultad para orinar, hematuria e hipertensión. Entre sus principales 
causas se encuentran los cálculos o coágulos renales y algunos tipos de tumores en 
algunas estructuras del sistema renal que obstruyen las vías urinarias (Farrar, 2018). 
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2. DRA INDUCIDO POR EL CISPLATINO 
 
 El cisplatino (cis- diaminedicloroplatino o CDDP) es un derivado inorgánico del 
platino que fue descrito por primera vez por Michele Peyrone en 1845. Sin embargo, 
no fue hasta más de 100 años después cuando se aprobó para uso clínico por sus 
propiedades antitumorales (Wang, 1983). Actualmente se utiliza como agente 
quimioterapéutico individual o en terapia combinada para el tratamiento de una 
amplia variedad de tumores sólidos, incluidos los tumores de ovario, cuello uterino, 
mama, esófago, vejiga,  cabeza y cuello y de células germinales testiculares 
(McSweeney et al., 2021). 
 
 Desafortunadamente, su uso clínico está limitado por sus graves efectos 
secundarios como la supresión de la médula ósea, la neuropatía periférica, la 
ototoxicidad, la anafilaxia y la nefrotoxicidad que obligan a reducir la dosis o a retirar 
el fármaco. La continua exposición de los riñones a este fármaco, ya que son su 
principal vía de excreción, explica que una dosis única de cisplatino (50-100 mg/m2) 
cause que aproximadamente un tercio de los pacientes sufran nefrotoxicidad 
(Lebwohl y Canetta, 1998; Shiraishi et al., 2000).  
 
2.1 Nefrotoxicidad 
 
 La nefrotoxicidad causada por el cisplatino se debe a una función tubular 
alterada, una disminución de la TFG y un daño renal (Sánchez-González et al., 2011). 
La captación de este fármaco por las células epiteliales del túbulo proximal es el 
punto de partida de sus efectos tóxicos a nivel tubular. Su acumulación en estas 
células produce NTA, que es la forma más prevalente de daño causada por cisplatino 
(Miller et al., 2010). A consecuencia de la lesión epitelial, se produce una rápida 
disminución de la actividad de los mecanismos excretores del riñón (Bellomo, Kellum 
y Ronco, 2012), lo que aumenta la acumulación de productos de desecho producidos 
por el metabolismo (Lameire, Biesen y Vanholder, 2008; Bellomo, Kellum y Ronco, 
2012).   
 
 La incidencia del DRA nefrotóxico es difícil de estimar debido a la variabilidad 
de las poblaciones de pacientes y los criterios de clasificación. Sin embargo, 
contribuye alrededor del 8-60 % de los casos de DRA que se adquirieren en el hospital 
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(Schetz et al., 2005). En un estudio epidemiológico multicéntrico realizado en 
pacientes críticamente enfermos se observó que la nefrotoxicidad por fármacos es 
responsable del 19 % de los casos de DRA (Uchino et al., 2005). 
 
2.2 Fisiopatología del DRA inducido por el cisplatino 
 
 Aunque se trata de un proceso complejo, la fisiopatología del DRA inducido 
por el cisplatino se puede agrupar principalmente en cuatro tipos de lesiones. i. La 
lesión tubular, producida por una afectación directa de las células epiteliales de 
algunos segmentos de la nefrona. ii. La lesión vascular, provocada por una 
disminución del flujo renal sanguíneo. iii. La lesión glomerular, menos frecuente que 
en otras nefropatías. iiii.  Y la lesión intersticial, secundaria al tratamiento con 
cisplatino a largo plazo y la fibrosis, ambas manifestaciones renales crónicas 
características de este tipo de daño renal que puede evolucionar a enfermedad renal 
crónica (ERC) (Sánchez-González et al., 2011). 
 
 Con relación a los procesos fisiopatológicos, los mecanismos moleculares 
clave implicados en los efectos adversos del cisplatino (Figura 3) incluyen captación 
y acumulación celular, inflamación, estrés oxidativo, estrés del retículo 
endoplasmático (RE), disfunción mitocondrial, necrosis y apoptosis. Aunque su 
mecanismo principal está relacionado con la síntesis y reparación de las lesiones del 
ADN (ácido desoxirribonucleico), provocando la detención del ciclo celular (Ghosh, 
2019), también induce la disfunción de algunos orgánulos citoplasmáticos, en 
concreto, del RE y de las mitocondrias (Florea y Büsselberg, 2011). Como la mayoría de 
los metales, también promueve la generación de especies reactivas de oxígeno, 
condiciona a la proteína supresora de tumores p53, induce la apoptosis a través de 
la vía intrínseca mediante la interacción de receptores de muerte y caspasas e inflige 
daño celular a causa de la inflamación (Manohar y Leung, 2017).  
 
2.2.1 Lesión tubular proximal causada por el cisplatino 
  
 Debido a su bajo peso molecular y a no tener carga, el glomérulo filtra 
libremente el cisplatino (Safirstein, Miller y Guttenplan, 1984), secretándose a 
continuación activamente a la orina. La entrada de este compuesto a los túbulos 
proximales está mediada por difusión pasiva y por transportadores de entrada 
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(Kröning, Lichtenstein y Nagami, 2000) como: los transportadores de entrada de 
cationes orgánicos (OCT de sus siglas en inglés Organic Cation Transporter), el 
transportador de cobre 1 (Ctr1 de sus siglas en inglés Cooper Transporter 1) 
(Ciarimboli, 2012) y los canales de aniones regulados por volumen (VRAC de sus siglas 
en inglés Volume-Regulated Anion Channels) (Planells‐Cases et al., 2015). Mientras 
que en su eliminación a la orina están implicados transportadores de salida como 
ATPasas transportadoras de cobre de tipo P (Samimi et al., 2004), proteínas 
asociadas a la resistencia a múltiples fármacos (MRP de sus siglas en inglés 
Multidrug Resistance Protein) y proteínas de extrusión multiantimicrobiana (MATE de 
sus siglas en inglés Multidrug And Toxin Extrusion) (Ciarimboli, 2012; Harrach y 
Ciarimboli, 2015; Estrela et al., 2017). En condiciones fisiológicas, todos estos 
transportadores se encuentran distribuidos en los túbulos proximales y distales de la 
nefrona (Pabla et al., 2009) pero cuando las células tubulares se exponen a este 
compuesto se produce su sobreexpresión (Estrela et al., 2017).  
 
 Una vez que el cisplatino entra en las células, se transforma en una 
nefrotoxina (Miller et al., 2010) que ejerce efectos que culminan en apoptosis  o 
necrosis mediante diferentes mecanismos. 
 
Daño en el ADN 
 
 El daño que produce el cisplatino en el ADN de las células tumorales es similar 
al que causa en las células renales. Una vez que entra en la célula, sus complejas 
interacciones con el entorno celular lo convierten en un compuesto con alta afinidad 
por el ADN (Wang y Lippard, 2005), formando enlaces cruzados con las bases de 
purina. Esta acción bloquea la síntesis y replicación del material genético y ocasiona 
la parada del ciclo celular, desencadenando un proceso de apoptosis. Además de 
afectar al ADN nuclear, este compuesto ejerce su efecto citotóxico en el ADN 
mitocondrial (Jamieson y Lippard, 1999). 
 
Disfunción mitocondrial 
 
 Una de las dianas citosólicas más importantes de la citotoxicidad del 
cisplatino son las mitocondrias. Este compuesto cargado positivamente se acumula 
preferentemente dentro de las mitocondrias cargadas negativamente que, además, 
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tienen mecanismos menos eficientes de reparación del ADN y por tanto, son más 
susceptibles al daño (Olivero et al., 1997). 
 
 La disfunción mitocondrial produce numerosos efectos generalizados. Tiene 
lugar la caída de la síntesis de ATP (Adenosín-5-trifosfato de sus siglas en inglés 
Adenosin-5-TriPhosphate) que obliga a la célula estresada a funcionar en modo de 
inanición, y una activación de la apoptosis mediada por caspasa. Esta combinación 
de eventos ocasiona una peroxidación lipídica de las membranas celulares, una 
lesión hipóxica sobre la vasculatura local y la interrupción del proceso de síntesis de 
ATP que conduce a la producción de radicales libres o especies reactivas de oxígeno 
(ROS de sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species) (Isnard-Bagnis et al., 2005). Se 
ha demostrado la relación entre la sensibilidad celular, la muerte celular inducida por 
cisplatino y la densidad mitocondrial de la célula (Qian et al., 2005). Este hallazgo 
resulta interesante ya que las células del túbulo proximal tienen mayor densidad de 
mitocondrias en comparación con el resto de los túbulos, y es precisamente en esta 
zona de la nefrona donde se observa comúnmente un mayor daño inducido por este 
compuesto (Manohar y Leung, 2017). 
 
Estrés oxidativo 
 
 En condiciones fisiológicas, existe un equilibrio entre la producción de ROS y 
el sistema de defensa antioxidante de las células (Wang et al., 2016). Pero cuando el 
cisplatino entra en la célula, se convierte en una forma altamente reactiva que genera 
ROS, agota los sistemas antioxidantes y estimula la acumulación de la peroxidación 
lipídica renal. 
 
 La afectación de la cadena respiratoria mitocondrial y el sistema del 
citocromo P450 conduce a la producción de ROS (Baliga et al., 1998; Sancho-
Martínez et al., 2012). La sobreproducción de este tipo de moléculas reactivas va 
acompañada de un deterioro del sistema de defensa antioxidante como la 
superóxido dismutasa, la catalasa, el glutatión o la glutatión peroxidasa 
(Hannemann, Duwe y Baumann, 1991; Yasuyuki, Takahiro y Yoshio, 1992; Antunes, 
Darin y Bianchi, 2000; Kadikoylu et al., 2004). Existen evidencias de que el estrés 
nitrosativo también está involucrado en este mecanismo. Los efectos celulares de las 
ROS son amplificados por la producción masiva de óxido nítrico y en consecuencia, 



 

15 
 

 INTRODUCCIÓN 

se produce disfunción celular y la generación de las señales intracelulares que 
activan las vías apoptóticas causando la lesión y muerte de las células renales 
(Sánchez-González et al., 2011). 

 
Figura 3. Mecanismos patológicos implicados en el DRA inducido por el cisplatino. DRA: daño 
renal agudo; ROS: especies reactivas de oxígeno de sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species. 
Imagen adaptada de (McSweeney et al., 2021). 
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Muerte celular 
 
 Las células renales pueden sufrir dos tipos de muerte celular: necrosis o 
apoptosis. Inicialmente se creyó que la necrosis era el único mecanismo responsable 
del daño renal causado por el cisplatino. Sin embargo, se demostró que la apoptosis 
también desempeñaba un papel importante en este proceso (Lieberthal, Triaca y 
Levine, 1996). Esta nefropatía se ha relacionado con dos vías principales de 
apoptosis. La vía intrínseca, que involucra a algunos orgánulos celulares como las 
mitocondrias, el RE o los lisosomas (Mandic et al., 2003; Cullen et al., 2007; Ivanova 
et al., 2008). Y la vía extrínseca, que implica la activación de receptores de muerte en 
respuesta a la unión del ligando. Ambas vías conducen a la activación de caspasas 
(Pabla y Dong, 2008). 
 
Inflamación 
  
 La inflamación es uno de los mecanismos fisiopatológicos con mayor 
relevancia en el daño renal producido por el cisplatino (Furuichi, Kaneko y Wada, 
2009; Yuping Zhang et al., 2020).  
 
 El cisplatino activa la fosforilación y en consecuencia, la translocación del 
factor de transcripción nuclear-kappa B al núcleo (Sung et al., 2008). Este hecho 
promueve la transcripción de genes específicos que codifican mediadores 
inflamatorios, promotores de las respuestas inmune, proliferativa, antiapoptótica e 
inflamatoria (Aggarwal et al., 2004). Este acontecimiento conduce a un aumento de la 
expresión del factor de necrosis tumoral α (TNF-α de sus siglas en inglés Tumoral 
Necrosis Factor α), entre otros, en las células tubulares renales. El TNF-α es una 
importante citoquina que está involucrada en la inflamación sistémica y en la 
respuesta de fase aguda inducida por el cisplatino (Ramesh y Reeves, 2002). Además 
de provocar la muerte de las células tubulares y daño tisular, se sabe que coordina la 
activación de una gran red de citoquinas proinflamatorias como interleuquina-1β, 4, 
6 (IL-1β, IL-4, IL-6), del factor de crecimiento transformante β1 (TGF-β1 de sus siglas 
en inglés Transforming Growth Factor- β1) y de la proteína quimiotáctica de monocitos 
1 (MCP-1 de sus siglas en inglés Monocyte Chemoattractant Protein-1). Además, 
induce la expresión de moléculas de adhesión que incluyen la molécula de adhesión 
intercelular-1 (ICAM-1 de sus siglas en inglés InterCellular Adhesion Molecule-1), la 
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molécula de adhesión de células vasculares-1 (VCAM-1 de sus siglas en inglés 
Vascular Cell Adhesion Molecule-1) y la E-selectina, promoviendo así la afluencia de 
células inflamatorias en el tejido dañado (Ramesh y Reeves, 2002; Zhang et al., 2007; 
Mukhopadhyay et al., 2010). 
 
 La respuesta del sistema 
inmunológico durante la nefrotoxicidad del 
cisplatino está mediada por receptores tipo 
Toll (TLR de sus siglas en inglés Tall Like 
Receptors). Uno de los ligandos activadores 
de estos receptores son los patrones 
moleculares asociados al daño (DAMP de sus 
siglas en inglés Damage-Associated 
Molecular Pattern Molecules) (Patel, 2018). Se 
trata de alarminas inmunogénicas nucleares 
o citoplasmáticas endógenas que son 
liberadas por células dañadas, estresadas y 
necróticas para restaurar el equilibrio homeostático (Midwood y Piccinini, 2010; Patel, 
2018). La activación de los TLR promueve la producción de moduladores 
inflamatorios, incluidas citoquinas, quimiocinas, interferones y moléculas de 
adhesión que promueven la respuesta inflamatoria (Ramesh y Reeves, 2002; Kono y 
Rock, 2008; Gluba et al., 2010). 
 
2.2.2 Lesión vascular 
 
 La lesión vascular que se produce en la nefropatía inducida por el cisplatino 
es a causa de un daño a nivel vascular junto con una vasoconstricción que derivan 
de una disfunción endotelial y una regulación vascular alterada. El cisplatino puede 
tener efectos tóxicos directos sobre el endotelio vascular y provocar un daño 
microvascular que cause la disminución del flujo renal sanguíneo y en consecuencia 
una reducción de la TFG y daño hipóxico tubular (Winston y Safirstein, 1985). 
 
 La disfunción endotelial desempeña un importante papel en las fases de 
extensión y mantenimiento del DRA (Molitoris y Sutton, 2004). La lesión vascular 
induce una secuencia de eventos en el endotelio que conlleva a una vasodilatación 

 Los Receptores tipo Toll son 
glicoproteínas transmembrana de tipo I 
que actúan como sensores de 
reconocimiento, identificando patrones 
moleculares presentes en la superficie 
de patógenos o que son liberados por 
tejido necrótico (Aderem y Ulevitch, 
2000; Akira, Uematsu y Takeuchi, 2006). 
Se expresan en tejidos inmunes y no 
inmunes, incluido el tejido renal 
(Zarember y Godowski, 2002). 
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reducida, un estado proinflamatorio y unas propiedades protrombóticas que 
implican alteraciones en la microvasculatura renal con vasoconstricción asociada 
que contribuye a la disminución del flujo sanguíneo renal.  También fruto de esta 
lesión, se produce una sobreexpresión de moléculas de adhesión y la posterior unión 
de leucocitos al endotelio que conducen a una congestión vascular e infiltración de 
leucocitos en el espacio intersticial (Luke, Vadiei y Lopez-Berestein, 1992). A su vez, la 
congestión vascular promueve la lesión y la hinchazón de las células endoteliales. 
Esta obstrucción impide el paso del flujo sanguíneo, lo que contribuye a la producción 
de vasoconstrictores locales y reducción del suministro de metabolitos y oxígeno a 
las células tubulares. Además, el cisplatino también altera la respuesta del endotelio 
vascular renal a las sustancias vasoactivas (Dos Santos et al., 2012).  
 
2.2.3 Lesión glomerular 
 
 Este tipo de lesión es menos común que la vascular y la tubulointersticial ya 
que ocurre tras una alta exposición al fármaco. El cisplatino puede dañar las células 
glomerulares directamente y alterar la histología glomerular y la permeabilidad 
causando proteinuria. Las alteraciones estructurales se pueden encontrar en todos 
los componentes glomerulares: capilares glomerulares, incluyendo sus células 
endoteliales; membrana basal, podocitos epiteliales, células mesangiales y células 
parietales de la cápsula de Bowman (Kohn et al., 2002). La lesión glomerular inducida 
por el cisplatino se caracteriza por una marcada caída de la TFG que se asocia con 
la disminución del coeficiente de ultrafiltración y el aumento de la resistencia 
vascular renal (Dos Santos et al., 1991) sugiriendo una vasoconstricción 
preglomerular (Winston y Safirstein, 1985; Safirstein et al., 1986).  
 
2.2.4 Lesión intersticial 
 
 El tratamiento a largo plazo con cisplatino puede provocar una lesión 
tubulointersticial y en algunos casos glomeruloesclerosis, que puede conducir al 
desarrollo de la ERC (Martínez et al., 2009). Los cambios que se observan tras un DRA 
grave incluyen atrofia tubular por destrucción del epitelio tubular, glomérulos y vasos, 
y edema túbulo intersticial por la infiltración de células inflamatorias. El mecanismo 
fisiopatológico que contribuye al desarrollo de la fibrosis intersticial renal no está 
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directamente relacionado con los efectos primarios del cisplatino (Yamate et al., 
2002). 
 

3. DRA INDUCIDO POR LA ISQUEMIA 
 
 La isquemia-reperfusión (I/R)  es una causa común de DRA (Lio et al., 1996; 
Mehta et al., 2004; Thadhani, Pascual y Bonventre, 2009). Se produce por un 
desajuste entre el suministro y la demanda de nutrientes y oxígeno tisular debido a 
causas prerrenales o vasoconstricción y a la acumulación de sustancias que 
obstruyen la microvasculatura intrarrenal (Le Dorze et al., 2009). Como resultado de 
este desequilibrio, las células epiteliales tubulares sufren una lesión y, si es grave, se 
puede producir NTA. Existen muchos estados fisiopatológicos y medicamentos que 
pueden contribuir a la isquemia generalizada o localizada, como por ejemplo la 
sepsis, la hipertensión, el síndrome hepatorrenal, la depleción del volumen 
intravascular causado por hemorragias, cirrosis, peritonitis; fármacos como la 
ciclosporina, AINEs (antiinflamatorios no esteroideos) entre muchos otros (Bonventre 
y Yang, 2011). 
 
 La isquemia produce un daño inflamatorio grave, una disminución del 
transporte activo dependiente de ATP con pérdida de los gradientes iónicos que 
determinan la polaridad del epitelio tubular, la activación descontrolada de sistemas 
enzimáticos nocivos como las fosfolipasas y las proteasas, estrés oxidativo por la 
sobreproducción de ROS y alteraciones en el citoesqueleto. Todos estos fenómenos 
son responsables de una cascada de eventos bioquímicos que conducen a la 
disfunción e incluso muerte celular (Belzer, 1988). La fisiopatología celular del daño 
renal asociado a la isquemia es un proceso dinámico donde hay componentes 
principales que implican alteraciones hemodinámicas, inflamación y lesión de las 
células endoteliales y epiteliales. 
 
3.1 Alteraciones hemodinámicas 
 
 La vasoconstricción preglomerular persistente puede resultar en una TFG 
deteriorada. Una de las causas de esta vasoconstricción podría ser la 
retroalimentación túbulo-glomerular como resultado de la detección, por parte de la 
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mácula densa, de la liberación anormal de solutos a la nefrona distal. El aumento de 
solutos se debe a la pérdida de la polaridad de las células del túbulo proximal que 
conduce a una reabsorción deficiente de sodio por parte de las zonas lesionadas 
(Blantz et al., 2007). Esta retroalimentación contribuye a la reducción del filtrado 
glomerular y, por tanto, de la TFG, pero no afecta lo suficiente como para explicar el 
daño en las células tubulares.  
 
3.2 Lesión endotelial y vascular 
 
 Las células endoteliales y del músculo liso de la microcirculación renal juegan 
un papel crítico en la fisiopatología del DRA. En muchas ocasiones, la disminución del 
flujo sanguíneo renal total no explica por completo la reducción de la TFG durante un 
episodio de DRA, cobrando mayor relevancia las alteraciones de zonas concretas del 
riñón (Bonventre y Weinberg, 2003; Le Dorze et al., 2009; Schrier y Wang, 2009). 
Según se ha observado en modelos animales de DRA isquémico, el flujo sanguíneo 
que llega a la médula externa se reduce de manera desproporcionada con respecto 
a la reducción de la perfusión renal total (Karlberg et al., 1983; Mason, Torhorst y 
Welsch, 1984) y probablemente, ocurra lo mismo en humanos después de una lesión 
renal isquémica (Bonventre y Yang, 2011). 
 
 Las células endoteliales son determinantes en el mantenimiento del tono 
vascular, en la función de los leucocitos y en la capacidad de respuesta del músculo 
liso (Sprague y Khalil, 2009). Cuando el endotelio se lesiona por un daño isquémico, 
las arteriolas del riñón se contraen en respuesta al aumento de los niveles tisulares 
de diversos factores (Brooks, 1996; Conger, 1997; Kurata et al., 2005; da Silveira et al., 
2010). Y además, se produce una disminución de la vasodilatación en respuesta a la 
acetilcolina, bradicinina y óxido nítrico (Conger, 1983; Kwon, Hong y Ramesh, 
2009). La vasoconstricción se amplifica debido, en parte, a la disminución en la 
síntesis de óxido nítrico y otras sustancias vasodilatadoras (Kwon, Hong y Ramesh, 
2009) por parte de la célula endotelial dañada. Estos efectos sobre las arteriolas 
aumentan gracias a citoquinas vasoactivas, como TNF-α, varias interleuquinas y la 
endotelina, generadas como resultado del aumento de leucocitos adheridos al 
endotelio y la consiguiente activación leucocitaria que son características de la 
lesión isquémica (Bonventre y Zuk, 2004). El conjunto de estos fenómenos de 
vasoconstricción de los pequeños vasos y la activación del sistema de coagulación 
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por parte del sistema inflamatorio compromete la microcirculación renal 
produciéndose una isquemia de la zona, especialmente en la médula externa. 
 
 A estos fenómenos se le añade que el número de vasos sanguíneos de la 
médula externa disminuye después de la isquemia, potenciado por la regulación a la 
baja de factores angiogénicos como el VEGF (de sus siglas en inglés Vascular 
Endothelial Growth Factor) y la regulación a la alza de los inhibidores del mismo 
proceso como las metaloproteasas ADAMTS-1 (de sus siglas en inglés A Disintegrin 
And Metalloproteinase) (Basile, 2007; Basile et al., 2008) asociados con una hipoxia 
crónica (Basile, 2007). Este hecho conduce a un aumento de la lesión tubular y a la 
fibrosis tubulointersticial. Los vasos restantes pueden tener el flujo sanguíneo 
comprometido por la inflamación de las células endoteliales.  
 
Inflamación 
 
 Tanto la respuesta inmunológica innata como la adaptativa contribuyen de 
manera importante a la patología de la lesión isquémica. El componente innato es 
responsable de la respuesta temprana a la lesión de una manera no 
específica. Mientras que el componente adaptativo, activado por antígenos 
específicos, se inicia horas después de la lesión y dura varios días.  
 
 El epitelio tubular participa activamente en la respuesta inflamatoria 
renal. Además de generar citoquinas proinflamatorias (Bonventre y Zuk, 2004), 
también expresa receptores tipo Toll, mencionados en el DRA inducido por el 
cisplatino, receptores del complemento y moléculas coestimuladoras que regulan la 
actividad de los linfocitos T. Los TLR se sobreexpresan en las células epiteliales de 
los túbulos renales durante el DRA (Jang et al., 2009) y su activación inicia una 
respuesta proinflamatoria marcada por la liberación de citoquinas que atraen a las 
células inflamatorias. 
 
 Los neutrófilos, los monocitos y macrófagos, las células dendríticas y las 
células T intervienen de manera importante en la lesión y reparación renal isquémica 
(Day et al., 2005; John y Nelson, 2007; Linfert, Chowdhry y Rabb, 2009; Lee et al., 
2011). Los neutrófilos se adhieren al endotelio activado (Solez, Morel-Maroger y Sraer, 
1979; Kelly et al., 1996; Awad et al., 2009), concretamente a la red capilar peritubular 
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de la médula externa, minutos después de la reperfusión, y producen proteasas, 
mieloperoxidasa, ROS y citoquinas  que aumentan la permeabilidad vascular y 
reducen la integridad de las células epiteliales y endoteliales tubulares (Jang y Rabb, 
2009), lo que agrava la lesión renal (Awad et al., 2009). El sistema del complemento 
también contribuye a la inflamación después del daño isquémico en el riñón 
(Thurman et al., 2005) regulando al alza la expresión de  moléculas de adhesión en 
las células endoteliales (Homeister y Lucchesi, 2003).  
 
3.3 Lesión tubular 
 
 En periodos cortos de isquemia las células del epitelio tubular pierden su 
polaridad (Lieberthal y Nigam, 1998), pero tras un periodo más sostenido sufren NTA. 
La zona del riñón más afectada por este fenómeno es la médula externa, donde se 
encuentra el segmento S3 del túbulo proximal, ya que es una zona que está muy 
oxigenada en condiciones fisiológicas. 
 
 La lesión poco severa del epitelio tubular produce cambios en la reabsorción 
de sodio y en la permeabilidad celular. La lesión subletal inducida por el agotamiento 
de ATP está marcada por alteraciones en el citoesqueleto que conllevan a la 
interrupción de las uniones célula-célula y a cambios en la expresión y distribución 
de moléculas de adhesión celular (Brown, Lee y Bonventre, 1997; Molitoris y Marrs, 
1999). La pérdida de las uniones entre células son las responsables tanto de la 
alteración de la polaridad como del aumento de la permeabilidad que resulta en una 
posterior fuga del filtrado glomerular. El cambio en la polaridad celular causa una 
orientación incorrecta de las proteínas de membrana y con ello, una alteración en el 
transporte de moléculas (Alejandro et al., 1995). Además, la interferencia entre la 
adhesión célula- célula y matriz- célula posibilita que las células epiteliales viables se 
arrojen al lumen tubular (Molitoris y Marrs, 1999) y se produzca la agregación celular 
que contribuye a la obstrucción y por extensión a la disminución de la TFG. 
 
 El agotamiento prolongado de ATP provoca muerte celular, especialmente  
cuando hay otras influencias tóxicas como ROS, presentes en la zona de la lesión 
(Lieberthal, Triaca y Levine, 1996). La falta de ATP afecta a muchos procesos celulares, 
incluida la síntesis de proteínas, la lipogénesis y el transporte de membranas 
(Bonventre et al., 1993). El aumento de la concentración de calcio libre debido a la 
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afectación mitocondrial promueve la activación de proteasas y fosfolipasas que 
contribuyen a la alteración del citoesqueleto y perjudica al metabolismo energético 
mitocondrial (Thadhani, Pascual y Bonventre, 2009). 
 

4. DIAGNÓSTICO DEL DRA 
  
 A lo largo de los años se han aplicado diferentes definiciones de DRA (Ricci 
et al., 2006). La falta de consenso ha sido un impedimento para establecer un sistema 
de diagnóstico y de clasificación estandarizado, pero en 2004 se instauraron varios 
criterios que han ido evolucionando hasta la actualidad y que han ayudado a lograr 
un manejo más eficiente de la enfermedad. Según estas guías, el diagnóstico en 
pacientes se basa en la concentración de creatinina plasmática (CrP) y la diuresis. 
 
4.1 Criterios diagnósticos del DRA 
 
 La primera definición de DRA la estableció el Grupo de Iniciativa para la 
Calidad de la Diálisis Aguda (ADQI de sus siglas en inglés Acute Dyalisis Quality 
Initiative) en 2004. En consenso, ADQI fundó los criterios de Riesgo, Lesión, Fallo, 
Pérdida y Enfermedad renal en etapa terminal (RIFLE de sus siglas en inglés Risk, 
Injury, Failure, Loss and End-stage renal disease), que se identificaron como 
categorías dentro de un DRA. El diagnóstico y la gravedad de la estadificación se 
basaron en el nivel de CrP y en una disminución en la producción de orina por 
kilogramo de peso corporal durante un período de tiempo específico (7 días) (Bellomo 
et al., 2004). Esta clasificación fue concebida para describir la gravedad y pronosticar 
el DRA, no tenía como objetivo predecir la mortalidad o los eventos adversos (Ricci y 
Romagnoli, 2018). 
 
 En 2007, los criterios de clasificación RIFLE evolucionaron a los conocidos 
como criterios de la Red de lesiones renales agudas (AKIN de sus siglas en inglés 
Acute Kidney Injury Network). En esta guía se eliminó la etapa de “Pérdida” y 
“Enfermedad renal en etapa terminal” y se dió paso a una clasificación que constaba 
de 3 etapas de gravedad creciente (1, 2 y 3). El marco temporal también se modificó, 
en este caso el diagnóstico tenía que realizarse en 48h para cumplir con los criterios 
establecidos (Mehta et al., 2007). 
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Sistema de clasificación Criterio de CrP/ClCr Diuresis 
RIFLE 

Riesgo 
Incremento de 1,5 veces los niveles de 
CrP o disminución de > 25 % del ClCr 
respecto a niveles basales 

< 0,5 mL/kg/hora 
durante 6 horas 

Lesión 
Incremento de 2 veces los niveles de 
CrP o disminución de > 50 % del ClCr 
respecto a niveles basales 

< 0,5 mL/kg/hora 
durante 12 horas 

Fallo 

Incremento de 3 veces los niveles de 
CrP, disminución de > 75 % del ClCr 
respecto a niveles basales o CrP ≥ 4 
mg/dL 

≤ 0,3 mL/kg/hora 
durante 24 horas o 
anuria durante 12 

horas 
AKIN 

Estadio 1 
Incremento de CrP ≥ 0,3 mg/dL o 1,5-
2 veces con respecto al valor basal  

< 0,5 mL/kg/hora 
durante 6 hora 

Estadio 2 
Incremento > de 2-3 veces la CrP 
respecto a los niveles basales 

< 0,5 mL/kg/hora 
durante 12 horas 

Estadio 3 

Incremento de CrP > de 3 veces con 
respecto a niveles basales o CrP ≥ 4 
mg/dL con un aumento agudo de al 
menos 0,5 mg/dL o necesidad de TRR 

< 0,3 mL/kg/hora 
durante 24 horas o 
anuria durante ≥ 12 

horas 
KDIGO 

Estadio 1 
Incremento de CrP ≥ 0,3 mg/dL en 48 
horas o incremento ≥ 1,5 a 1,9 veces 
respecto al valor basal en 7 días 

< 1 mL/kg/hora 
durante 24 horas 

Estadio 2 
Incremento de la CrP > 2,0- 2,9 veces 
con respecto al nivel basal 

< 0.5 mL/kg/hora 
durante ≥ 24 horas 

Estadio 3 
Incremento de la CrP > 3,0 veces con 
respecto al valor basal, CrP ≥ 2,5 
mg/dL o inicio de la TRR 

<0.3 mL/kg/hora 
durante 24 horas 

 

Tabla 1. Criterios RIFLE, AKIN y KDIGO para el diagnóstico del DRA. ClCr: Aclaramiento de 
creatinina; CrP: creatinina plasmática; TFG: tasa de filtración glomerular; TRR: terapia de 
reemplazo renal. Adaptado de (Ricci y Romagnoli, 2018). 
 
 La última actualización de los criterios fue en 2012, donde el objetivo principal 
era fusionar las dos guías anteriores en un intento de mejorar el manejo de la 
enfermedad renal en un consenso de los resultados globales (KDIGO de sus siglas en 
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inglés Kidney Disease: Improving Global Outcomes) (Khwaja, 2012). Esta guía define 
el DRA como cualquiera de las situaciones recogidas en la Tabla 1. Aunque la 
definición actual ha resultado en una evidente mejora en la identificación de manera 
fácil, rápida y rentable de los pacientes, su diagnóstico se sigue basando en el 
aumento o descenso de la CrP y en la diuresis, dos marcadores que tienen 
limitaciones importantes y no son específicamente renales.  
 
4.2 Limitaciones en el diagnóstico del DRA 
 
La creatinina plasmática  
 
 La creatinina es un producto del catabolismo del músculo (Delanaye, Cavalier 
y Pottel, 2017) que se excreta inalterado en la orina. Se trata del biomarcador de 
referencia internacional en el diagnóstico y clasificación del DRA, medido con mayor 
frecuencia en la práctica clínica debido a su buena relación coste-beneficio. Pero 
debido a sus limitaciones, sus valores deben analizarse en relación con otros 
parámetros como la TFG (Ricci y Romagnoli, 2018):  
 

I. Los niveles de CrP permanecen dentro de los valores normales hasta que se 
pierde aproximadamente el 60 % de la función renal o cuando la TFG es menor 
a 60 mL/min/1,73 m2 (Ronco y Rosner, 2012). Por lo tanto, no es un marcador 
temprano ni tampoco preciso de la función renal cuando la TFG es > 60 
mL/min/ 1,73 m2. 

 
II. La CrP no solo se filtra, en torno al 15 % es secretada a la orina activamente 

por los túbulos. Este hecho conduce a una sobreestimación del aclaramiento 
de creatinina (CrCl) y, por tanto, de la TFG (Traynor et al., 2006).  

 
III. Algunos fármacos inhiben la secreción tubular de creatinina, produciéndose 

así un aumento en los valores de CrP mientras que la TFG permanece 
inalterada (Van Acker et al., 1993; Delanaye et al., 2011; Delanaye, Cavalier y 
Pottel, 2017).  

 
IV. La creatinina es muy variable en condiciones fisiológicas. Su concentración 

puede verse influida por numerosos factores como el sexo del paciente, la 
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edad, el peso corporal, la raza, la fisiología, el metabolismo y el estado hídrico 
y nutricional (Rossaint y Zarbock, 2016). Esta variabilidad puede observarse 
por ejemplo en pacientes críticamente enfermos o ancianos con cáncer, 
donde sus concentraciones de CrP están relacionadas con la disminución de 
la masa muscular; o en pacientes que sufren una sepsis, donde se ha 
observado una disminución de la producción de creatinina (Doi et al., 2009). 
Esta relación con la masa muscular, por ejemplo, explica por qué 
concentraciones similares de este metabolito pueden corresponder a 
diferentes valores de TFG en sujetos con diferentes características físicas, 
siendo un obstáculo para entender qué está ocurriendo realmente con la 
función renal en estos pacientes. 

 
V. Los valores de este metabolito 

pueden verse influidos por la dieta. 
Los alimentos ricos en proteínas 
aumentan la concentración de CrP y 
la TFG en los pacientes con reserva 
funcional renal preservada (Preiss 
et al., 2016). 

 
VI. La CrP puede estar diluida debido a la sobrecarga de fluidos corporales, 

dando como resultado un retraso o incluso la pérdida del diagnóstico del 
síndrome (Liu et al., 2011). 

 
VII. El diagnóstico del DRA se basa en cambios de la concentración de la CrP 

referidos a una concentración basal. Pero en ocasiones este valor de 
referencia no está disponible, lo que supone un impedimento para realizar el 
diagnóstico (Khwaja, 2012). 

 
 Un diagnóstico rápido y fiable del DRA podría conseguirse con la medida de 
la TFG. A día de hoy no es posible realizar esta medida de forma directa, pero se 
puede determinar indirectamente mediante el aclaramiento de sustancias que se 
filtren libremente por el glomérulo o mediante la cuantificación de su aumento en 
plasma (Levey y James, 2017). A medida que la función renal disminuye, la 
concentración de cualquier soluto producido por el cuerpo y eliminado por filtración 

 Reserva funcional renal (RFR) es la 
diferencia entre la tasa de filtración 
glomerular en estado de reposo y en su 
capacidad máxima (Palsson y Waikar, 
2018).  
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glomerular, que no se reabsorba ni se secrete, aumenta en plasma. Por lo tanto, la 
evaluación de la concentración plasmática de dicho soluto para la estimación de la 
TFG es una alternativa útil. La determinación de la CrP es el método más utilizado en 
la práctica clínica (Endre, Pickering y Walker, 2011), por ello se utiliza para estimar la 
TFG aplicando ecuaciones matemáticas (Carlier et al., 2015) aun teniendo en cuenta 
sus limitaciones. 
 

• La ecuación de Cockcroft y Gault estima la TFG en base a la CrP, sexo, edad y 
peso corporal (Cockcroft y Gault, 1976).  

 
• La ecuación de Levey o fórmula MDRD (de sus siglas en inglés Modification of 

Diet in Renal Disease) estima la TFG también en base a la CrP, sexo, peso 
corporal e incorpora la raza (Levey et al., 1999).  

 
 Actualmente, aunque la CrP y la TFG permitan una interpretación del estado 
de la función renal a partir de la filtración, la información que aportan es a expensas 
de un daño estructural renal demasiado grande. Por ello, la TFG estimada es un 
marcador insensible de la función renal en muchos escenarios clínicos. Además, 
estas ecuaciones pueden aplicarse únicamente en pacientes con una función renal 
alterada de manera estable o crónica, ya que en un estado no estacionario como el 
que se produce en el DRA, la TFG no es una medida fiable por la amplia y rápida 
variabilidad de los parámetros, especialmente en pacientes críticos (Sheldon, 2013).  
 
La diuresis 
 
 La comprobación de la diuresis es una prueba fácil y económica para evaluar 
la función renal y por ello, una de las más utilizadas en escenarios clínicos concretos. 
En quirófanos o UCIs, se ha demostrado que es una medida muy útil para evaluar el 
riesgo de un DRA e incluso mejora la información que ofrece la CrP en algunos casos 
(Leedahl et al., 2014). Pero desafortunadamente, en muchas condiciones clínicas, los 
criterios de diuresis pueden carecer de especificidad y ser demasiado abiertos 
como, por ejemplo:   
 

I. En ocasiones, los pacientes pueden ser anúricos, o en el caso de los 
críticamente enfermos y perioperatorios pueden tener periodos 
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transitorios de oliguria en ausencia de una TFG disminuida, por lo que 
puede resultar difícil distinguir tales episodios de un DRA (Ricci y 
Romagnoli, 2018). 
 

II. Los diuréticos se encuentran entre los fármacos que se administran 
con mayor frecuencia en pacientes críticos para el manejo del 
equilibrio hídrico. Este hecho podría revertir un diagnóstico de DRA 
basado únicamente en criterios de diuresis (Ricci y Romagnoli, 2018). 

 

5.  PERSPECTIVAS EN EL DIAGNÓSTICO DEL DRA 
 
 A pesar de sus limitaciones, la CrP es la medida de referencia internacional 
utilizada para la detección del DRA. La información que ofrece este parámetro es 
sobre el estado de la filtración renal, no sobre la lesión (Waikar, Betensky y Bonventre, 
2009). Por tanto, además de ser un marcador poco sensible y tardío, su concentración 
no es capaz de diferenciar qué estructuras renales están dañadas ni en qué grado 
(Wagener et al., 2011). Este hecho ha desencadenado la búsqueda de nuevos 
biomarcadores capaces de aportar información sobre los procesos que acontecen 
en el riñón durante un DRA. 
 
5.1 Biomarcadores urinarios de DRA 
 
 Se define como biomarcador el cambio de un parámetro estructural, 
bioquímico, fisiológico o genético que indica la presencia, gravedad o progreso de 
una enfermedad. En el contexto del DRA, el biomarcador ideal debería presentar las 
siguientes características (Beker et al., 2018): 
 

• Que la fuente del biomarcador sea de fácil acceso (no invasiva o 
mínimamente invasiva) y que se disponga de una técnica de medición rápida 
y económica.  
 

• Que sea sensible para poder establecer un diagnóstico temprano y específico 
y que, además, sus niveles se mantengan en el tiempo para permitir el 
diagnóstico. 
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• Que tenga valores de corte específicos, con un aumento proporcional al grado 
de daño que posibilite la estratificación del riesgo. 
 

• Que esté asociado con un mecanismo biológico conocido. 
 

• Que tenga la capacidad de predecir la evolución clínica (necesidad de 
diálisis, muerte, etc.) y la respuesta a la terapia. 
 

  Las dos fuentes principales de biomarcadores son la sangre y la orina. En el 
ámbito de las nefropatías, los marcadores urinarios tienen mayor interés ya que la 
orina está en contacto estrecho con la ubicación de la lesión (Srisawat y Kellum, 2020). 
Además, la obtención de muestras no es invasiva para el paciente y es fácil de 
obtener. Durante la última década, los esfuerzos se han centrado en encontrar 
biomarcadores urinarios capaces de detectar un daño en el epitelio tubular ya que 
la lesión en las células renales puede no manifestarse en un cambio funcional 
posterior. Algunos estudios han establecido 3 categorías:  
 

I. El primer grupo incluye biomarcadores que tienen bajo peso molecular 
y se filtran libremente en el glomérulo. En circunstancias normales, son 
reabsorbidos por endocitosis en los túbulos proximales, de modo que 
solo después de una lesión tubular se pueden detectar en la orina. A 
este grupo pertenecen la β2-microglobulina (Argyropoulos et al., 2017), 
la α1-microglobulina (Zager, Johnson y Frostad, 2016) o cistatina C 
(Lagos-Arevalo et al., 2015). 
 

II. La segunda categoría engloba biomarcadores que producen las 
células renales en respuesta a la lesión. Estas moléculas incluyen la 
lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrófilos (NGAL de sus siglas 
en inglés Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin) y la molécula de 
daño renal 1 (KIM-1 de sus siglas en inglés Molecular Injury Kidney- 1), 
que se expresan principalmente en células epiteliales tubulares 
distales y proximales, respectivamente (Ware, Johnson y Zager, 2011). 
 

III. El tercer conjunto de biomarcadores se expresan constitutivamente en 
las células epiteliales tubulares y se eliminan en la orina en respuesta 
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a un DRA. Destacan la enzima N-acetil-β-D-glucosaminidasa (NAG) 
(Cheng et al., 2014), la proteína lactato deshidrogenasa citosólica 
(Zager, Johnson y Becker, 2013) y la proteína del borde en cepillo, 
gp130 (Zager y Carpenter, 1978). Los biomarcadores recientemente 
descubiertos TIMP-2 (inhibidor tisular de metaloproteinasa-2 de sus 
siglas en inglés Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-2) e IGFBP7 
(proteína de unión al factor de crecimiento de la insulina -7 de sus 
siglas en inglés Insulin-Like Growth Factor Binding Protein-7) parece 
que también se producen de forma constitutiva pero se liberan 
rápidamente en respuesta al daño (Emlet et al., 2017). A este grupo 
también pertenece la interleuquina-18, liberada por células 
inflamatorias que se infiltran en los riñones durante un DRA.  

 
 Aunque aún no se contemplan en las guías de diagnóstico internacionales, la 
implementación de biomarcadores en la práctica clínica es inminente. La proteína de 
unión a ácidos grasos de tipo hepático (L-FABP de sus siglas en inglés Liver-
Type Fatty Acid Binding Protein) está aprobada para su uso en Japón. Las políticas 
locales dictan el uso de NGAL en Europa y la combinación de TIMP- 2 e IGFBP-7 está 
aprobada por la FDA (del inglés Food and Drug Administration) en Estados 
Unidos (Pickering y Endre, 2016). Además, marcadores como NGAL y KIM-1 ya cuentan 
con sistemas de detección autorizados para el diagnóstico clínico. En el caso de la 
NGAL, concretamente, el sistema ARCHITECT de Abbot Diagnostics (Grenier et al., 
2010) y el TestTM de Bio-Porto (Hansen, Damgaard y Poulsen, 2014). Por su parte, KIM-
1 cuenta con un sistema de tiras reactivas para el diagnóstico in situ  (Sabbisetti et al., 
2013). Un tercer sistema diagnóstico más reciente es el Nephrocheck, basado en la 
medida de IGFBP7 y TIMP-2 (Nalesso et al., 2020). 
 
NGAL 
 
 La NGAL es una proteína de 25 kDa que se identificó originalmente en 
neutrófilos humanos (Kokkoris et al., 2013). Se expresa en muchos tipos celulares y 
tejidos, incluido el renal, donde es producido por las células del túbulo distal pero 
también aparece en las células del túbulo proximal (Mishra et al., 2004) después de 
su filtración y reabsorción a través del transportador megalina-cubulina (Hvidberg 
et al., 2005; Nejat et al., 2012). En la última década, se ha comprobado que la NGAL 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tissue-inhibitor-of-metalloproteinase-2
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/somatomedin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-z
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-z
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-z
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plasmática y urinaria es un predictor temprano del DRA teniendo incluso valor 
pronóstico para el inicio de la diálisis y la mortalidad (Holzscheiter et al., 2014).  
 
 El uso de esta proteína como biomarcador de DRA se ha probado en 
diferentes contextos clínicos. Se ha observado una clara utilidad en la detección 
precoz del DRA inducido por la nefrotoxicidad subclínica causada por el cisplatino 
(Bunel et al., 2017; Redahan y Murray, 2017) y los medios de contraste, tanto en adultos 
como en niños. Además, es un buen predictor del riesgo en pacientes posquirúrgicos 
(Slocum, Heung y Pennathur, 2012). Sin embargo, en otras escenarios clínicos aún no 
hay un consenso de su utilidad debido a la disparidad de resultados obtenidos, como 
en el caso de los pacientes críticos (Kokkoris et al., 2013; Obermüller et al., 2013) o con 
DRA prerrenal (de Geus, Betjes y Bakker, 2012; Kokkoris et al., 2013). Otro factor que 
parece influir en la utilidad de la NGAL es la edad. En un estudio (Slocum, Heung y 
Pennathur, 2012) la expresión de este biomarcador predecía un riesgo mayor en 
pacientes adultos a desarrollar DRA que en niños, lo que sugiere que está 
relacionada con la edad y las comorbilidades (Slocum, Heung y Pennathur, 2012). Por 
tanto, el rendimiento de este biomarcador en clínica está condicionado por la 
complejidad a la hora de interpretar sus resultados debido a la diversidad de factores 
que pueden influir en él (Obermüller et al., 2013).  
 
KIM-1 
 
 La KIM-1 es una glicoproteína de transmembrana de tipo 1 (Bonventre, 2009), 
cuya expresión génica o proteica es indetectable en el riñón o la orina de individuos 
sanos. Pero tras una lesión isquémica o tóxica se expresa rápidamente a niveles muy 
altos en la membrana apical de las células del túbulo proximal (Obermüller et al., 
2013). En varios modelos animales de DRA se ha demostrado que la KIM-1 es un 
marcador muy sensible y específico de lesión renal tubular proximal (Vaidya, 
Ferguson y Bonventre, 2008). Por otra parte, en humanos, se cree que interviene en 
los procesos de regeneración y eliminación de células muertas a la luz tubular 
después de una lesión epitelial. Esto sugiere que su concentración urinaria podría 
usarse potencialmente para diferenciar entre la fase de extensión y la de 
recuperación de un DRA (Ichimura et al., 2008; de Geus, Betjes y Bakker, 2012; Slocum, 
Heung y Pennathur, 2012). Por ello se ha barajado la hipótesis de que la KIM-1 podría 
participar en la protección renal en la etapa inicial de la lesión, pero luego podría 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-membrane-protein
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ejercer un papel dañino en el epitelio renal debido a la proliferación celular excesiva 
causada por la reparación tisular inducida por esta misma proteína.  
 
 La KIM-1 se detecta en la orina de pacientes con NTA, siendo un biomarcador 
útil de daño tubular y un buen predictor de resultados clínicos adversos (muerte y 
necesidad de diálisis) en pacientes con DRA (Ghatanatti et al., 2013). Sin embargo, los 
niveles urinarios de esta proteína también se han encontrado elevados en otras 
patologías como carcinoma de células renales, lo que puede reducir su especificidad 
para el diagnóstico del DRA (Mijuskovic et al., 2017).  
 
IGFBP7 y TIMP-2  
 
 Ambas proteínas son denominadas 
biomarcadores de detención del ciclo 
celular.  Durante momentos de estrés o lesión 
celular, el TIMP-2 y la IGFBP-7 se expresan en 
las células tubulares renales. En el marco de 
un DRA isquémico o séptico, inducen la 
detención del ciclo celular en la fase G1, 
considerado un mecanismo clave en el DRA 
(Kashani et al., 2013; Aregger et al., 2014). 
Tanto la IGFBP7 como el TIMP-2 urinarios se 
compararon con biomarcadores como la 
NGAL, la KIM-1 y la  IL-18 y fueron los que mejor 
rendimiento presentaron a nivel predictivo de 
la enfermedad (Cuartero et al., 2017; Liu et al., 
2017; Mayer et al., 2017). Estos estudios 
sugieren que la combinación de ambas 
proteínas tiene una alta capacidad 
diagnóstica, que mejora la toma de 
decisiones clínicas en la evaluación y estratificación del riesgo del DRA.  
 
 Además de estos, se han identificado algunos otros biomarcadores que se 
pueden medir en la orina de pacientes con lesión renal (Tabla 2).  
 

 El ciclo celular es la sucesión de 
etapas por las que transcurre una célula 
que está proliferando. Dichas fases se 
denominan G1-S-G2 y M; las letras G 
significan intervalo (de sus siglas en 
inglés Gap), la S síntesis y la M mitosis. 
Existen puntos de control dentro del ciclo 
para garantizar la progresión sin fallos 
de este evento y, en el caso de detectar 
alguna anomalía, hay proteínas 
encargadas de la detención del ciclo 
celular. Se trata de un mecanismo de 
protección que evita que la célula 
continúe con su ciclo celular cuando 
sufre una lesión o se encuentra en un 
ambiente dañino, ya que su 
proliferación implicaría ciertos eventos 
como daños en el ADN (Campbell y 
Reece, 2007).  
 



 

33 
 

 INTRODUCCIÓN 

Molécula Descripción Ubicación del daño 

ALP Enzima fosfatasa  
Borde en cepillo del 

túbulo proximal 

Calprotectina 

Proteína antimicrobiana identificada en el 
citoplasma de los neutrófilos. Cuando es 
secretada por células inmunes activadas, 
actúa como una proteína de patrón molecular 
asociada al peligro 

Túbulo colector 

Fetuina A 
Se expresa en hígado, riñón y tejido adiposo, 
y se secreta a la circulación. Evita la formación 
de calcificaciones en el músculo esquelético 

Proteína contenida 
en exosomas. 

Túbulo proximal 

GGT 
Metabolismo del glutatión. Se encuentra en la 
superficie de varios tipos celulares 

Borde en cepillo del 
túbulo proximal 

GM2AP 
Proteína activadora de gangliósido 2. 
Biomarcador de predisposición de DRA 

Túbulo proximal 

GST 
Enzima sintetizada en el hígado y en el riñón. 
Responsable de detoxificación de un amplio 
rango de xenobióticos 

Túbulo proximal y 
Asa de Henle 

IL-18 
Citoquina proinflamatoria. Regula la 
inmunidad innata y adaptativa. Se libera en la 
orina tras un daño celular tubular proximal 

Túbulo proximal 

L- FABP 1 
Proteína citoplasmática de unión a ácidos 
grasos. Función antioxidante e inhibitoria del 
daño tubulointersticial 

Túbulo proximal 

NAG 
Enzima lisosómica producida en las células 
tubulares proximales y distales; liberada en la 
orina después de un daño celular tubular 

Túbulo proximal 

PAI-1 
Inhibidor del activador de plasminógeno tipo 
I. Inhibe la fibrinólisis 

Endotelio vascular 

TCP-1 
Chaperonina tipo II. Posible inhibición de 
guanilil-ciclasa 

Túbulo proximal 

 

Tabla 2. Biomarcadores de DRA. ALP: fosfatasa alcalina (de sus siglas en inglés Alkaline 
Phosphatase); GGT: Gamma Glutamil Transpeptidasa; GM2AP: Proteína activadora del gangliósido 
M2 (de sus siglas en inglés Ganglioside M2 Activator Protein); GST: Glutation S-Transferasa; IL-18: 
Interleuquina-18; L-FABP-1: proteína hepática fijadora de ácidos grasos (de sus siglas en inglés 
Liver-Fatty Acid Binding Protein); NAG: N-Acetyl-beta-D-Glucosaminidasa; PAI-1: inhibidor del 
activador de plasminógeno-1 de sus siglas en inglés Plasminogen Activator Inhibitor -1; TCP-1: 
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proteína 1 del complejo T de sus siglas en inglés T-Complex Protein-1. (Zhou et al., 2006; Vaidya, 
Ferguson y Bonventre, 2008; Townsend et al., 2009; Endre et al., 2011; Ferreira et al., 2011; 
MaŁgorzewicz, Skrzypczak-Jankun y Jankun, 2013; Cheng et al., 2014; Wu et al., 2015; Teo y Endre, 
2017). 
 
5.1.1 Limitaciones de los biomarcadores urinarios de DRA 
 
 Se han descrito numerosos biomarcadores de DRA, pero ninguno de ellos es 
completamente específico este síndrome. Además, no se sabe con exactitud qué 
indican, ya que algunos de ellos se encuentran elevados tanto en orina como en 
plasma (Srisawat y Kellum, 2020). Se sabe que los niveles de NGAL o la IL-18 se elevan 
en las infecciones del tracto urinario y en la sepsis, independientes de un DRA (Medic 
et al., 2016). También se ha detectado un aumento en los niveles de NGAL, KIM-1 e IL-
18 en pacientes con ERC (Schrezenmeier et al., 2017). Por su parte, el TIMP-2 y la  
IGFBP7 se han asociado con la diabetes (Bell et al., 2015) y la L-FABP parece estar 
fuertemente relacionada con la anemia en pacientes no diabéticos (Imai et al., 2015).  
 
 Durante mucho tiempo se ha creído que la mayoría de, si no todos, estos 
marcadores eran producidos por las células epiteliales tubulares dañadas y 
eliminados directamente a la orina, donde sirven como biomarcadores de daño 
tubular. Sin embargo, este concepto ha sido cuestionado recientemente. Se ha 
demostrado que el aumento del nivel urinario de NGAL (Sancho-Martínez, Blanco-
Gozalo, et al., 2020; Skrypnyk et al., 2020) y TIMP-2 e IGFBP7 (Johnson y Zager, 2018) 
no es el resultado de la secreción directa desde las células del túbulo, sino de la 
reducción de la reabsorción tubular de las proteínas filtradas. Estos hallazgos 
podrían modificar el significado fisiopatológico y diagnóstico de estas proteínas. Por 
lo tanto, se necesita encontrar biomarcadores que tengan un origen exclusivamente 
renal para que aporten un significado biológico distinto y una mejor sensibilidad 
para poder asociarlos a procesos biológicos concretos. 
 
5.2 Las “ómicas” como método de búsqueda de biomarcadores de DRA 
 
 Debido al avance de las tecnologías de alto rendimiento, el enfoque basado 
en las “ómicas” (genómica, transcriptómica, proteómica, metabolómica y 
metagenómica) ha ganado mucho interés en la investigación biológica (Horgan y 
Gynaecologist, 2011). Una de sus aplicaciones más demandadas es como fuente de 
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biomarcadores de diagnóstico de enfermedades (Barh, Blum y Madigan, 2016; 
Karahalil, 2016). En el ámbito de la lesión renal, el análisis proteómico en fluidos 
biológicos y en el tejido renal ha sido ampliamente utilizado para intentar solventar 
los problemas expuestos anteriormente (Devarajan, 2015; Dubin y Rhee, 2020). La 
proteómica es un análisis de alto rendimiento de la abundancia de péptidos o 
proteínas de una célula, fluido corporal u organismo, incluida su estructura, 
funciones, modificaciones e interacción con otras proteínas (Horgan y Gynaecologist, 
2011).  
 
 La mayoría de las enfermedades se caracterizan por tener un amplio y 
complejo escenario a nivel molecular. Para comprenderlo es necesario adquirir una 
visión global de las proteínas y de los procesos en los que están implicadas dentro 
de la patogénesis. El DRA es una enfermedad de origen multifactorial en la que se 
busca su prevención y detección temprana basada en la identificación de un 
biomarcador o panel de biomarcadores. La dificultad de este hecho reside en la 
multitud de cambios de expresión molecular que ocurren en este síndrome por las 
diferentes etiologías y enfermedades asociadas (Devarajan, 2015; Marx et al., 2018; 
Dubin y Rhee, 2020).  
 
 La complejidad de la proteómica se debe al alto número de proteínas 
contenidas en las muestras biológicas y al rango extendido de sus concentraciones, 
además de las modificaciones postraduccionales y las interacciones de las 
proteínas, que aumentan la complejidad de las muestras (Figura 4) y por tanto, 
dificulta la caracterización completa de los proteomas (Marx et al., 2018). En los 
análisis ómicos se obtienen largas listas de moléculas difíciles de interpretar o 
deducir en qué procesos están involucradas, siendo una de las principales razones 
por las que los hallazgos experimentales rara vez puedan terminar como 
biomarcadores clínicos (Wallstrom, Anderson y LaBaer, 2013). Es por ello por lo que se 
han ido implementando bases de datos donde se agrupan etiquetas de 
funcionalidad y nombres de vías asociadas con proteínas individuales de estudios 
independientes y no relacionados, con el fin de integrar los datos obtenidos a partir 
de este tipo de análisis. Esta información puede ser muy útil para construir mapas y 
redes de vías moleculares asociados a los diferentes procesos fisiopatológicos de 
una enfermedad, siendo capaz de proporcionar un contexto a los datos obtenidos 
(Husi et al., 2013). Una de las herramientas más usadas para el análisis en el campo 
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de la proteómica es el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Müller et al., 2011). 
Se trata de una gran colección masiva de datos ómicos que permite el análisis, la 
integración y la interpretación de resultados derivados de experimentos ómicos 
(Krämer et al., 2014). 
 

 
Figura 4. Complejidad de los sistemas biológicos. Se estima que el número de genes humanos que 
codifican proteínas es de aproximadamente 20 000. Debido al splicing alternativo el número de 
ARNm transcritos es significativamente mayor. Se ha demostrado la traducción de 18 000 
proteínas (incluidas más de 27 000 isoformas). Además, el proteoma se amplifica aún más por la 
expresión específica de tejido, modificaciones postraduccionales, interacciones proteína-
proteína y localización subcelular. Estos perfiles se modifican ante alteraciones biológicas y 
patológicas. ARNm: ácido ribonucleico mensajero; PTM: modificaciones postraduccionales. 
Imagen adaptada de (Muñoz y Heck, 2014). 
 
 En el ámbito de las enfermedades renales, la orina es el fluido más utilizado 
para el estudio proteómico. Esto se debe a su estrecho contacto con el riñón y su fácil 
acceso y disponibilidad.  Sin embargo, la proteómica urinaria presenta algunos 
desafíos. En primer lugar, la orina es un fluido diluido que requiere concentración, y 
los diferentes métodos de concentración pueden dar lugar a distintos proteomas que 
dificultan las comparaciones. Además, su composición puede verse influida por 
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factores no renales como la edad, el sexo, el tiempo de recolección y la dilución. Por 
otra parte, la presencia de proteínas muy abundantes en la orina, como la albúmina, 
enmascara las proteínas que se encuentran a niveles de concentración más bajos 
que pueden dar información relevante. De manera que es necesaria su eliminación, 
pero este proceso también elimina las proteínas unidas que pueden ser de potencial 
importancia. Estos inconvenientes han conducido a la generación y utilización de 
protocolos estandarizados para la recolección, el procesamiento, la concentración y 
el almacenamiento de la orina de pacientes (Devarajan, 2015) con el fin de unificar y 
poder comparar todos los datos que se obtengan. 
 
 Actualmente, ya se han realizado estudios cuya información podría ser 
explotada en el ámbito clínico mediante la introducción de biomarcadores 
(diagnósticos, predictivos, pronósticos) y enfoques terapéuticos dirigidos. En una 
investigación reciente sobre el DRA, Malagrino et al., identificaron más de 55 
biomarcadores urinarios en un modelo de I/R renal porcina. Sin embargo, solo un 
biomarcador, la dipeptidil peptidasa IV, fue validado en la orina de pacientes con 
nefropatía diabética (Malagrino et al., 2017). Este estudio respalda la premisa de que 
un solo biomarcador no puede explicar la complejidad del DRA y, por tanto, lo más 
adecuado sería generar paneles o “huellas” de biomarcadores como ya se ha hecho 
con algunas afectaciones renales (Verbeke et al., 2021). 
 
 Aunque la orina haya sido el fluido más utilizado hasta el momento para 
realizar este tipo de análisis en el marco de las nefropatías, la investigación de las 
vesículas urinarias está cobrando mucha fuerza como fuente directa de 
biomarcadores procedentes de las células renales, ya que podrían aportar luz sobre 
los eventos fisiopatológicos que están ocurriendo en los riñones cuando se produce 
un DRA (Karpman, Ståhl y Arvidsson, 2017; Pomatto et al., 2017). 
 

6. VESÍCULAS EXTRACELULARES URINARIAS Y DRA 
 
 Todas las células tienen la capacidad de secretar partículas membranosas, 
conocidas como vesículas extracelulares (Schorey et al., 2015). Aunque inicialmente 
se describieron como un mecanismo celular dirigido a la eliminación de compuestos 
innecesarios de la célula (Johnstone et al., 1987), ahora se sabe que son algo más que 
simples portadores de desechos. El principal interés que suscita este campo se 



 

38 
 

 INTRODUCCIÓN 

centra en la capacidad que tienen estas vesículas para intercambiar componentes 
entre células, como ácidos nucleicos, lípidos o proteínas, actuando como vehículos 
de señalización en procesos homeostáticos celulares o como consecuencia de 
procesos patológicos  (Karpman, Ståhl y Arvidsson, 2017). Para entender sus 
funciones fisiológicas y patológicas es fundamental tener un conocimiento más 
profundo de su biología con el fin de encontrar una aplicabilidad y un uso clínico para 
ellas (van Niel, D’Angelo y Raposo, 2018). 
 
6.1 Tipos de vesículas extracelulares 
 
 Las vesículas extracelulares (VE) son un grupo heterogéneo de estructuras 
membranosas que se pueden clasificar en función de su biogénesis, origen celular, 
tamaño, morfología y contenido, incluyendo exosomas, microvesículas, cuerpos 
apoptóticos, micropartículas, ectosomas y oncosomas (Pol et al., 2016), aunque se 
tiende a utilizar una clasificación más simplificada hablando principalmente de 
exosomas y microvesículas (MV) (Karpman, Ståhl y Arvidsson, 2017).   
 
 Las microvesículas se forman por gemación de la membrana plasmática y se 
liberan al espacio extracelular. Pueden tener un tamaño de entre 50-1000 nm de 
diámetro o incluso llegar hasta las 10 μm en el caso de los oncosomas. Los exosomas 
por su parte son vesículas intraluminales (ILV de sus siglas en inglés IntraLuminal 
Vesicles) que tienen un tamaño de entre 30-100 nm de diámetro. Las ILV se forman 
dentro de los endosomas o cuerpos multivesiculares (MVB de sus siglas en inglés 
inglés MultiVesicular Body) por gemación hacia adentro, y se fusionan 
posteriormente con la membrana plasmática para liberar las vesículas formadas en 
su interior al medio extracelular, donde pasan a llamarse exosomas (Figura 5) 
(Colombo, Raposo y Théry, 2014). 
 
  Según su célula de procedencia, las VE muestran diferente composición 
proteica que explican sus destinos y funciones específicas. A pesar de tener diferente 
biogénesis, los exosomas y las microvesículas muestran una apariencia similar y, a 
menudo, una composición común que dificulta la determinación de su origen una vez 
aislados del medio extracelular o de los fluidos biológicos como suero, orina, leche 
materna, líquido cefalorraquídeo, ascitis maligna, líquido de lavado bronco-alveolar 
o saliva (Raposo y Stoorvogel, 2013). 
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6.2 Biogénesis de las vesículas extracelulares 
 
 Los exosomas y las microvesículas tienen una biogénesis diferente, pero 
ambas involucran procesos de tráfico de membranas. Aunque su formación ocurre 
en distintas zonas de la célula, los mecanismos intracelulares y las maquinarias de 
clasificación de componentes son comunes. En ocasiones, estos mecanismos 
compartidos también dificultan la distinción entre las diferentes subpoblaciones de 
vesículas (Colombo, Raposo y Théry, 2014). Su formación comienza con la 
preparación de la carga que contendrán y su orientación hacia la zona de origen, ya 
sea en la membrana plasmática (para las microvesículas) o en la membrana de los 
endosomas (para los exosomas), y continúa con el enriquecimiento de la carga en las 
vesículas mediante un mecanismo seriado de agrupación y gemación seguido de 
fisión y liberación de vesículas. 
 
6.2.1 Mecanismos de la biogénesis y la liberación de los exosomas 
 
 La biogénesis de los exosomas consta de tres etapas diferentes que incluyen: 
la formación de vesículas endocíticas por invaginación de la membrana 
plasmática, la formación de los MVB por gemación hacia adentro de la membrana 
endosomal y finalmente, la fusión de los MVB con la membrana plasmática y la 
liberación de las vesículas (Batista et al., 2011). 
 
 Los exosomas proceden del sistema endosómico, formándose como vesículas 
ILV en los MVB. El conjunto de ILV es utilizado por la célula para degradar, reciclar o 
secretar proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. Dentro de este sistema, los endosomas 
se dividen en tempranos, tardíos y de reciclaje (Grant y Donaldson, 2009). Los 
endosomas se forman por invaginación de la membrana plasmática. Algunos de ellos 
pueden fusionarse con vesículas endocíticas, cuyo contenido se destina a la 
degradación o reciclaje (Morelli et al., 2004). Otros, se transforman en endosomas 
tardíos (Stoorvogel et al., 1991) y acumulan en su interior las ILV. Durante este 
proceso, las proteínas citosólicas, los ácidos nucleicos y los lípidos se incorporan a 
estas pequeñas vesículas. El conjunto del endosoma tardío y las vesículas formadas 
en su interior conforman los denominados MVB, que pueden fusionarse con el 
lisosoma si el contenido está destinado a la degradación, o fusionarse con la 
membrana celular liberando las ILV como exosomas al espacio extracelular (Grant y 
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Donaldson, 2009) (Figura 5).  Según algunos estudios, la ruta de cada MVB 
probablemente esté determinada por su contenido (Morrison, Bailey y Dear, 2016). 
 
 La formación de las ILV requiere dos procesos distintos. En primer lugar, la 
membrana del endosoma se reorganiza de manera que se enriquece en 
tetraspaninas (Pols y Klumperman, 2009). Y a continuación, los complejos de 
clasificación endosomal necesarios para el transporte (ESCRT de sus siglas inglés 
Endosomal Sorting Complexes Required For Transport) se reclutan en el sitio de 
formación (Wollert y Hurley, 2010; Colombo et al., 2013). Se han identificado cuatro 
ESCRT con diferentes funciones implicadas en este proceso: ESCRT 0, I, II y III (Henne, 
Buchkovich y Emr, 2011). El ESCRT 0 reconoce proteínas ubiquitinadas en el exterior 
de la membrana endosomal (Raiborg y Stenmark, 2009). Se ha sugerido que los 
ESCRT I y II son los precursores y conductores de la gemación de la membrana 
intraluminal; el ESCRT I es el responsable de cargar del contenido ubiquitinado en los 
endosomas (Katzmann, Babst y Emr, 2001) mientras que el ESCRT II comienza la 
gemación inversa, proceso que es completado por el ESCRT III  (Henne, Stenmark y 
Emr, 2013) (Figura 5). 
 
 Existe una vía alternativa a los ESCRT donde las proteínas sinntenina y ALIX 
median en la biogénesis (Baietti et al., 2012). Pero los exosomas también pueden 
originarse de una manera independiente a los ESCRT (Stuffers et al., 2009), donde se 
requiere la formación de ceramida para la generación de los subdominios de 
membrana (Goñi y Alonso, 2009). 
 
 La liberación de las ILV al espacio 
extracelular es posible por la fusión de la 
membrana del MVB con la membrana 
plasmática. Se han identificado varias 
proteínas que pueden estar implicados en 
este proceso. i. Las Rab GTPasas, incluidas 
RAB11 y RAB35, o RAB27A y RAB27B (Hsu et al., 
2010).  ii. Liberación independiente de las Rab 
GTPasas donde intervienen otras proteínas como la diacilglicerol quinasa α (Alonso 
et al., 2007) o la proteína de membrana asociada a vesículas 7, que pertenece a la 
familia de las SNARE  (Fader et al., 2009).  

 Las Rab GTPasas son una 
familia de proteínas GTPasas de la 
superfamilia  Ras, que controlan e 
impulsan todos los pasos del tráfico de 
membrana: formación y transporte de 
vesículas y fusión de membranas  
(Stenmark, 2009). 
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Figura 5. Biogénesis de las vesículas extracelulares. En la biogénesis de los exosomas las 
proteínas transmembrana se internalizan desde la superficie celular a través de la endocitosis y 
sus dominios citosólicos se ubiquitinizan. El ESCRT 0 reconoce la proteína ubiquitinada y 
posteriormente se reclutan el ESCRT I y II para iniciar la gemación inversa y formar las ILV, en esta 
etapa las proteínas citosólicas y ARN se incorporan al interior de las ILV. A continuación, estas se 
separan de la yema, después del reclutamiento de ESCRT III, por ESCRT II y ALIX. El MVB formado 
puede seguir una ruta de degradación o proceder a la fusión con la membrana plasmática. No 
todas las proteínas requieren ubiquitinación para dirigirse a las ILV, otras modificaciones 
posteriores a la traducción pueden resultar en el reclutamiento para incorporarse a las ILV 
(Moreno-Gonzalo, Villarroya-Beltri y Sánchez-Madrid, 2014). Por su parte en el ensamblaje de 
microvesículas, las proteínas transmembrana se agrupan en microdominios lipídicos. La proteína 
miristoilada contribuye a la curvatura de la membrana. La subunidad TSG101 del complejo ESCRT 
I recluta el ESCRT III a la membrana plasmática y promueve el ensamblaje de una espiral que, 
finalmente es desmontada por la ATPasa VPS4. Este proceso provoca la escisión de la yema y la 
liberación de una población heterogénea de microvesículas. ARN: ácido ribonucleico; ESCRT:  
complejo de clasificación endosomal necesarios para el transporte (de sus siglas inglés 
Endosomal Sorting Complexes Required For Transport); ILV: vesículas intraluminales (de sus siglas 
en inglés IntraLuminal Vesicles); MVB: cuerpo multivesicular (de sus siglas en inglés MultiVesicular 
Body). Imagen adaptada de (Morrison, Bailey y Dear, 2016). 
 
6.2.2 Mecanismos de la biogénesis y la liberación de las microvesículas 
 
 Aunque se ha profundizado menos en el estudio de la biogénesis de las 
microvesículas en comparación con los exosomas, se han encontrado diferentes 
mecanismos responsables de su formación y liberación. En general, parecen 
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formarse a través de la gemación y fisión hacia afuera de la membrana plasmática 
cuando intervienen una serie de factores, como la redistribución de fosfolípidos y la 
contracción de la maquinaria de actina-miosina (Akers et al., 2013). Algunos factores 
externos también pueden influir en la liberación como por ejemplo la entrada de 
calcio, que favorece la redistribución de los fosfolípidos produciendo una mayor 
liberación de microvesículas (Pasquet, Dachary-Prigent y Nurden, 1996; Bucki et al., 
1998). Se han propuesto los siguientes mecanismos: i. El factor de ribosilación de ADP 
6 inicia una cascada que activa la fosfolipasa D. A continuación, la quinasa regulada 
por la señal extracelular se recluta en la membrana plasmática, donde fosforila y 
activa la quinasa de cadena ligera de miosina (MLCK del inglés Myosin Light Chain 
Kinase). Finalmente, la fosforilación y activación de la cadena ligera de miosina 
desencadena la liberación de microvesículas (Muralidharan-Chari et al., 2009). ii. El 
reclutamiento de TSG101 y ESCRT I a la membrana plasmática resulta en la liberación 
de las MV (Nabhan et al., 2012) (Figura 5). iii. La hipoxia también promueve la 
liberación vesículas a través de la expresión de RAB22A dependiente de HIF (Wang 
et al., 2014).  
 
6.3 Contenido de las vesículas extracelulares 
 
 El contenido de las vesículas varía con respecto a la forma de biogénesis, el 
tipo de célula y las condiciones fisiológicas. En general, contienen una multitud de 
proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, y este contenido puede ser específico en 
función de la vesícula y el tipo de célula. Es por ello, que desde hace unos años se 
está llevando a cabo una amplia investigación para caracterizar el contenido de las 
vesículas extracelulares y esto, ha resultado en el ensamblaje de diferentes bases de 
datos que recopilan la información de numerosos estudios (Abels y Breakefield, 2016). 
 
 En cuanto al contenido proteico, se ha realizado una investigación exhaustiva 
sobre el perfil de vesículas de diferentes tamaños y tipos celulares (Théry et al., 2001; 
Conde-Vancells et al., 2008; Gonzalez-Begne et al., 2009; Graner et al., 2009; Turiák 
et al., 2011; Beckler et al., 2013). Las proteínas que se encuentran comúnmente en las 
vesículas están relacionadas con los mecanismos responsables de la biogénesis, 
como ALIX o TSG101. Además, también se encuentran proteínas responsables de su 
formación y liberación como RAB27A, RAB11B y ARF6 y algunas tetraspaninas como 
CD63, CD81 y CD9. Pero además, se han identificado proteínas relacionadas con 
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procesos como la coagulación y la trombosis, la angiogénesis, la modulación 
inmunitaria y la inflamación, así como proteínas involucradas en la transducción de 
señales vinculada a la comunicación celular (Ståhl et al., 2019). Sin embargo, hay 
muchas discrepancias entre los diferentes conjuntos de datos debido a las 
variaciones en las técnicas de aislamiento y los diferentes tipos de células de los que 
provienen las vesículas. Por tanto, es evidente que se requiere la estandarización de 
las técnicas de aislamiento y del análisis para dilucidar la composición proteica de 
los diferentes subtipos de vesículas extracelulares así como las señales que 
enriquecen las proteínas que contienen (Théry et al., 2001). 
 
6.4 Vesículas extracelulares como fuente de biomarcadores de DRA 
 
 Las VE participan tanto en procesos fisiológicos como fisiopatológicos, y 
contienen una amplia y heterogénea gama de moléculas que reflejan las condiciones 
de la célula de la que provienen (Kalra et al., 2012; Kim et al., 2015), es por ello que en 
los últimos años se han investigado como potenciales biomarcadores de 
enfermedades (Zhou et al., 2006). Además, la membrana que las envuelve protege el 
material que transportan de la degradación enzimática, lo que hace que sean 
portadores estables (Boukouris y Mathivanan, 2015). Los estudios indican que las 
células modulan su contenido en respuesta al estrés extracelular, incluidas las 
infecciones, la hipoxia, el estrés oxidativo y otras afecciones celulares que alteran su 
composición (Lancaster y Febbraio, 2005; Eldh et al., 2010; Pegtel et al., 2010; de Jong 
et al., 2012).  
 
 Durante los procesos fisiológicos y patológicos renales las VE son secretadas 
por casi todos los tipos de células renales, incluidas las células epiteliales 
glomerulares, los podocitos, las células epiteliales proximales y distales y las células 
del túbulo colector (Miranda et al., 2010). Por tanto, se espera que las vesículas que 
aparezcan en la orina procedan exclusivamente de las células renales, ya que en 
condiciones fisiológicas las VE sanguíneas no pueden atravesar la membrana basal 
glomerular debido a su tamaño (Pisitkun, Shen y Knepper, 2004), y por tanto, que en 
patologías renales sin afectación glomerular que altere esta barrera tampoco ocurra.  
De forma que las vesículas que aparezcan en la orina tras un daño renal tóxico o 
isquémico tendrán un origen renal. El estudio de su composición ayudaría a 
esclarecer qué procesos están ocurriendo en las células de las nefronas y poder 
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comprender así los mecanismos implicados en la fisiopatología del daño renal con el 
fin de realizar diagnósticos más personalizados o con fines terapéuticos. 
 
 En la actualidad ya se ha analizado el perfil molecular de estas partículas 
después de un daño renal con el objetivo de encontrar biomarcadores para la 
detección precoz del mismo. Uno de los estudios identificó mediante el análisis 
proteómico la Fetuina A. Los niveles de esta proteína en la fracción exosomal urinaria 
de roedores y humanos se encontraron elevados antes del incremento de la CrP 
después de sufrir un daño renal inducido por cisplatino (Zhou et al., 2006). El mismo 
grupo informó que el aumento del factor de transcripción 3 (ATF3) en vesículas era 
más temprano que la CrP en modelos animales y en pacientes de la UCI con DRA, lo 
que indica que puede ser un biomarcador útil para el diagnóstico precoz del 
síndrome (Zhou et al., 2008). En el caso de la lesión renal inducida por sepsis, el ATF3 
es incluso mejor que NGAL según los resultados obtenidos por Panich et al., (Panich 
et al., 2017). Por otro lado, la isoforma 3 del intercambiador de Na+/H+ exosomal parece 
ser un potencial a biomarcador, ya que puede ayudar a diferenciar entre la NTA, la 
hiperazoemia prerrenal u otras causas de DRA. Por tanto, el conocimiento de la 
composición de las VE urinarias o la identificación de cambios en esta después de 
un DRA, podrían ser útiles para asociar patrones moleculares con la lesión de forma 
que además de detectar el síndrome se pueda saber su causa. 
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 OBJETIVOS 

 La orina es un fluido biológico muy útil y adecuado para el diagnóstico clínico 
de las enfermedades renales (Bunel et al., 2017). El descubrimiento de la fracción 
vesicular urinaria (Wiggins et al., 1986) ha abierto un nuevo campo científico que ha 
suscitado cierto interés en el ámbito de las nefropatías. El análisis proteómico de 
estas partículas ha permitido su caracterización y ha evidenciado que su 
composición sufre alteraciones en condiciones patológicas (Pisitkun, Shen y 
Knepper, 2004), lo que las convierte en una fuente potencial de biomarcadores (Kowal 
et al., 2016; Karpman, Ståhl y Arvidsson, 2017; Dubin y Rhee, 2020). A causa de su 
tamaño las VE no pueden filtrarse a través de la barrera de filtración intacta. Se 
deduce entonces, que las vesículas urinarias tienen un origen exclusivamente renal 
y esto les confiere la capacidad de reflejar procesos moleculares, así como 
condiciones fisiológicas y patológicas renales (Pisitkun, Shen y Knepper, 2004b).  
 
 Teniendo en cuenta estos antecedentes, nuestra hipótesis de trabajo propone 
que: 
 
 Cuando se produce un DRA sin afectación glomerular, las VE que se 
encuentran en la orina han sido secretadas por las células renales, y su contenido 
proteico es un reflejo de los procesos fisiopatológicos que ocurren en las células de 
origen durante la enfermedad. Así, es posible identificar proteínas vesiculares con 
potencial utilidad como biomarcadores en el diagnóstico del DRA. 
 
 Con esta hipótesis, en esta Tesis Doctoral se plantearon los siguientes 
objetivos:   
 
1.  Estudiar el contenido proteico de las VE urinarias en modelos experimentales de 
DRA, e identificar biomarcadores vesiculares de este síndrome. 
 
2. Confirmar el origen renal de los biomarcadores seleccionados para profundizar en 
el conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos y en el significado biológico de 
su aparición en la orina. 
 
3. Estudiar en pacientes con DRA la utilidad diagnóstica de los biomarcadores 
identificados en la fracción vesicular urinaria. 
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1. MÉTODOS 
 

Los materiales, productos, anticuerpos, reactivos, equipos y aparatos, y 
programas de ordenador utilizados para la realización de este trabajo se encuentran 
al final de esta sección en las Tablas 7, 8 y 9.  

 
Todos los procedimientos experimentales realizados en este trabajo de 

investigación se han llevado a cabo de acuerdo con los Protocolos Normalizados de 
Trabajo (PNTs) de nuestro grupo de investigación TRECARD (Translational Research 
on Renal and Cardiovascular Diseases). 
 

2. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 

Para la realización de este estudio se han utilizado ratas Wistar macho de 
260-300 g de peso corporal, procedentes del Servicio de Experimentación Animal de 
la Universidad de Salamanca (SEA).  
 
2.1 Mantenimiento y manipulación de los animales 
 

Los animales se mantuvieron durante todo el experimento en las instalaciones 
del SEA, que cuenta con condiciones ambientales constantes de temperatura (20 °C), 
humedad ambiental (60 %), ciclos de luz-oscuridad cada 12 horas y sistemas de 
renovación y filtrado de aire. Su alimentación se ha basado en una dieta estándar 
con la siguiente composición: proteína bruta (17,62 % del total), materias grasas 
brutas (2,50 %), celulosa bruta (4,05 %), cenizas brutas (4,38 %), almidón (43,30 %), 
calcio (0,66 %), fósforo (0,49 %), sodio (0,14 %), lisina (0,85 %), metionina (0,29 %), 
vitamina A (19 900 UI/kg), vitamina D (1500 UI/kg) y vitamina E (tocoferol) (110 mg/kg).  
 

Los animales se manejaron siguiendo las recomendaciones de la Declaración 
de Helsinki y los principios del cuidado y la utilización de los animales de 
experimentación estipulados en las regulaciones internacionales y en las siguientes 
instituciones Europeas y Nacionales: la Directiva 2010/63/UE del Parlamento y del 
Consejo de la Unión Europea, relativa a la protección de los animales utilizados para 
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fines científicos; la Ley 32/2007 del Estado Español, para el cuidado de los animales, 
su explotación, transporte, experimentación y sacrificio; y los Reales Decretos RD 
1201/2005 y RD 53/2013 sobre la protección de los animales utilizados para 
experimentación y otros fines científicos. El sacrificio de los animales se llevó a cabo 
siguiendo las guías para la eutanasia de los animales de experimentación detalladas 
en el Anexo III del RD 53/2013, basadas en el reglamento No 1099/2009 del Consejo 
de la Unión Europea. 

 
Los animales se supervisaron diariamente durante todos los experimentos, 

controlando su estado de salud general, movilidad, color del pelo y peso corporal. 
 
2.2 Modelos experimentales de DRA 
 
2.2.1 DRA tóxico inducido por el cisplatino 

 
En base a estudios preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio, para 

generar el modelo experimental de DRA tóxico se utilizó el cisplatino (Ferreira et al., 
2011; Sancho-Martínez, Sánchez-Juanes, et al., 2020; Fuentes-Calvo et al., 2021). Se 
trata de un fármaco antineoplásico nefrotóxico, pero ampliamente utilizado en el 
tratamiento de tumores sólidos. El cisplatino ejerce su efecto tóxico 
predominantemente en los túbulos proximales (Dasari y Tchounwou, 2014) aunque en 
ocasiones también se ven afectados los túbulos distales (Mingeot-Leclercq y Tulkens, 
1999; Sharfuddin y Molitoris, 2011) cuanto mayor es la dosis.  
 
Procedimiento experimental 
 

Este modelo se basa en la administración de una dosis única (5 mg/kg) de 
cisplatino por vía intraperitoneal (i.p.). La solución se preparó en suero salino 0,9 % 
estéril atemperado (37 °C) a la concentración de 1,25 mg/mL, de forma que el volumen 
en µl a administrar se correspondiera con 4 veces el peso del animal en gramos. 
 

Según estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación (Ferreira 
et al., 2011; Cuesta, 2018; Sancho-Martínez, Sánchez-Juanes, et al., 2020; Fuentes-
Calvo et al., 2021), sabemos que 4 días después de la administración de una dosis 
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tóxica de cisplatino se produce el momento de máximo daño renal, caracterizado por 
una subida en los valores de CrP y de urea plasmática. Para caracterizar el DRA se 
midieron los niveles de CrP. 

 
2.2.2 DRA inducido por la I/R 
 

El factor principal en el desarrollo de la isquemia renal es una reducción 
significativa en el flujo sanguíneo renal. Puede ser causado por una disminución de 
la presión arterial sistémica, como ocurre en el DRA prerrenal, o por una enfermedad 
vascular de los grandes vasos renales que implica trombosis de arteria renal, 
embolia, o aterosclerosis que conducen a un DRA. La isquemia de uno o ambos 
riñones es también un problema común experimentado durante la cirugía 
cardiovascular o trasplante renal que conduce a la disfunción renal y a la lesión del 
tejido u órgano (Bonventre y Zuk, 2004). El daño renal producido por la I/R es 
consecuencia de alteraciones hemodinámicas (disminución del flujo sanguíneo 
renal), de lesión endotelial y epitelial, y de la activación de la respuesta inmunológica 
e inflamatoria. La interacción compleja de estos factores fisiopatológicos impulsa y 
potencia el daño (Kanagasundaram, 2014). 
 
Procedimiento quirúrgico  

 

Los animales se anestesiaron por vía i.p., 
con una mezcla de ketamina (80 mg/kg) y 
xilacina (10 mg/kg), diluida en una solución 
salina estéril. Antes de iniciar la cirugía, se 
rasuró el abdomen del animal y se le colocó 
sobre una plancha metálica, previamente 
colocada encima de una almohadilla que 
aplicaba calor, en posición decúbito supino y se 
inmovilizó al animal fijando con esparadrapo las 
cuatro extremidades. Se desinfectó la zona 
previamente rasurada con alcohol 96˚ y povidona yodada (Betadine®). Este proceso 
se realizó en condiciones asépticas. 

 

 La aplicación de calor 
durante la cirugía es un factor clave 
en las intervenciones quirúrgicas en 
pequeños animales para evitar la 
hipotermia, ya que es una de las 
principales causas de muerte en 
estos procedimientos (Zúñiga y 
Muriana, 2016). 
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 Antes de iniciar la cirugía, se determinó la profundidad de la anestesia 
comprobando la ausencia de reflejos en el animal. Se realizó una laparotomía media 
con un corte en la línea alba de unos 3-4 cm, a la altura del pedículo renal izquierdo.  

 
La capa muscular se levantó con unas 

pinzas para crear un espacio entre la misma 
y el mesenterio que, con unos bastoncillos de 
algodón humedecidos con suero salino 
estéril, se apartó cuidadosamente para que el 
pedículo renal del riñón izquierdo quedara 
expuesto. El mesenterio del animal se 
mantuvo cubierto con gasas humedecidas en 
solución salina atemperada (37 °C) para 
evitar la deshidratación. El pedículo renal se 
diseccionó y se eliminó el tejido adiposo que 
lo rodeaba, con el fin de exponer los vasos 
sanguíneos. Se procedió a inducir el daño isquémico mediante pinzamiento de la 
arteria y vena renal durante 60 minutos.  Se controló la temperatura corporal cada 10 
minutos, que se mantuvo durante todo el procedimiento alrededor de los 37 °C. Cinco 
minutos antes de finalizar la isquemia, se realizó la nefrectomía contralateral. Se ligó 
el pedículo renal y uréter derecho (con suturas absorbibles 4/0 y 6/0 
respectivamente) y se extrajo el riñón al seccionar los vasos y el uréter. Trascurridos 
los 60 minutos se retiró la pinza vascular y se estimuló el pedículo del riñón izquierdo 
con bastoncillos humedecidos con suero salino hasta que se confirmó visualmente la 
reperfusión total del riñón. Para finalizar el procedimiento se suturó el abdomen de 
las ratas con suturas no absorbibles 4/0.   

 
Se dejó a los animales con suministro de calor hasta su completa 

recuperación (unas 5-6 horas) y se administró el analgésico buprenorfina a una dosis 
de 0,03 mg/kg por vía subcutánea. 

 
 
 

 

 El control de la temperatura 
corporal durante la isquemia es un 
aspecto muy importante para la 
reproducibilidad de los experimentos. 
Se ha observado que una temperatura 
corporal más alta con respecto al rango 
de normalidad (alrededor de 37 °C) 
durante la isquemia se relaciona con 
un mayor daño. Por el contrario, la 
hipotermia es un factor de protección 
(Delbridge et al., 2007). 
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2.3 Sistema de perfusión renal in situ 
 
Procedimiento de la perfusión renal con Krebs-dextrano 
  
 Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (80 mg/kg) y 
xilacina (10 mg/kg) diluida en solución salina estéril vía i.p. y se colocaron sobre una 
tabla de microcirugía calefactada en posición decúbito supino con sujeción de las 
cuatro extremidades y la cabeza mediante una ligadura 6/0 a través de los incisivos, 
ofreciendo así una completa exposición del campo quirúrgico abdominal. Esta 
técnica se realizó en condiciones asépticas.  

Figura 6. Representación esquemática del sistema de perfusión renal in situ con Krebs-
dextrano.  
 

Vía laparotomía media se abordó el espacio retroperitoneal, y se realizó la 
disección e identificación del pedículo vascular del riñón izquierdo. Cuidadosamente, 
se procedió a canular la vejiga urinaria para dejar que se estabilizase, ya que al 
introducir la cánula se pueden producir pequeños cortes en los vasos sanguíneos de 
la vejiga pudiendo contaminar la muestra con sangre.  El riñón derecho se ligó (tanto 
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el pedículo renal como el uréter) para asegurarnos que la orina recogida viniese en 
su totalidad del riñón perfundido. A continuación, se disecaron y separaron la arteria 
renal de la vena renal del riñón izquierdo y una vez aisladas se procedió a la 
canulación de la arteria renal. Una vez “canulada” la arteria se procedió a la perfusión 
con Krebs-dextrano oxigenado y atemperado (37 °C) [40 g/L de dextrano (peso 
molecular 64K-76K) en solución Krebs (120 mM NaCl, 4,8 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 1,2 mM 
MgSO4, 1,2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 0,026 mM EDTA, 11,1 glucosa, pH=7,4)] a una 
velocidad de 3 mL/min con a una bomba de perfusión.  

 
Rápidamente, se procedió a realizar una venotomía renal para permitir que el 

Krebs-dextrano saliera del riñón y no se dañara el endotelio renal. Se mantuvo la 
perfusión durante 60 minutos y se recogieron fracciones urinarias directamente de 
la cánula colocada en la vejiga urinaria cada 10 minutos, tanto 20 minutos antes como 
durante la perfusión con Krebs-dextrano. El esquema de este proceso está 
representado en la Figura 6. 
 
2.4 Diseño experimental 
 

Sabemos que el cisplatino a una dosis tóxica de 5 mg/kg produce, 4 días 
después de su administración, el punto de mayor daño renal. Por otro lado, 24 horas 
después de una isquemia de 60 minutos con nefrectomía contralateral, se observa 
un daño renal evidente. En ambos casos el daño se evalúa con la medida de la CrP. 
En función de estos datos, se establecieron los siguientes grupos experimentales con 
su correspondiente diseño experimental (Figura 7): 
 

• Grupo control (n=22): Animales a los que se les administró una dosis única de 
NaCl 0,9 % vía i.p., por ser el vehículo en el que va disuelto el cisplatino.  

 
- Basal (n=22): Estudios realizados en el día 0 del experimento. 
- Día 4 (n=22): Estudios realizados en el día 4 del experimento. 

▪ n=6 animales se utilizaron para los estudios de perfusión renal 
in situ con Krebs-dextrano. 

▪ n=16 animales se sacrificaron en este punto temporal para la 
extracción de los riñones. 
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• Grupo Cisplatino (CDDP): Animales a los que se les administró una dosis única 
de cisplatino a 5 mg/kg vía i.p. Estas ratas se utilizaron para el estudio de dos 
puntos temporales en la evolución del DRA tóxico. 

 
- Basal (n=21): Estudios realizados en el día 0 del experimento. 
- Día 4 (n=21): Estudios realizados en día 4 de estudio, día de máximo 

daño renal. 
▪ n=3 animales se utilizaron para los estudios de perfusión renal 

in situ con Krebs-dextrano. 
▪ n= 18 animales se sacrificaron en este punto para la extracción 

de los riñones. 
 

• Grupo isquemia-reperfusión (I/R): Animales a los que se les realizó una 
isquemia de 60 minutos y una reperfusión posterior, con nefrectomía 
contralateral. Estas ratas se utilizaron para el estudio de dos puntos 
temporales en la evolución del DRA de tipo isquémico: 

 
- Basal (n=6): Estudios realizados en el día 0 del experimento. 
- Día 1 (n=6): Estudios realizados en el día 1 de estudio, día de la 

instauración del DRA. 
▪ n=3 animales se utilizaron para los estudios de reperfusión 

renal perfusión renal in situ con Krebs-dextrano. 
▪ n=3 animales se sacrificaron en este punto para la extracción 

de los riñones. 
 

Se recogieron muestras de orina y plasma del grupo control y CDDP en los 
puntos de estudio: día 0 y 4, y del grupo I/R los días 0 y 1 (Figura 7.a).  
 
 En la parte inferior del esquema del diseño experimental (Figura 7.b) se 
representan los tiempos de recogida de la muestra de pseudo orina procedente de 
la vejiga durante el proceso de perfusión renal con Krebs-dextrano. Se comenzó a 
recoger muestras en el tiempo -20 minutos, que se corresponde con la estabilización 
de la vejiga. Con este procedimiento se comprueba que el circuito renal queda limpio 
de la orina que contenga en ese momento y que la vejiga está bien “canulada”, ya 
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que, si no es así, la muestra estará contaminada con sangre. A partir del tiempo 0 y 
hasta el minuto 60 se recogieron las fracciones urinarias, cada 10 minutos, para su 
posterior análisis por Western blot. 

 
Figura 7. a. Diseño experimental de la inducción de DRA por el cisplatino y la isquemia-
reperfusión. Se indican los puntos de recogida de muestras y los procedimientos realizados en el 
punto final de los experimentos: el riñón representa el sacrificio de los animales y la obtención de 
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muestras de tejido renal. Además, se representa la evolución esperada de la creatinina plasmática 
en los diferentes modelos de DRA y en el grupo control. CDDP: Cisplatino; CrP: creatina plasmática; 
DRA: Daño renal agudo; I/R: Isquemia-reperfusión. b. Esquema de los tiempos de recogida 
durante la perfusión renal con Krebs-dextrano. 
 

3. TÉCNICAS EXPERIMENTALES IN VIVO 
 
3.1 Recogida y procesamiento de la orina de 24 horas: jaulas metabólicas 
 

Para la recogida individual de la orina de 24 horas se utilizaron jaulas 
metabólicas (Figura 8). Este tipo de jaula permite separar la orina de las heces del 
animal (Kurien, Everds y Scofield, 2004). Los animales se sitúan en un habitáculo de 
policarbonato transparente donde disponen de comida y bebida, en este caso, ad 
libitum. El suelo del habitáculo es de rejilla, permitiendo la caída de las heces, por 
gravedad, a un colector; y la adhesión de la orina a la pared de un embudo que vierte 
el líquido recolectado a otro colector. La estancia en este tipo de estructuras es 
estresante para los animales ya que no pueden desarrollar su comportamiento 
habitual y están aislados. De forma que se realizó un periodo de acostumbramiento 
de 24 horas antes de la recogida de las muestras con el fin de conseguir que el animal 
se familiarizase con este tipo de jaula, minimizar su estrés y, con ello, la alteración de 
los resultados (Zymantiene et al., 2015). Aun así, las jaulas metabólicas se deben 
utilizar el menor tiempo posible para evitar generar ansiedad y malestar a los 
animales (Sahin et al., 2019) y la posible alteración de los resultados del estudio. 
 
 Para recoger la orina, se añadió 1 mL de aceite mineral al correspondiente 
colector para evitar su evaporación y 100 μL de azida sódica al 0,1 % para evitar la 
contaminación bacteriana.  
 
 Una vez recogida la orina se procesó mediante centrifugación a 2000 x g 
durante 8 minutos a temperatura ambiente. Este proceso permite separar la orina del 
aceite mineral y otros elementos (restos de comida, pelos del animal, etc.) con los que 
se hubiera podido contaminar la muestra. Posteriormente, se midió el volumen de 
orina utilizando una pipeta graduada y se determinó el flujo urinario (FU), que se 
expresa como mL de orina en 24 horas. Por último, la muestra se almacenó en 
alícuotas a -80 °C hasta su análisis. 
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Figura 8. Jaula metabólica individual. 
 
3.2 Recogida y procesamiento de las muestras de sangre 
 

Para la extracción de sangre los animales se anestesiaron previamente por 
vía inhalatoria con isoflurano al 5 % para la inducción y al 2 % para el mantenimiento. 
Se canuló la vena caudal con un catéter de 25 G y se recogió la sangre con capilares 
heparinizados. A continuación, con la ayuda de una micropipeta, se vaciaron los 
capilares vertiendo su contenido a tubos eppendorf fríos de 1,5 mL. La sangre se 
centrifugó a 7000 x g durante 4 minutos a 4 °C. El plasma se conservó a -80 °C para 
su posterior análisis. 
 
3.3 Perfusión y recogida de órganos 
 
 En los puntos de sacrificio indicados en la Figura 7 se perfundió a los animales 
con suero salino 0,9 % heparinizado 5 UI/mL antes de extraer las muestras de tejido 
renal. La perfusión con suero salino heparinizado remplaza la sangre contenida en 
los órganos del animal y limpia los tejidos facilitando así su estudio posterior. 
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 Para llevar a cabo esta técnica se usó una bomba de perfusión ajustada a un 
flujo de 3 mL/min, similar al fisiológico, para evitar posibles alteraciones en el tejido 
de interés a consecuencia del método experimental. Los animales se anestesiaron 
con pentobarbital sódico 50 mg/kg vía i.p. y se colocaron en posición decúbito 
supino. Se realizó una laparotomía media y se retiró el paquete intestinal hacia un 
lado para dejar a la vista la zona que se iba a perfundir. Se expuso la arteria aorta y 
su bifurcación y se limpió de tejido conectivo y adiposo circunstante. Se introdujo un 
catéter, previamente heparinizado, en la ramificación femoral de la arteria aorta y se 
recogió sangre en un tubo previamente heparinizado.  
 
 Una vez terminada la extracción de sangre, se conectó el catéter a la bomba 
de perfusión. Inmediatamente después se cortaron las venas iliacas para abrir el 
circuito y se interrumpió el flujo sanguíneo anudando mediante ligadura la aorta y la 
vena suprarrenal. De esta forma se realizó la perfusión únicamente de los riñones, 
mejorando el resultado de la técnica y evitando consumir suero salino heparinizado 
innecesario. Una vez perfundidos, los riñones se decapsularon rápidamente para 
evitar la degradación de proteínas y del ARN. Uno de los riñones se incluyó en 
formaldehido al 3,7 % pH 7, para los estudios histológicos, y el otro riñón se 
ultracongeló en nitrógeno líquido y se conservó a -80 °C para su posterior análisis 
por diferentes técnicas. 
 

4. DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS 
 
4.1 Medida de la creatinina en el plasma y la orina. Aclaramiento de creatinina 
 

 La creatinina es una proteína procedente del metabolismo muscular. Se 
elimina vía renal por filtración glomerular, de forma que cuando disminuye la 
filtración se acumula en la sangre y disminuye su excreción urinaria, ya que el 80-85 
% de su eliminación se debe a la filtración glomerular y el 15-20 % restante a su 
secreción tubular. El aclaramiento de creatinina (CrCl) es un valor utilizado para 
estimar la TFG, debido a que la CrP no se reabsorbe y se secreta en pequeñas 
cantidades, por lo que la cantidad de creatinina que aparezca en la orina dependerá 
mayoritariamente de la filtración glomerular (Delanghe y Speeckaert, 2011). 
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 Para determinar la concentración de la creatinina en el plasma y en la orina 
se utilizó el kit comercial Quantichrom Creatinine Assay siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Esta técnica se fundamenta en el método 
colorimétrico-cinético conocido como reacción de Jaffé (Husdan y Rapoport, 1968), 
según el cual la creatinina es capaz de unirse al ácido pícrico en medio alcalino y dar 
lugar a un complejo coloreado (complejo de Janvosky), cuya intensidad es 
proporcional a la concentración de la creatinina. 
 

 Para la medida de este parámetro en plasma se utilizaron 30 μL de la muestra 
y de los estándares de la recta patrón (rango 0,25-10 mg/dL de creatinina). Se añadió 
el volumen indicado y 200 μL de la mezcla de reactivos A y B del kit comercial 
(proporción 1:1) a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se midió la absorbancia 
en un espectrofotómetro a 490 nm inmediatamente después de añadir los reactivos 
(DO-0) y 5 minutos después (DO-5). En el caso de las muestras de orina, se utilizaron 
5 μL de cada una de las muestras, previamente diluidas 1:10, y de los estándares de 
la recta patrón de creatinina (rango 0,25-50 mg/dL). Se añadió el volumen indicado y 
200 μL de la mezcla de reactivos A, B y agua bidestilada (proporción 1:1:2) a cada 
pocillo, y se midió la absorbancia siguiendo los pasos explicados anteriormente. En 
ambos casos, se determinó la concentración de creatinina siguiendo los siguientes 
pasos: I. Se calculó la diferencia entre (DO-5) – (DO-0) de las muestras y de los 
estándares de la recta patrón; II. Se creó la recta patrón a partir de las absorbancias 
obtenidas para cada estándar utilizado; III. Se extrapoló la concentración de 
creatinina de cada una de las muestras y se tuvo en cuenta el factor de dilución en 
las muestras de orina. El ClCr, parámetro que estima la TFG, se calculó utilizando la 
siguiente fórmula: 

 

ClCr=
FU (mL

min)  x CrU ( mg
dL )

CrP ( mg
dL )

=TFG (
mL
min

) 

 
Donde ClCr es el aclaramiento de creatinina, CrP es la concentración de 

creatinina plasmática, CrU es la concentración de creatinina urinaria, FU es el flujo 
urinario y TFG es la tasa de filtración glomerular. 
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4.2 Determinación de la urea plasmática 
 
 La urea es un metabolito hepático cuyos niveles aumentan en la sangre 
cuando disminuye la filtración glomerular. Para la determinación de la concentración 
de urea en el plasma se utilizó el kit comercial Quantichrom Urea Assay. Este kit 
comercial se fundamenta en el método colorimétrico propuesto por Jung (Jung et al., 
1975), que describe la reacción que se produce entre la urea y dos moléculas, el 
ortoftalaldehído y el N-naptileno diamida para dar lugar a un compuesto coloreado 
cuya intensidad es directamente proporcional a la concentración de urea. Según el 
protocolo comercial, se pipetearon 5 μL de las muestras de plasma previamente 
diluidas 1:10 en una placa de 96 pocillos y de los estándares de la recta patrón de 
urea (0 a 50 mg/dL). Se añadieron 200 μL de la mezcla de reactivos A y B del kit 
comercial (proporción 1:1) a cada pocillo y se incubó la placa durante 20 minutos en 
oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, se midió la absorbancia de los 
pocillos en un espectrofotómetro a 520 nm. Tras obtener las absorbancias 
correspondientes a cada estándar se calculó la recta patrón y se extrapoló la 
concentración de urea de cada una de las muestras de plasma analizadas teniendo 
en cuenta el factor de dilución. 
 
4.3 Medida del INR en sangre 
 
 La medida del ratio internacional 
normalizado (INR de sus siglas en inglés 
International Normalized Ratio) se utiliza 
principalmente para el seguimiento de 
pacientes bajo tratamiento anticoagulante. 
La prueba del tiempo de protrombina (TP) 
mide el tiempo que tarda en formarse un 
coágulo en una muestra de sangre al agregar el reactivo de tromboplastina. Este TP 
se convierte matemáticamente al INR utilizando dos factores de corrección 
principales: el TP de un individuo control y el índice de sensibilidad internacional (ISI) 
(Dorgalaleh et al., 2021). Este parámetro se diseñó con el fin de estandarizar 
resultados. En este trabajo de investigación se midió el INR con el coagulómetro 
portátil CoaguCheck®.  
 

 El ISI depende del origen de la 
tromboplastina, y, por tanto, cada 
fabricante asigna un valor de este índice en 
función del reactivo utilizado para cada 
coagulómetro (Dorgalaleh et al., 2021). 

https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tratamiento_anticoagulante&action=edit&redlink=1
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4.4 Medida de la concentración de proteínas en la orina 
 

 Una elevada excreción urinaria de proteínas es un indicador de una 
alteración renal (glomerular, tubular o ambas). Para determinar la concentración de 
proteínas (ConcP) en nuestras muestras, se utilizó el kit comercial Quantichrom 
Protein Assay cuya técnica de análisis se basa en el método colorimétrico de 
Bradford (Bradford, 1976). El colorante utilizado, azul de Coomassie G-250, se une a 
los aminoácidos básicos de las proteínas en una solución ácida, lo que produce un 
cambio en la longitud de onda de absorción máxima del colorante pasando de 465 
nm a 595 nm. La intensidad de la absorbancia medida a 595 nm es proporcional a la 
concentración de proteínas en las muestras. 
 
 Siguiendo el protocolo del kit, se pipetearon 10 μL de las muestras de orina 
previamente diluidas 1:10, y de los estándares de una recta patrón de albúmina de 
suero bovino (BSA de sus siglas en inglés Bovine Serum Albumin) (rango 0 a 1 mg/mL) 
en una placa de 96 pocillos y se añadieron 200 μL del reactivo comercial previamente 
diluido 1:5. Se midió la absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro. Tras obtener 
las absorbancias correspondientes a cada estándar de la recta, se creó la recta 
patrón y se extrapoló la concentración de proteínas de cada una de las muestras 
analizadas teniendo en cuenta el factor de dilución. Los datos se analizaron con el 
programa Gen 5.0. La concentración de proteínas en las muestras de orina de los 
animales no nos reporta información relevante sobre su función renal, ya que es 
necesario tener en cuenta el volumen de orina en el que se han excretado dichas 
proteínas, es decir, su excreción. Por tanto, se determinó la excreción de proteínas 
totales por día, con el fin de valorar si estos animales presentaban proteinuria 
(excreción urinaria de proteínas superior a lo normal). Se calculó según la siguiente 
fórmula: 

 
 Donde ConcP es la concentración de proteínas en la orina y FU es el flujo 
urinario. 
 

Excreción urinaria de proteínas (mg/día) = ConcP (mg/mL) x FU (mL/día) 
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5. AISLAMIENTO DE VESÍCULAS URINARIAS 
 
5.1 Método de aislamiento por precipitación 
  

Para el aislamiento de vesículas procedentes de la orina se utilizó el kit 
comercial Exo-Quick-TC PLUS™. Este kit se basa en un método de precipitación donde 
los polímeros son capaces de precipitar VE urinarias mediante ultracentrifugación a 
baja velocidad (<20 000 g) (Merchant et al., 2017). 

 
Figura 9. Etapas del proceso de aislamiento de las VE urinarias por el método de precipitación. 
CDDP: Cisplatino 5 mg/kg; PBS: Tampón fosfato salino (de sus siglas en inglés Phosphate Buffered 
Saline).  
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 Para este procedimiento se utilizó un total de 15 mL de orina por grupo 
experimental. Ante el reducido FU de algunos animales, que impedía llegar al 
volumen indicado para obtener una cantidad de vesículas aceptable, se mezcló el 90 
% de la orina excretada de cada uno de los animales del mismo grupo, para formar 
una combinación única de orina del grupo control y otra del grupo CDDP. Los 15 mL 
iniciales fueron divididos en 3 tubos de 5 mL y a cada tubo se le añadió 1 mL de la 
solución de precipitación (Figura 9). 
 
 Después de una incubación a 4 °C durante toda la noche, se centrifugó la 
mezcla a 1500 x g durante 30 minutos a 4 °C. De este proceso se obtuvo un 
precipitado de aspecto blanquecino que se resuspendió, después de retirar los 
restos de fluido no servibles, en 250 μl de una solución de resuspensión y se añadió 
a las columnas con microesferas que fueron hidratadas previamente según las 
instrucciones del fabricante. De forma que, a cada columna se le añadieron las 
vesículas procedentes de 1 solo tubo inicial de orina. A continuación, se incubaron 
las microesferas purificadoras con la muestra durante 15 minutos en un agitador de 
noria y, por último, se centrifugó la mezcla a 8000 x g durante 5 minutos. El 
sobrenadante contenía las VE que se utilizaron para los análisis posteriores por 
Nanosight, Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) y nanoproteómica. 
 
5.2 Método de aislamiento por cromatografía de exclusión por tamaño  
 
 El aislamiento de vesículas de la orina de ratas individuales se llevó a cabo 
utilizando el kit comercial ExoUrine™EV Isolation. Este kit se basa en la cromatografía 
de exclusión por tamaño (SEC de sus siglas en inglés Size Exclusion Cromatography). 
En esta técnica se utiliza una columna de resina porosa (denominada fase 
estacionaria) capaz de separar las moléculas por tamaño gracias al diámetro de sus 
poros, que son capaces de atrapar las moléculas más pequeñas. Las moléculas de 
mayor dimensión, por el contrario,  al no ser capaces de adherirse al poro son 
arrastradas por la fase móvil eluyéndose en primer lugar (Yi Zhang et al., 2020). 
 
 Se necesitaron 1,5 mL de orina de cada animal. La muestra se procesó 
previamente con una primera centrifugación a 200 x g durante 10 minutos y una 
segunda a 1800 x g durante 10 minutos.  
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En primer lugar, se añadió la resina y un filtro en la columna.  A continuación, 
se añadieron 10 mL de solución de equilibrio para hidratar la resina y una vez 
hidratada, se añadió la muestra de orina suplementada con 75 μL de reactivo A y 75 
μL de reactivo B. Una vez que la resina absorbió toda la muestra, se añadieron de 
nuevo 10 mL de solución de equilibrio. Los primeros 8 mL fueron desechados y se 
recogieron los 2 mL siguientes como la fracción que contenía las VE purificadas. La 
muestra obtenida se utilizó para su análisis posterior por Nanosight y Western blot. 

 

6. NANOSIGHT 
 
Para el análisis de la distribución de tamaños y de la concentración de las 

vesículas obtenidas por las diferentes técnicas de aislamiento se utilizó el Nanosight 
NS300 (Servicio Científico- Técnico del Institut de Ciència de Materials de Barcelona-
CSIC). 
 

El Nanosight es un equipo que utiliza la dispersión de luz y el movimiento 
Browniano para obtener mediciones de concentración y distribución del tamaño de 
las partículas en una suspensión líquida, en este caso nuestras nanopartículas se 
encontraban en una solución similar al PBS. La muestra es atravesada por un rayo 
láser, y las partículas en suspensión en el camino de este haz, dispersan la luz de tal 
manera que pueden verse a través de un microscopio en el que está acoplada una 
cámara que, captura un video de las partículas en su movimiento Browniano natural. 
El software incorporado en el equipo rastrea las partículas individualmente y 
utilizando la ecuación de Stokes-Einstein calcula el diámetro hidrodinámico de cada 
una de ellas. 
 

7. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN  
 
 La preparación y la observación de la muestra se realizó en el Servicio de 
Microscopía de la Universidad de Salamanca. 
 
 Para la caracterización de las VE aisladas por el método de precipitación se 
utilizó la técnica e TEM. En primer lugar, se realizó una tinción negativa de las 
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muestras. Después, se colocó parafilm en una placa Petri, y sobre él, 40 μl de muestra 
teñida. A continuación, se depositó sobre la suspensión a contrastar una rejilla con 
una película Formvar y se incubó durante 4 minutos. Se lavó 2 veces con agua 
destilada y se secó. Una vez seca la preparación se añadió sobre ella una gota de 
acetato de uranilo 2 % y se dejó secar. Las imágenes fueron capturadas por un 
Microscopio electrónico de Transmisión Tecnai Spirit Twin a 120 kv. 
 

8. NANOPROTEÓMICA 
 
 La nanoproteómica se ha convertido en el método de elección para identificar 
proteínas y cuantificar los cambios dinámicos en los niveles de expresión de 
nanopartículas (Zhu et al., 2018). Esta técnica nos permite la identificación de posibles 
biomarcadores de DRA que estén contenidos en la fracción vesicular de la orina.  
 
8.1 Lisado de las VE y determinación de la concentración de proteínas 
 
 El volumen de muestra restante, que procedía de la mezcla de orinas de 
diferentes animales del mismo grupo, que no se utilizó para las técnicas de 
caracterización de las VE, se lisó. Para ello se utilizó un tampón de lisis (Tris base 20 
mM, pH 7,5, NaCl 140 mM, EDTA 50 mM, glicerol al 10 % e IGEPAL CA-630 al 1 %), 
suplementado con inhibidores de proteasas (aprotinina 1 mg/mL, leupeptina 1 mg/mL 
y fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) 100 mM) y de fosfatasas (NaF 0,5 M y Na3VO4 
100 mM) y posteriormente se sometió a ultrasonidos durante 15 minutos para 
descomponer al máximo las vesículas y que su contenido se vertiera.  
 
 La ConcP de los lisados se midió con el kit comercial Quantichrom Protein 
Assay y los datos se analizaron con el programa Gen 5.0. En este caso la muestra no 
se diluyó y se siguió el mismo procedimiento descrito en el apartado 4.2.  
 
8.2 Preparación de la muestra y electroforesis 
 
 El análisis nanoproteómico requería 70 µg de proteína vesicular por cada 
grupo experimental. Las proteínas de cada grupo se separaron en un gel diferente 
de acrilamida para su posterior tinción. 
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  La baja ConcP de las muestras hizo que el volumen a cargar en el gel de 
acrilamida fuera muy alto, de modo que se utilizaron geles de acrilamida caseros de 
5 pocillos para que el gel pudiera albergar el volumen requerido. Se prepararon 2 
geles del 10 % de acrilamida (Tris base 0,4 M, pH 8,8, persulfato de amonio (APS de 
sus siglas en inglés Ammonium PerSulfate) al 0,1 %, TEMED al 0,08 % y acrilamida 
diluida al 10 %) y en cada uno de los pocillos de los geles se cargaron 14 µg de 
muestra, a las cuales se les añadió el tampón de carga de Laemmli (Tris 125 mM, 
glicerol al 10 %, dodecil sulfato sódico (SDS de sus siglas en inglés Sodium Dodecyl 
Sulphate) al 2 %, β-mercaptoetanol al 1 % y azul de bromofenol al 0,0005 %; pH 6,8) y 
se hirvieron a 100 °C durante 5 minutos (Laemmly, 1970). 
 
 La electroforesis se realizó en cubetas Mini-PROTEAN®III. Los geles estaban 
sumergidos en un tampón de electroforesis (Tris 25 mM, Glicina 192 mM pH 8.3, SDS 
al 0,1 %), que favorece el proceso; el SDS se une a las proteínas y enmascara su carga 
positiva, de forma que, las cargadas negativamente se desplazan hacía el polo 
positivo separándose únicamente por su peso molecular. La electroforesis se paró 
cuando la muestra había entrado por completo en el gel separador. 
 
8.3 Tinción con azul de Coomassie 
 
 Para que las bandas de proteínas fueran más fáciles de identificar cuando se 
fueran a digerir para el análisis nanoproteómico, los geles obtenidos se tiñeron con 
Azul de Commassie. Esta tinción se basa en la unión no específica del tinte azul a las 
proteínas que, tras ser separadas por electroforesis, se fijan y tiñen simultáneamente. 
Las proteínas se detectan como una banda azul sobre un fondo claro (Wilson, 1983). 
 
 Para la fijación y tinción de las proteínas, los geles se incubaron con una 
solución fijadora de metanol al 50 %, ácido acético al 10 % y agua destilada durante 
2 horas. Después se añadió la solución de azul de Commassie R 250 al 0,05 % y se 
tuvo en agitación durante 4 horas. El último paso fue la decoloración del gel con una 
solución de metanol al 5 % y de ácido acético al 7 % para eliminar el exceso de tinte. 
Los geles se conservaron en ácido acético al 7 % y a 4 °C hasta el análisis 
nanoproteómico. El aspecto de los geles después de la tinción se puede observar en 
la Figura 10. 
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Figura 10. Aspecto de los geles de acrilamida después de la tinción con azul de Commassie. Cada 
gel contiene los lisados vesiculares procedentes de la orina de los diferentes grupos 
experimentales. Las bandas de color azul más intenso corresponden a las analizadas por 
nanoproteómica. 
 
8.4 Digestión de las proteínas contenidas en el gel de acrilamida 
  
 Para la digestión de las proteínas incluidas en los geles teñidos se cortaron 
las bandas de color azul  más intenso de cada gel en 5 fragmentos y se digirieron con 
tripsina siguiendo el método de Shevchenko (Shevchenko et al., 2006). 
 
 Los fragmentos cortados se 
destiñeron con acetonitrilo al 50 % y 
bicarbonato de amonio 50 mM. La 
reducción y la alquilación de proteínas 
se realizó con ditiotreitol 10 mM y 
yodoacetamida 55 mM.  Para la 
digestión de las proteínas se usó tripsina 
(6,25 ng/mL). La solución de péptidos 
resultante se acidificó con ácido 
trifluoroacético al 0,1 % y se desaló 
utilizando columnas C18-Stage-Tips. Las muestras se secaron parcialmente y se 

 LC-MS/MS es una combinación de 
cromatografía líquida con espectrometría 
de masas en tándem. Se utiliza para la 
identificación y cuantificación de las 
proteínas que hay en una muestra, 
mediante analizadores de masas que 
funcionan en serie para un resultado más 
óptimo  (Domon y Aebersold, 2006) 
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almacenaron a - 20 °C hasta que se analizaron por LC-MS/MS (de sus siglas en inglés 
Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry). 
 
8.5 Análisis LC-MS/MS 

 
Esta técnica implica la separación física de analitos en una muestra líquida 

seguida de su detección basada en masas. En nuestro caso nos informará de las 
proteínas más abundantes contenidas en los lisados vesiculares de ambos grupos. 
Para el análisis LC-MS/MS de fase inversa se utilizó un sistema nanoUPLC acoplado 
a un espectrómetro de masas LTQ Orbitrap XL con una fuente de iones de 
nanoelectrospray.  

 
 Los datos obtenidos se procesaron en el programa informático PeptideShaker 
y se analizaron con la base de datos UniProt como referencia.  
 

9. INGENUITY PATHWAY ANALYSIS (IPA) 
 
 El análisis de datos obtenidos a partir de la LC-MS/MS se realizó en 
colaboración con el UCD (University Collegue Dublin) Conway Institute de Irlanda. 
Para ello se utilizó el software Ingenuity Pathway Analysis® (IPA).  
 
 Se trata de un programa informático que alberga una gran colección 
estructurada de observaciones en varios contextos experimentales. La información 
que contiene ha sido seleccionada manualmente de la literatura biomédica o 
integrada a partir de bases de datos de terceros. De esta forma cuando el usuario 
carga los datos obtenidos en sus estudios “ómicos”, gracias a algoritmos, el 
programa los coteja con los suyos. De esta forma, es capaz de interpretar los datos 
en el contexto de procesos, vías y redes biológicas. En nuestro caso, nos permitió 
contextualizar las proteínas identificadas por nanoproteómica en diferentes 
procesos biológicos, vías canónicas y redes en las que estaban implicadas. La 
significación de las biofunciones y las vías canónicas se evaluó mediante el p valor. 
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10. CULTIVOS CELULARES 
 
 Los cultivos celulares se realizaron en una campana de flujo laminar vertical 
Gelaire TC-48 con material estéril. Los cultivos se mantuvieron en un incubador en 
atmósfera húmeda, a 37 °C con 5 % de CO2.  
 
10.1 Línea celular inmortalizada de células epiteliales renales de rata 
 
 Para este estudio se usó la línea celular NRK-52E (Figura 11). Se trata de una 
línea inmortalizada de tipo epitelial de túbulo proximal de rata (Rattus norvergicus).  
 

 
Figura 11. Células epiteliales renales NRK-52E en cultivo. Magnificación original: 400X.  
 
Mantenimiento de las células  
 
 Las células se cultivaron en placas de 100 mm y se mantuvieron a 37 °C con 
medio de cultivo DMEM/F-12 suplementado con 500 UI/mL de penicilina, 50 mg/mL 
de estreptomicina, L-Glutamina 1 % y FBS sin inactivar al 10 % (de sus siglas en inglés, 
Fetal Bovine Serum). Los pases se realizaron a una dilución 1:5-1:20 en función de la 
confluencia cada 48 horas. 
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10.2 Técnicas básicas de cultivos celulares 
 
Preservación de las células 
 
 Para congelar las células, en primer lugar, se tripsinizaron y centrifugaron 
como se describe en el apartado 10.2.2. Seguidamente, se resuspendieron en 0,9 mL 
de FBS frío sin inactivar y se pasaron a un vial de criopreservación. A continuación, 
cuidadosamente se añadió al vial 0,9 mL más de FBS frío sin inactivar con dimetil 
sulfóxido (DMSO) al 20 % para que la concentración final del DMSO fuera del 10 %. El 
criovial se almacenó dentro de un recipiente relleno de isopropanol en el que la 
temperatura va disminuyendo lenta y gradualmente siguiendo un gradiente de 1 °C 
por minuto cuando se introduce en un ultracongelador a - 80 °C. Después de 24 horas, 
las células se almacenaron en un tanque de nitrógeno líquido a - 196 °C. Se congela 
una placa de 100 mm confluente por cada criovial. 
 
 Para descongelar las células almacenadas en criotubos se introdujo el vial en 
un baño de agua a 37 °C y, cuando las células se despegaron de la pared del tubo, 
éstas se transfirieron rápidamente a 10 mL de medio de cultivo a 37 °C para diluir 
rápidamente el DMSO presente en el medio de congelación. Se centrifugó la 
suspensión celular a 600 x g durante 3 minutos y el precipitado se resuspendió en 5 
mL de medio de cultivo DMEM/F-12. Las células resuspendidas se pasaron a una 
placa Petri a la cual se le añadieron 5 mL más de medio. 
 
Tripsinización celular 
 
 Las células utilizadas son adherentes, por lo que para su mantenimiento y 
utilización en ensayos se necesita despegarlas de la placa, para ello se utilizó la 
técnica de la tripsinización celular. Después de retirar el medio y lavar con PBS 1X, se 
añadió Tripsina-EDTA 0,05 % para romper los enlaces de cationes divalentes que 
unen las células a la superficie de la placa. La acción de la tripsina se detuvo 
aproximadamente a los 3 minutos con medio de cultivo caliente, y las células se 
transfirieron a un tubo estéril. La suspensión celular se centrifugó a 600 x g durante 
3 minutos y el precipitado se resuspendió en la cantidad adecuada de medio de 
cultivo para hacer una resiembra o si el experimento lo requería, se procedió al 
recuento celular. 
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Recuento celular 
  
 Después de despegar las células, una muestra de la suspensión celular se 
mezcló en proporción 1:1 con azul de Trypan. Este colorante es capaz de penetrar en 
la membrana de células muertas o dañadas, pero no de células vivas, que se 
observan refringentes sobre el fondo azul del medio. A continuación, se depositaron 
10 µL de esta mezcla en una cámara de Neubauer previamente cubierta con un 
cubreobjetos y se procedió al contaje de los 4 cuadrantes. Después de la suma de las 
células de cada cuadrante, se hicieron los cálculos necesarios para obtener el 
número de células por mL.  
 
10.3 Tratamiento con cisplatino 
 
 Para analizar la expresión de las proteínas identificadas por nanoproteómica 
en las células y en su medio de cultivo, se realizó un ensayo que intentaba simular los 
experimentos realizados in vivo. Se utilizó el cisplatino como fármaco citotóxico. 
 
 La concentración de cisplatino que se determinó como la más idónea fue la 
de 60 µM. Las placas de 100 mm se sembraron con el mismo número de células 
(5,25x105), ya que este número permitía que la placa estuviera a una confluencia de 
aproximadamente el 80 % al día siguiente. Pasadas 24 horas, después de retirar el 
medio, todas las placas se lavaron con PBS 1X y se les añadieron 6 mL de medio 0 % 
FBS, para que ningún componente del suero interfiriera en los experimentos a 
realizar. La cantidad correspondiente de cisplatino se disolvió en medio de cultivo a 
37 °C para conseguir una solución madre a una concentración de 3 nM. De esta 
solución se cogió el volumen necesario para que mezclado con el medio de cultivo las 
placas de 100 mm quedaran a una concentración final del fármaco de 60 µM. Las 
placas se dejaron en incubación a 37°C con 5 % de CO2 durante 18 horas.  
 
10.3.1 Ensayo de viabilidad celular  
 
 Para comprobar la efectividad del tratamiento con el cisplatino se realizó un 
ensayo de viabilidad celular mediante el método del MTT.  
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 Este método se basa en la relación directa (en un determinado rango lineal) 
entre la cantidad de células metabólicamente activas (vivas) existentes en un cultivo, 
y la cantidad de formazán (sustancia de color morado azulado) que producen cuando 
se incuban con el sustrato amarillento MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio] (Mosmann, 1983). El viraje de color del medio de cultivo del amarillo, 
debido a la sal de tetrazolio, al morado (debido a los cristales de formazán) por parte 
de las células que producen nicotinamida adenina dinucleótido o nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato (cofactores necesarios en esta reacción de reducción), 
se cuantifica espectrofotométricamente mediante la determinación de la 
absorbancia a 595 nm. 
  
 Finalizado el tiempo de tratamiento (18 horas) se añadieron al medio de 
cultivo, en condiciones estériles, 600 μL de MTT (5 mg/mL en solución salina 
tamponada de PBS preparado según las especificaciones del fabricante). Tras 4 
horas de incubación a 37 °C en atmósfera de 5 % de CO2 y 95 % aire, donde las células 
vivas pudieron transformar el MTT a formazán, se añadieron 6 mL de SDS al 10 % en 
HCl 0,01 M para disolver los cristales de formazán producidos en el medio de cultivo. 
Todo ello se incubó durante toda la noche (o/n de sus siglas en inglés over night ) a 
37 °C en las mismas condiciones atmosféricas anteriormente descritas. Pasados 2 
días, se comprobó que los cristales estuvieran bien disueltos y se cuantificó la 
absorbancia a 595 nm con un espectrofotómetro. Un mayor número de células 
metabólicamente activas se corresponde con una mayor cantidad de cristales de 
formazán y, por lo tanto, con una mayor absorbancia. 
 
10.3.2 Ensayo de muerte celular  
 
 Para este experimento se sembraron 3x105 células en placas de 60 mm, este 
número permitía que las células estuvieran confluentes al día siguiente. Pasadas 24 
horas, se retiró el medio, se lavaron con PBS1X y se añadió el volumen necesario de 
una solución madre de cisplatino 3nM para obtener la concentración elegida (60 µM), 
como se describe en el apartado 10.3. El volumen final de medio de cultivo en las 
placas fue de 3 mL.  
 
 Con la ayuda una cámara acoplada a un Microscopio de fluorescencia 
Axiovert 200M, se tomaron fotografías cada 5 minutos durante las 18 horas de 
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tratamiento con cisplatino. Las células se mantuvieron en todo momento en una 
atmósfera húmeda, a 37 °C y 5 % de CO2. 
 

11. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN BLOT 
 
 La técnica de Western blot se utiliza para detectar proteínas específicas en 
una muestra. Esto se consigue gracias a la separación de las proteínas de dicha 
muestra en un gel de poliacrilamida en función de su peso molecular y su posterior 
trasferencia a una membrana. En la membrana, las proteínas son reconocidas por 
anticuerpos específicos (anticuerpos primarios) que reaccionan con los anticuerpos 
secundarios conjugados con la enzima HRP (enzima peroxidasa de rábano picante 
de sus siglas en inglés Horseradish Peroxidase); esta enzima al reaccionar con su 
sustrato (por ejemplo, el luminol al que oxida en presencia de peróxido de hidrógeno) 
produce una reacción fácilmente detectable y relativamente proporcional a la 
cantidad de proteína de la muestra (Gallagher et al., 2008). El esquema de todo el 
proceso de la técnica se puede observar en la Figura 12. 

 
En este trabajo de investigación se ha usado esta técnica para detectar 

proteínas en muestras de orina, tejido, medio de cultivo, extracto celular y extracto 
vesicular procedente de la orina.  

 

11.1 Obtención de los extractos de proteínas 
 

Para la extracción de proteínas tisulares se pulverizaron los riñones en hielo 
seco y se pesaron 20-30 mg del tejido pulverizado. Se lisó el tejido con 1 mL de tampón 
de lisis por 100 mg de tejido (composición descrita en el apartado 8.1), suplementado 
con inhibidores de proteasas y fosfatasas (composición descrita en el apartado 8.1). 
Con la ayuda de un politrón Ultra-turrax T8 se procedió a la homogenización de las 
muestras. Todo el proceso descrito se llevó a cabo en frío para evitar la degradación 
de las proteínas de las muestras. 
 

Para la obtención de extractos proteicos celulares se trabajó con las células 
en un estado de semiconfluencia (aproximadamente de un 80 %). Las placas con las 
células cultivadas se colocaron sobre hielo para ralentizar la degradación celular. Se 
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lavaron con PBS 1X frío y se lisaron con el mismo tampón de lisis frío utilizado en el 
tejido, suplementado con los inhibidores de proteasas y fosfatasas anteriormente 
indicados. Se lisó la muestra con el uso de rascadores. 
 
 En ambos casos el lisado se centrifugó a 14 000 x g a 4 °C durante 20 minutos. 
Después de la centrifugación se recogió el sobrenadante (extracto de proteínas) y las 
muestras se almacenaron a - 80 °C hasta su uso.  

 

Para el lisado de vesículas extracelulares procedentes de la orina de ratas se 
utilizó el mismo procedimiento que se describe en el apartado 8.1.  

 
11.2 Determinación de la concentración de proteínas 
 

Para la cuantificación de la ConcP del extracto celular y de tejido se utilizó el 
kit comercial colorimétrico DC™ Protein Assay, basado en el método de Lowry (Lowry 
et al., 1951).  

 
Previamente, se hizo una dilución 1:20 (del extracto de tejido) y 1:2 (del extracto 

celular). En una placa de 96 pocillos se hizo reaccionar cada muestra (5 μL), así como 
cada uno de los estándares de la recta patrón de concentraciones conocidas (0-1 
mg/mL de BSA) con los reactivos del kit (25 μL de la mezcla de reactivos A+S y 200 μL 
de reactivo B). Inmediatamente, se midió la absorbancia del producto de reacción a 
720 nm en un espectrofotómetro y se analizaron los resultados con el programa Gen 
5.0. A partir de la recta patrón de concentraciones conocidas de BSA se extrapolaron 
las concentraciones de proteínas de las muestras. 

 
Para la determinación de la ConcP del medio de cultivo y del lisado de VE se 

utilizó el kit comercial Quantichrom Protein Assay cuya técnica de análisis, como se 
ha descrito en el apartado 4.4 se basa en el método colorimétrico de Bradford. Las 
muestras de medio de cultivo se concentraron previamente utilizando las columnas 
comerciales de Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Unit. En este caso las muestras no 
se diluyeron para su análisis. Se midió la absorbancia a 595 nm en un 
espectrofotómetro y los datos se analizaron con el programa Gen 5.0  para obtener la 
recta patrón y extrapolar la ConcP de cada una de las muestras analizadas. 
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11.3 Preparación de las muestras, electroforesis y transferencia 
 

Para la preparación de las muestras de orina, primero se determinó el 
volumen de orina a cargar en función del FU diario correspondiente a cada animal. 
De manera que la cantidad de orina cargada fue proporcional al FU en relación 
1:1000. El volumen determinado se completó con H2O bidestilada hasta 21 μL. El 
volumen de medio de cultivo y de los lisados tisulares, celulares y vesiculares que se 
cargaron en el gel fue en función de la ConcP. 

 
Figura 12. Representación de los pasos generales de la técnica Western blot. Ac: anticuerpo. 
 

Las muestras se prepararon en condiciones desnaturalizantes y reductoras 
con el fin de deshacer su estructura tridimensional. Para ello, se añadió a las 
muestras el tampón de carga Laemmli, cuya composición se describe en el apartado 
8.1, y se hirvieron a 100 °C durante 5 minutos (Laemmly, 1970). Las proteínas se 
separaron mediante electroforesis vertical en geles comerciales de acrilamida 4–
20% Criterion™ TGX™ Precast Midi Protein Gel. Este paso se realizó en cubetas 
Criterion™ Vertical Electrophoresis Cell donde el gel se encontraba sumergido en un 
tampón de electroforesis cuya composición se cita en el apartado 8.1. En uno de los 
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pocillos del gel se cargó el marcador de proteínas de pesos moleculares conocidos 
PageRulerTM. 
 

Una vez que las proteínas se separaron por su tamaño se transfirieron a una 
membrana de difluoruro de polivilideno (PVDF de sus siglas en inglés Polyvinylidene 
Difluoride) para facilitar su detección por los anticuerpos en los pasos siguientes. Se 
utilizó el método de transferencia semiseca: se montó un “sándwich” poniendo en 
contacto el gel con la membrana y colocando una esponja sobre el gel y otra sobre la 
membrana y se humedeció con tampón de transferencia 1x Transfer Buffer. Para la 
transferencia se utilizó el equipo Trans-blot® Turbo que permite el paso de una 
corriente eléctrica a través del gel haciendo que las proteínas migren del polo 
negativo, donde se encuentra el gel, hacia el polo positivo donde se encuentra la 
membrana quedando atrapadas en ésta. 
 

11.4 Bloqueo e incubación con los anticuerpos 
 

Una vez finalizada la transferencia, para evitar uniones inespecíficas durante 
la inmunodetección se procedió al bloqueo. Para ello se incubó en agitación la 
membrana con tampón de bloqueo, BSA en tampón de lavado salino tamponado con 
fosfato (PBS 1X y Tween-20). A continuación, se incubó la membrana bloqueada con 
el anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo durante toda la noche a 4 °C 
en agitación. Seguidamente, se lavó la membrana con tampón de lavado y se incubó 
con el anticuerpo secundario (IgG conjugada con la enzima HRP, capaz de reconocer 
una región específica del anticuerpo primario) diluido en tampón de lavado durante 
1-2 horas a temperatura ambiente en agitación. Las Tablas 3 y 4 muestran los 
anticuerpos primarios y secundarios utilizados y su dilución.  
 

 
Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en el Western blot. Ac: anticuerpo; BSA: albúmina de 
suero bovino (de sus siglas en inglés Bovine Serum Albumine); GAPDH: enzima Gliceraldehído 3-
fosfato deshidrogenasa; o/n: toda la noche (de sus siglas en inglés over night); PAI-1: inhibidor del 
activador de plasminógeno -1 (de sus siglas en inglés Plasminogen Activator Inhibitor-1). 

Anticuerpo primario Referencia Casa Comercial Dilución % BSA Tiempo 
Ac de ratón anti-PAI-1 612025 BD Biosciencies 1:500 1 % 4° o/n 

     Ac de ratón anti-GAPDH AM4300 Ambion 1: 40 000 1 % 4° o/n 
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Tabla 4.  Anticuerpos secundarios utilizados en el Western blot. BSA: albúmina de suero bovino 
(de sus siglas en inglés Bovine Serum Albumine); HRP: enzima peroxidasa de rábano picante (de 
sus siglas en inglés Horseradish Peroxidase); IgG: inmunoglobulina G; RT: temperatura ambiente 
(de sus siglas en inglés Room Temperature). 
 
11.5 Revelado 
 

Para la detección de la señal emitida por el anticuerpo secundario, se utilizó 
una solución de ECL (Tris-HCl 1M, pH 9,35; luminol 2,2 mM, iodofenol 2,2 mM) 
suplementada con H2O2 al 0,03-0,06 %. La enzima HRP unida al anticuerpo 
secundario cataliza el H2O2 y libera O2 que oxida el luminol. El luminol oxidado emite 
una señal de luminiscencia que será mayor cuanta más proteína haya, puesto que se 
unirá a mayor cantidad de anticuerpo y habrá más catálisis enzimática. La 
quimioluminiscencia emitida se detectó con el equipo ChemiDocTM MP imager  y las 
imágenes resultantes se cuantificaron con el software Image Lab 6.0.1.  

 

12. ANÁLISIS DEL NIVEL DE EXPRESIÓN GÉNICA: PCR A TIEMPO REAL 
 
 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas en inglés 
Polymerase chain reaction), es una técnica que permite la amplificación de una 
determinada región del ADN gracias a la utilización de cebadores específicos que 
anillan a ambos lados de dicha región y a la capacidad de la enzima ADN polimerasa 
para sintetizar ADN nuevo mediante la copia de la secuencia de dicha región gracias 
a la elongación de los cebadores (Bessman et al., 1958). Para poder comparar la 
cantidad de ADN entre diferentes muestras se usa la técnica qPCR (de sus siglas en 
inglés quantitative real-time PCR), que permite la detección en tiempo real de los 
productos generados por PCR mediante un compuesto fluorescente.  
 

Anticuerpo 
Secundario 

Referencia Casa Comercial Dilución % BSA Tiempo 

Cabra anti- conejo IgG 
(H+L)-HRP 

4052-05 Southern Biotech 1:5000 3 % 2h RT 

Cabra anti- ratón IgG 
(H+L)- HRP 

1034-05 Southern Biotech 1:5000 3 % 2h RT 
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 Esta técnica se divide en 3 pasos: En primer lugar, se produce la 
desnaturalización, que tiene como resultado la apertura de la doble hélice de ADN. 
En segundo lugar, se produce el proceso de hibridación, donde los cebadores 
específicos se unen a las hebras de ADN. Y, por último, la elongación en la que se 
sintetiza la secuencia del ADN a amplificar gracias a la acción de la ADN polimerasa. 
Estas etapas se repiten durante sucesivos ciclos, de ahí su nombre de reacción en 
cadena, dando lugar a una amplificación exponencial del producto final (Mullis et al., 
1986). La amplificación de la secuencia al final de cada ciclo se puede conocer 
debido a la adición de un fluoróforo capaz de unirse al ADN de doble hélice cuando 
este se une tras la amplificación. Se requiere un software acoplado al termociclador 
para registrar la emisión de fluorescencia de cada muestra y generar una curva de 
amplificación sigmoidea.  
 
 En este trabajo se estudió la expresión de ARNm de las proteínas más 
relevantes identificadas en las VE urinarias, en el tejido renal mediante esta técnica. 
 
12.1 Extracción del ARN del tejido renal 
 
 Para la obtención del ARN de las muestras de tejido renal extraídas y 
ultracongeladas según se describe en el apartado 3.3, se utilizó el kit comercial 
NucleoSpin® RNA siguiendo las indicaciones del fabricante. Esta técnica se basa en 
la extracción del ARN mediante cromatografía de adsorción. En condiciones nativas 
los ácidos nucleicos son solubles en solución acuosa ya que están recubiertos de una 
capa de moléculas de agua. Tras la adición de iones caotrópicos al medio, los ácidos 
nucleicos se recubren de una capa hidrófoba y son fácilmente retenidos en la 
membrana de sílica de las columnas del kit, mientras que las proteínas, los 
metabolitos y otros contaminantes no se unen y, por lo tanto, son eliminados de la 
muestra durante los pasos de lavado.  
 
 En primer lugar, se pulverizó el tejido, se pesaron de 10 a 12 mg de este y se 
lisó con el tampón RA1 del kit suplementado con β-mercaptoetanol al 1 %. El lisado se 
filtró por unas columnas específicas, se diluyó con etanol al 70 % y se pasó a una 
columna capaz de retener los ácidos nucleicos en la membrana de sílica. Esta 
membrana se incubó con ADNasa recombinante para eliminar el ADN que pudiera 
permanecer en ella. Se hicieron 3 lavados para eliminar sales, metabolitos y 
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componentes macromoleculares y finalmente el ARN se eluyó con H2O libre de 
ARNasas para devolver la capa hidratante de agua alrededor de estos ácidos 
nucleicos y liberarlos así de la membrana en la que estaban retenidos. El ARN 
obtenido se cuantificó en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000  y se almacenó a 
- 80 °C. 
 
12.2 Obtención del ADNc 
 
 Para el análisis de la expresión génica se necesita ADN como sustrato de la 
reacción. La obtención de ADN complementario (ADNc) se llevó a cabo mediante la 
técnica de transcripción reversa de reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR de 
sus siglas en inglés Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) que permite 
sintetizar ADNc a partir de ARN gracias a la enzima transcriptasa reversa.  
 
 Para sintetizar ADNc se diluyó 1 µg de ARN de cada muestra con agua libre de 
ARNasas hasta un volumen final de 16 μL. A continuación, se añadieron 4 μL del 
reactivo iScript RT Supermix 5X que contiene transcriptasa reversa, dNTP, oligo (dT), 
random primers, inhibidor de ARNasas, estabilizadores de MgCl2 y el tampón de 
reacción. Los 20 μL totales se incubaron en un termociclador MyCycler a 25 °C 
durante 5 minutos, seguidos de 30 minutos a 42 °C y 5 minutos finales a 85 °C. El 
ADNc obtenido se almacenó a - 20 °C.  
 
12.3 Diseño de los cebadores 
                                                                                                                                                         
 Para el diseño de cebadores, se utilizó la base de genes del NCBI (de sus 
siglas en inglés National Center for Biotechnology Information). Mediante la 
herramienta Primer-BLAST se seleccionó la pareja de cebadores que mejor reunía los 
requisitos: porcentaje de pares GC en torno al 50 %, longitud del amplicón en torno a 
100 pb y grado de autocomplementariedad bajo. 
 
 Se llevaron a cabo dos pruebas para verificar el funcionamiento de la pareja 
de cebadores. En primer lugar, un gradiente de temperaturas consistente en una 
qPCR que utiliza diferentes temperaturas de anillamiento. Esta prueba permitió, por 
una parte, elegir la temperatura de anillamiento a la que mejor funcionasen los 
cebadores y, por otro lado, el análisis de la curva de disociación del producto de PCR 
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que permitió saber si se había amplificado un solo producto o había habido 
amplificaciones inespecíficas que invalidasen el uso de estos cebadores. Debido a 
la posibilidad de que dos productos de PCR de diferente longitud tuviesen una curva 
de disociación similar por su composición en pares de bases, se llevó a cabo una 
electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos en la PCR. De este modo, 
se pudo comprobar que la pareja de cebadores seleccionada ofrecía un solo 
producto.  
 
 Posteriormente, se comprobó la eficiencia de amplificación de la pareja de 
cebadores amplificando diluciones seriadas 1:3 de una muestra, y comprobando que 
el producto de PCR obtenido en cada muestra conservaba la proporción con respecto 
a la muestra sin diluir. Así, se elaboró una recta que enfrentaba el ciclo umbral (Ct de 
sus siglas en inglés Cycle threshold) con la dilución de la muestra. Se consideró válida 
la recta con un valor de R2 superior a 0,99. Además, la eficiencia, es decir, la 
proporción de ADN que rendía en la reacción de PCR en cada muestra o pendiente 
de la recta debía estar entre el 90 y el 110 %. Un resultado positivo en ambas pruebas 
validaba los cebadores para su uso. La secuencia del gen analizado se recoge en la 
Tabla 5.  
 

Gen Secuencia de los cebadores 5’ → 3’ Tª de anillamiento 
PAI- 1 CCATCTCCGTGCCCATGA 58° C 

 

Tabla 5. Cebador de diseño propio y condiciones empleadas en la qPCR. 
 
12.4 PCR a tiempo real 
 
 Para llevar a cabo la reacción de PCR, se mezclaron 1 μL de ADNc de cada 
muestra, 10 μL de la Supermix iQ™SYBR®Green, 0,4 μL de cada cebador y 8,2 μL de 
H2O bidestilada.  
 
 Se utilizó un termociclador iQTM 5 con el siguiente protocolo para llevar a cabo 
las diferentes etapas de la reacción: 5 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 30 segundos a 
95 °C (desnaturalización, etapa en la que se abre la doble hélice de ADN), 30 
segundos a la temperatura de anillamiento específica (unión de los cebadores a las 
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hebras de ADN), 30 segundos a 72 °C (elongación). El termociclador detecta la señal 
fluorescente emitida, siendo esta mayor cuanto mayor es el producto de PCR.  
 
 Cuando el protocolo finalizó, se produjo un aumento en la temperatura del 
termociclador de 70 °C a 90 °C que conlleva la desnaturalización del ADN y un 
decaimiento de la señal fluorescente, obteniendo la curva de disociación del 
producto de PCR. Para verificar la amplificación de un solo producto, esta curva debe 
ser única. El software establece una línea horizontal que corta a las curvas de 
amplificación de cada muestra cuando están en su fase exponencial, denominada 
línea de umbral. Posteriormente, a partir de los Ct de las muestras (ciclo de 
amplificación de cada muestra en el que la curva de amplificación en fase 
exponencial corta la línea de umbral) calcula los niveles de expresión relativos de las 
distintas muestras de estudio. Un Ct más bajo implica que en esa muestra se alcanza 
antes la fase exponencial de amplificación y por tanto hay una mayor cantidad de 
ADN del gen analizado. 
 

13. ANÁLISIS HISTOLÓGICO 
 
 Los riñones destinados a los estudios histológicos se fijaron con formaldehído 
tamponado al 3,7 % durante 24 horas para evitar su degradación. Después se 
deshidrataron en una concentración creciente de etanol desde el 50 % hasta 100 % 
para permitir que la parafina pudiera penetrar posteriormente en el tejido ya que no 
es miscible con el agua. Tras la deshidratación, el tejido se sumergió en xileno, para 
sustituir el etanol y por tanto favorecer la penetración de la parafina en el siguiente 
paso. Finalmente, se incluyó en parafina en una estufa a 60 °C durante 24 horas y se 
obtuvieron bloques, que se cortaron con un microtomo HM-310 en secciones 
transversales de 5 μm de grosor. Por último, los cortes se depositaron en un 
portaobjetos y se dejaron secar en la estufa durante 24 horas. Antes de realizar las 
diferentes tinciones, los cortes de tejido se desparafinaron con xileno y se 
rehidrataron haciéndolos pasar por una serie de graduaciones decrecientes de 
etanol (desde el 100 hasta el 76 %) hasta finalizar con una solución 100 % de H2O 
destilada. 
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13.1 Tinción con hematoxilina y eosina 
 
 Esta tinción permite el estudio de la morfología de las células que conforman 
el tejido y de las estructuras tisulares en conjunto, debido a los dos colorantes 
utilizados. La hematoxilina tiene afinidad por los ácidos, por lo que se une a los 
ácidos nucleicos y tiñe de azul los núcleos celulares. La eosina, debido a su afinidad 
por los compuestos básicos tiñe de color rosado el citoplasma de la célula. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Imágenes representativas de la zona cortico-medular y médula externa renal teñidas 
con hematoxilina y eosina. Magnificación original: 200X. En las imágenes se indican los distintos 
parámetros estructurales utilizados para evaluar el daño. DRA: Daño renal agudo; NTA: necrosis 
tubular aguda. 
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 Para teñir las muestras se introdujo el tejido desparafinado e hidratado en 
hematoxilina durante 10 minutos y en eosina durante 30 segundos. Posteriormente, 
se deshidrató de nuevo el tejido con alcohol siguiendo el mismo procedimiento 
descrito anteriormente. Tras la deshidratación, se añadió medio de montaje DPX a 
los portaobjetos y se colocó un cubreobjetos para proteger los cortes teñidos. Una vez 
secos, se observaron en un microscopio óptico Olympus BX51 y se realizaron 
fotografías para su análisis. Se realizó una valoración visual del grado de daño renal 
en la médula externa por ser la principalmente afectada por el tratamiento con 
cisplatino y por la isquemia (Figura 13). Para ello, se utilizaron 5 cortes renales teñidos 
con hematoxilina y eosina que provenían de animales controles y 3 y 5 cortes renales 
con la misma tinción de ratas a las que se les realizó una I/R y tratadas con CDDP 
respectivamente. 
 

14. ESTUDIO CON PACIENTES DE DRA 
 

Se analizó la proteína PAI-1 en la orina de pacientes con DRA de diferentes 
etiologías con el fin de estudiar si también se asocia a este síndrome en humanos. 

 
Consideraciones legales 
 

Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité de Ética local y se 
llevaron a cabo de acuerdo con los principios establecidos en la Declaración de 
Helsinki (Asamblea Médica Mundial) de 1964, el Convenio del Consejo de Europa 
sobre Derechos Humanos y Biomedicina, la Declaración Universal de la UNESCO 
sobre el Genoma Humano y Derechos Humanos de 1997, los requisitos establecidos 
en la legislación española en el campo de la investigación biomédica, protección de 
datos personales y bioética; así como lo dispuesto en la Ley 14/2007, de julio 3, de 
Investigación Biomédica; y RD 53/2013, de febrero. 
 

Antes de su inclusión, todos los pacientes de este trabajo fueron informados 
verbalmente del estudio que se estaba realizando. Además, se les entregó una “Hoja 
de información al paciente”, tras su lectura cada paciente firmó el consentimiento 
informado. 
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Descripción general 
 
Se recogieron muestras de orina de 72 voluntarios que pertenecían a la 

Unidad de Nefrología del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander, 
España). De los 72 pacientes, 9 eran controles y 63 tenían un DRA cuando ingresaron. 
Los datos demográficos de caracterización de la función renal, diagnóstico y otros 
parámetros de interés, fueron cedidos por el Servicio de Nefrología del mismo 
hospital. La función renal se monitorizó mediante la CrP, y el DRA se definió y clasificó 
de acuerdo con los criterios KDIGO. La orina recogida de los pacientes se utilizó para 
medir la ConcP con el kit comercial DC™ Protein Assay cuyo procedimiento se describe 
en el apartado 11.2, la NAG y para la cuantificación de NGAL y PAI-1 según se indica 
en el siguiente apartado. 
 
14.1 ELISA 

 
Los niveles de PAI-1 y NGAL urinarios se midieron utilizando la técnica ELISA, 

acrónimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, que es un ensayo de 
inmunoabsorción enzimática que permite la detección de un antígeno presente en 
una muestra mediante anticuerpos que, directa o indirectamente, producen una 
reacción cuantificable espectrofotométricamente (Engvall y Perlmann, 1971). En la 
Tabla 6 se muestran los ELISAS utilizados y las diluciones empleadas en cada uno de 
ellos.  
 

Proteína Nombre Rango de detección Dilución de muestras 

NGAL 
Human NGAL ELISA Kit 

036CE  
0,102-25 ng/mL Sin diluir 

PAI- 1 Human PAI-1 RAB0429 10-1000 pg/mL 1:2500 
 

Tabla 6. Resumen de los kits de ELISA utilizados. Ambos kits comerciales se realizaron siguiendo 
las indicaciones del fabricante. 

 
El tipo de ELISA empleado en este estudio fue de tipo “sándwich”. Se 

denomina así porque la proteína a detectar queda atrapada entre dos capas de 
anticuerpos, el de captura y el de detección. En este tipo de ELISA, la proteína a 
determinar queda inmovilizada en una superficie sólida mediante la unión al 
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anticuerpo de captura (Figura 14.2) previamente adherido al pocillo de la placa de 
ELISA. Una vez inmovilizada la proteína de interés, se añade un segundo anticuerpo 
primario conjugado con biotina, denominado anticuerpo de detección, que también 
se une a la proteína de interés, pero en un epítopo distinto al que lo hace el anticuerpo 
de captura (Figura 14.3). 
 

Tras un periodo de incubación, se añadió la proteína estreptavidina asociada 
a la enzima HRP. La estreptavidina tiene gran afinidad por la biotina del anticuerpo 
de detección, de manera que si hay proteína en las muestras de estudio se forma el 
siguiente complejo de unión: anticuerpo de captura-proteína-anticuerpo de 
detección-HRP estreptavidina (Figura 13.4). Finalmente, la adición de un sustrato 
coloreado (generalmente TMB, 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina) susceptible de ser 
modificado por esta última enzima permite obtener una señal visible por 
espectrofotometría (Figura 13.5). 

 
Se midió la densidad óptica a 450 nm con un espectrofotómetro ELx800, Bio-

Tek Instruments y los datos se analizaron con el programa Gen 5.0. La intensidad de 
color producido es directamente proporcional a la cantidad de proteína contenida en 
las muestras de estudio. Con la absorbancia determinada de cada uno de los 
calibradores de la recta estándar se creó la curva de concentraciones conocidas 
mediante la realización de un análisis de tipo 4PL (de sus siglas en inglés four 
Parametric Logistic), un modelo de regresión no lineal de uso común en ensayos 
biológicos.  
 

 
Figura 14. Representación esquemática de la técnica ELISA. Imagen adaptada de Biorender. 
Colored producto: producto coloreado; TMB substrate: sustrato TMB. 
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14.2 Excreción urinaria de NAG 
 
 El marcador de daño tubular NAG es una enzima lisosomal encargada de 
catalizar la hidrólisis de los enlaces glucosídicos. Para determinar su concentración 
se utilizó un kit comercial Diazyme N-acetyl-β-D-glucosaminidase Assay basado en 
su acción enzimática. La NAG hidroliza el compuesto 2-metoxi-4-(2’nitovinil)-fenil 2 
acetamida-2-deoxi- β-D-glucopiranosido en 2-metoxi-4-(2’nitrovinil)-fenol, producto 
que desarrolla color, a 505 nm de longitud de onda, en contacto con una solución 
alcalina. Siguiendo las indicaciones de la casa comercial, se pipetearon 10 μL de las 
muestras de orina y de una recta patrón estándar de concentraciones conocidas de 
NAG (0-46,9 UI/L) en una placa de 96 pocillos. Se añadieron 150 μL de la mezcla de 
reactivos R1+R2 (proporción 3:1) y se incubó la placa a 37 °C en una estufa Infors HT 
durante 5 minutos. Tras dicha incubación, se añadieron 50 μL del reactivo R3 a cada 
pocillo, reactivo que para la reacción y produce el viraje de color del compuesto 
formado, cuya absorbancia se midió a 505 nm en un espectrofotómetro ELx800, Bio-
Tek Instruments. Con la absorbancia determinada de cada una de las muestras de 
estudio y de los calibradores de la recta estándar, se calculó la recta patrón de 
concentraciones de NAG conocidas y se extrapoló a partir de ésta, la concentración 
de NAG en cada una de las muestras analizadas utilizando el programa Gen 5.0. 
 
 Tras obtener la concentración de NAG en las muestras de orina de los 
pacientes, se calculó la excreción urinaria de NAG diaria según la siguiente fórmula:  
 
 

Excreción urinaria de NAG (UI/mL)=
Conc NAG (UI/mL) 

CrU (mg/mL)
 

 

 
 Donde Conc NAG es la concentración de NAG en la orina obtenida por el kit, 
CrU es la concentración de la creatinina en la orina y UI son unidades internacionales 
de medida. 
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15. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
 En los experimentos in vivo se utilizaron al menos tres animales en cada 
grupo; en la experimentación in vitro se hicieron como mínimo tres experimentos 
independientes. Los datos se expresan como la media ± el error estándar de la media 
(EEM). Para comprobar la distribución de los datos se aplicó el test estadístico 
Shapiro-Wilk. En el caso de datos con distribución normal, se aplicaron estudios 
estadísticos paramétricos, mientras que, en el de datos con distribución no normal se 
aplicaron estudios estadísticos no paramétricos. 
 
 Para datos normales se utilizó el test estadístico de análisis de la varianza 
(ANOVA) de una o doble vía para determinar las diferencias significativas entre más 
de dos grupos de datos. En el caso de encontrar interacción en la ANOVA de doble 
vía o para determinar las diferencias entre dos grupos se aplicó el test estadístico de 
t de Student. Se consideró significativo un valor de p <0,05 y altamente significativo 
un valor de p<0,01. En caso de encontrar diferencias significativas en el estudio del 
ANOVA, se empleó para las comparaciones “post hoc” el test de Dunnet o Šídák para 
comparar cada grupo de estudio con el grupo control. 
 
 A los datos no normales se les aplicó el test de Kruskal-Wallis para comparar 
un mismo grupo en los diferentes puntos de estudio. En este caso se empleó el test 
de Dunn´s para las comparaciones “post hoc”. Para determinar las diferencias entre 
dos grupos se utilizó el test estadístico de Mann Whitney. En ambos casos se 
consideró significativo un valor de p<0,05 y altamente significativo un valor de 
p<0,01. Para analizar la correlación de los datos de pacientes se utilizó el coeficiente 
de correlación de Spearman. 
 
 En el análisis de los datos de qPCR, se aplicó una transformación logarítmica 
del valor de expresión relativa obtenido. Esto permitió transformar la distribución de 
los datos, con sesgo positivo, en una distribución normal. Sobre el valor transformado 
se aplicaron los estudios estadísticos mencionados. 
 
 Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa informático 
GraphPad Prism 9. 



 

93 

 

 MATERIALES Y MÉTODOS 

16. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS 
 
16.1 Tabla 7. Reactivos y productos utilizados 
 

Reactivo/Producto Referencia Casa comercial 
Aceite mineral 141003.1211 Panreac 
Ácido acético 71251 Merck 

ADNasa D5025 Merck 
Agujas 25 G 9186158 Braun 
Agujas 23 G 4657667 Braun 
Alcohol 96° 3496629 Acofarma 
Aprotinina A-1153 Merck 

APS A3678 Merck 
Azida sódica 6688 Merck 

Azul de Trypan T10282 Thermo Fisher Scientific 
Bisacrilamida 161-01107 Bio-Rad 

Albúmina sérica bovina A7906 Merck 
Buprex (Buprenorfina) 679588 Indivior 

Coomassie brillian blue R250 20278 Thermo Fisher Scientific 
Capilares heparinizados 7301 Deltalab 

Cebadores qPCR - Isogen Life Science 
Cisplatino P4394 Merck 

Columnas AmiconUltra-0.5 
Centrifugal Filter Unit 

UFC500324 Merck 

Crioviales 5000-0020 Thermo Fisher Scientific 
Cubreobjetos 200x200 Thermo Fisher Scientific 

Dieta estandarizada AØ4 Panlab 
DC™ Protein Assay (Lowry) 5000112 Bio-Rad 

DMEM/F12 BE12-719F Lonza 
DMSO 154938 Merck 

Dolethal (pentobarbital) 424126 Ventoquinol 
Eosina surgipath 353501601 Casa Álvarez 

Esponjas de transferencia 10026933 Merck 
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Etanol 100983 Merck 
ELISA PAI-1 Ab201283 Abcam 
ELISA NGAL 036CE Bioporto 

ExoQuick-TC PLUS™ EQPL10TC-1 System Biosciences 
Exo-Urine™ EV Isolation Kit EXOU100A-1 System Biosciences 

Filtros de jeringa 0,2 µm Z3559904 Merck 
Formaldehído 344198 Calbiochem 

Geles Criterion TGX 4-20% 5678094 Bio-Rad 
Glicina 161-0724 Bio-Rad 

H2O2 H-6520 Merck 
Hematoxilina de Harris 10-2332 Casa Álvarez 

Heparina 5% 6547533 Hospira 
IGEPAL CA-630 I3021 Merck 

iQ™ SYBR® Green Supermix 1708882 Bio-Rad 
iScript RT Supermix 170-8841 Bio-Rad 

Isoflurano (Vetflurane) 305845 Virbac 
Jeringuillas 1 mL 9161406V Braun 
Jeringuillas 2 mL 4606027V Braun 

Ketamidor® K1NAI027 Richter Pharma 
Leupeptina L-2023 Merck 
L-Glutamina G8540 Merck 

Luminol A8511 Merck 
Marcador 1kb 107-87-018 Termo Fischer Scientific 

Marcador pesos moleculares 
PageRulerTM 

26616 Termo Fischer Scientific 

Material quirúrgico - Fine Scientific Tools (F.S.T) 
Membranas de PVDF 10026933 Bio-Rad 

Metanol 34885 Merck 
Micropipetas - Gibson 

MTT (metil tetrazolio) M5655 Merck 
Na3VO4 S-6508 Merck 

NaCl S3014 Merck 
NaF 56776 Merck 

NAG kit colorimétrico DZ062A-K Diazyme Laboratories 
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Nucleospin® RNA II 740.955 Macherey Nagel 
Parafina - Casa Á 
PBS 5X 1610780 Bio-rad 

Penicilina - Estreptomicina 15410-122 Termo Fischer Scientific 
Pipetas de plástico de 5,10 y 25mL - Corning 
Placas de 96 pocillos para qPCR HSS9601 Bio-Rad 

Placas de cultivos 353003 Falcon 
PMSF (fluoruro de fenilmetil sulfonilo P-1585 Merck 

Puntas micropipeta con filtro - Neptune 
Puntas micropipeta sin filtro 200/80/16 Deltalab 

Quantichrom™ Creatinine assay kit DICT-500 BioAssay Systems 
Quantichrom™ Protein assay kit QPCR-500 BioAssay Systems 

Quantichrom™ Urea assay kit DIUR-500 BioAssay Systems 
Rascadores de células 353086 Falcon 

Suero bovino fetal 10270-106 Gibco 
SDS 152002C Bio-Rad 

Sutura 4/0 CO765073 Braun 
Sutura 6/0 CO765074 Braun 

TEMED (tetrametil-etilendiamina) 142093 PanReac 
Tampón de transferencia Trans-

blot® turbo™ 
10026929 Bio-Rad 

Tripsina 0,05% - EDTA 0,05 % 25300054 Gibco 
Tris-glicina 10X 1610771 Bio-Rad 

Tubos de plástico de 10, 15 y 20mL - Corning 
Tubos de plástico de 2 mL 4092.7N Deltalab 

Tween-20 P7949 Merck 
XILAGESIC 2% 25 ML 01CLR034 Calier 

β-mercaptoetanol M6250 Merck 
4–20% Criterion™ TGX™ Precast Midi 

Protein Gel 
5671094 Bio-Rad 
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16.2 Tabla 8. Equipos y aparatos utilizados 
 

Equipos/Aparatos Casa comercial 
Agitador Grant BOEKEL 

Agitador rotatorio Biocomp Navigator 
Almohadilla eléctrica Daga PH 

Baño húmedo Indelab 
Baño seco Termolyne, modelo 17600 

Bomba de infusión Dinko Instruments 
Campana de flujo laminar vertical Gelaire TC-48 Flow Laboratories 

Centrífugas Eppendorf 
ChemiDocTM MP Imagen Bio-Rad 

Cubetas Criterion™ Vertical Electrophoresis Cell Bio-Rad 
Cubetas Mini-PROTEAN®III Bio-Rad 

Espectrofotómetro Biotek Epoch Bio Tek 
Espectrómetro de masas LTQ Orbitrap XL Thermo Fisher Scientific 

Equipo de electroforesis Sub-Cell GT Wide Mini Bio-Rad 
Incubador de células Forma Scientific 3111 Thermo Fisher Scientific 

Estufa BioTek 
Fuente de alimentación Power Pac 3000 Bio-Rad 

Fuente de iones de nanoelectrospray Proxeon Biosystems 
Jaulas metabólicas Panlab 

Lector de placas ELISA Elx800 BioTek 
Máquina anestesia inhalatoria MSS Isoflurane 
Máquina de rasurar Golden A5 Oster 

Microscopio electrónico de Transmisión Tecnai Spirit 
Twin 120 kv 

- 

Microscopio de fluorescencia Axiovert 200M Carl Zeiss 
MyCyclerTM Bio-Rad Bio-Rad 
Nanodrop (ND-1000) Thermo Fisher Scientific 

Nanosight NS300 Malvern Panalytical 
NanoUPLC nanoAcquity Waters 
Politrón Ultra-turrax T8 IKA Labortechnick 
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Sonicador J.P Selecta 
Soporte agitador rotatorio Biocomp Navigator 

Termociclador iQTM 5 Bio-Rad 
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio-Rad 

Transiluminador GelDoc Bio-Rad 
Ultracongelador Thermo Fisher Scientific 

 
16.3 Tabla 9. Programas informáticos utilizados 
 

Programas/Software informáticos Casa comercial 
Axiovision Rel 4.8 Zeiss 

Image Lab 6.1 software Bio-Rad 
Ingenuity Pathway Analysis Qiagen 

DP Controller Olympus 
Gen 5.0 Bio-Tek 

GraphPad Prism 9 GraphPad 
iQTM 5 Optical System Software Bio-Rad 

Mendeley Desktop Mendeley 
Microsoft Excel 2016 Microsoft 
Microsoft Word 2016 Microsoft 

Primer Blast 
NCBI (National Center 

Biotechnology Information) 
Quantity One Bio-Rad 
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BLOQUE I: MODELOS EXPERIMENTALES DE DRA 
 
 A pesar de las mejoras significativas en la compresión de la fisiopatología y 
el manejo del DRA, su incidencia, su gravedad, la necesidad de TRR y sus 
consecuencias se han mantenido similares en los últimos años. Dentro de los tipos 
de daño renal, uno de los más comunes es el intrínseco (Farrar, 2018). Frecuentemente 
este daño causa una NTA que implica la destrucción de las células epiteliales de los 
túbulos. La isquemia grave, que conlleva la interrupción del aporte de oxígeno y 
nutrientes a las células o las toxinas o fármacos que alteran los procesos renales 
(Guyton y Hall, 2016) como el antineoplásico cisplatino, ampliamente utilizado para la 
terapia contra una gran variedad de tumores sólidos (Kelland, 1993; Wang y Lippard, 
2005; Jaggi y Singh, 2012) son algunos casos comunes que producen necrosis 
tubular. 
 

1. EL CISPLATINO Y LA ISQUEMIA PRODUCEN DRA 
 
1.2 Caracterización funcional del DRA 
 
 Para diagnóstico del DRA en clínica se han generado y consensuado las guías 
de clasificación RIFLE, AKIN y KDIGO, todas ellas basadas principalmente en la 
interpretación de los valores de la concentración de la CrP (Rahman, Shad y Smith, 
2012). Por ello, en este trabajo se midió este parámetro con el fin de evaluar el 
desarrollo de la función renal en los modelos animales generados. 
 
 Según la escala KDIGO, cuando la CrP aumenta de 1,5 a 1,9 veces respecto al 
valor basal, el paciente se encuentra en el estadio 1 de la enfermedad (Khwaja, 2012). 
Teniendo en cuenta que los valores basales de una rata se encuentran entre 0,4-0,7 
mg/dL (Bolant-Hernández et al., 1990), se estableció que en nuestros animales se 
produce un daño renal cuando sus valores de CrP son ≥ 1,5 mg/dL. Nuestros 
resultados mostraron que 4 días después de la administración del cisplatino y 24 
horas después de realizar una isquemia renal, se detecta un daño renal agudo que 
se refleja en el incremento de los niveles de CrP (Figura 15). Este aumento es entre 3,5-
5,7 veces superior el día de daño (Día 1 y Día 4) con respecto al basal (Día 0) en los 
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grupos de DRA. Los niveles del grupo control no presentaron cambios durante el 
experimento. 
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Figura 15. Evolución de la concentración de creatinina plasmática. Se muestran los valores de los 
animales controles (n=22), tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) (n=21), y a los que se les realizó 
una isquemia-reperfusión de 60 minutos (I/R) (n=6) en los diferentes puntos de estudio (Día 0, Día1 
y Día 4). Los valores se expresan como la media ± error estándar de la media (EEM). *p˂0,05 vs. 
Día 0 del mismo grupo; ***p˂0,001 vs Día 0 del mismo grupo. 
 
 La urea es un metabolito tóxico resultante de la degradación de las proteínas 
ingeridas en el hígado y cuya eliminación es principalmente por filtración renal 
(Baum, Dichoso y Carlton, 1975). Sus niveles plasmáticos en condiciones fisiológicas 
se mantienen entre 5-20 mg/dL pero, cuando la función renal se encuentra alterada, 
sus niveles aumentan debido a la reducción de la filtración glomerular al igual que 
ocurre con la CrP. Sin embargo, no es la única circunstancia donde los valores de 
urea plasmática se elevan, por este motivo no es un parámetro especialmente 
sensible ni específico de la función renal en el contexto del daño renal. La producción 
metabólica de la urea puede estar influenciada por diferentes circunstancias como 
la absorción de proteínas del paciente, pero también por traumatismos, lesiones 
tisulares, la medicación y las hemorragias (Rossaint y Zarbock, 2016). Asimismo, las 
disfunción hepática o la baja captación de proteínas puede reducir los niveles de 
este metabolito en plasma sin estar afectada la función renal (Traynor et al., 2006). 
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 En la Figura 16 se observa que los niveles de urea plasmática en los grupos 
de daño renal experimentaron un fuerte aumento con respecto a su basal (Día 0) y al 
grupo control. Estos resultados junto con los datos de CrP indican un fallo en la TFG. 
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Figura 16. Evolución de la urea plasmática. Los valores que se muestran son de animales controles 
(n=22), tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) (n=21), y a los que se les realizó una isquemia-
reperfusión de 60 minutos (I/R) (n=6) en los diferentes puntos de estudio (Día 0, Día 1 y Día 4). Los 
valores se expresan como la media ± el error estándar de la media EEM. ***p˂0,001 vs. Día 0 del 
mismo grupo. 
 
 Para completar la evaluación de la función renal se midieron los valores de 
proteinuria y se determinó el ClCr.  
 
 La estimación de la TFG se basa en el ClCr, es decir, el volumen de sangre que 
queda depurada de creatinina en un tiempo determinado (Shahbaz y Gupta, 2021). El 
aumento de factores liberados durante un estímulo isquémico y tóxico tras la lesión 
del endotelio, producen una vasoconstricción de las arteriolas aferentes y de la 
microvasculatura renal que compromete la microcirculación del riñón, lo que explica 
la reducción brusca de la TFG (J. A. Winston y Safirstein, 1985; Bonventre y Zuk, 2004). 
Además, la TFG también se reduce debido a la paulatina destrucción y 
desorganización del epitelio tubular de la nefrona. Los datos de ClCr mostraron que 
a TFG disminuye bruscamente en ambos modelos de DRA (Figura 17) coincidiendo con 
los días donde la CrP se encuentra elevada, por lo que en esos puntos de estudio (Día 
1 y 4) la función renal se encuentra alterada. 
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Figura 17. Evolución de los valores del aclaramiento de creatinina. Los valores que se muestran 
son de animales controles (n=22), tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) (n=21), y a los que se les 
realizó una isquemia-reperfusión de 60 minutos (I/R) (n=6) en los diferentes puntos de estudio (Día 
0, Día1 y Día 4). Los valores se expresan como la media ± error estándar de la media (EEM). 
***p˂0,001 vs. Día 0 del mismo grupo. 
 
 Una elevada excreción urinaria de proteínas se puede deber a un daño 
tubular que altere los mecanismos de reabsorción de las proteínas, a una alteración 
en la barrera de filtración glomerular que tenga como consecuencia un aumento de 
la permeabilidad a las proteínas o a una combinación de ambos mecanismos 
(Emeigh Hart, 2005). El daño tóxico e isquémico están estrechamente relacionados 
con una lesión de las células tubulares (Kohn et al., 2002; Kanagasundaram, 2014), 
por lo que cuando esto ocurre se produce una alteración de la reabsorción tubular y 
como consecuencia aparece proteinuria. Además, la propia desepitelización tubular 
causada por la NTA provoca el desprendimiento de las células epiteliales y su vertido 
al lumen tubular (Molitoris y Marrs, 1999), y por tanto, a la orina lo que también 
contribuye al aumento de este parámetro. 
 
 El rango normal de excreción urinaria de proteínas en una rata de laboratorio 
es de unos 5 mg/día (Bolant-Hernández et al., 1990), pudiendo aumentar su valor 
hasta 10 veces en modelos de NTA. Los resultados obtenidos en este estudio 
mostraron que la proteinuria de los animales tratados con CDDP presenta unos 
valores 2-3 veces superiores a los de su basal (Día 0), al igual que los animales que 
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han sufrido una isquemia (Figura 18). Según la bibliografía, la proteinuria que 
aparece en ambos modelos parece tener un origen tubular, es decir, se produce por 
una afectación de la reabsorción tubular de las proteínas filtradas (Martínez-
Salgado, López-Hernández y López-Novoa, 2007; Bulacio y Torres, 2013). 
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Figura 18. Evolución de la proteinuria. Los valores que se muestran son de animales controles 
(n=22), tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) (n=21) y a los que se les realizó una isquemia-
reperfusión de 60 minutos (I/R) (n=6) en los diferentes puntos de estudio (Día 0, Día1 y Día 4). Los 
valores se expresan como la media ± el error estándar de la media (EEM).  *p˂0,05 vs. Día 0 del 
mismo grupo. 
 
1.2 Caracterización histológica del DRA 
 
 Para caracterizar las alteraciones estructurales que produce un DRA 
intrínseco se analizaron histológicamente los riñones de animales controles y de 
ambos grupos de daño renal mediante la tinción con hematoxilina y eosina. Dado 
que tanto el cisplatino como la isquemia inducen la mayor parte del daño en la 
médula externa (Sharfuddin y Molitoris, 2011; Xu et al., 2015) se ha evaluado a fondo 
esta zona, aunque también se ha comprobado la ausencia de daño en otras partes 
del riñón.  
 
 La tinción con hematoxilina y eosina permite observar algunas alteraciones 
de la estructura de un órgano. Los resultados mostraron que en ambos modelos de 
daño renal se produce una necrosis tubular masiva, con pérdida de la integridad 
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tisular y acumulación de restos celulares en los túbulos, donde se forman cilindros de 
material hialino que obstruyen el lumen tubular (Figura 19). Se sabe que la principal 
manifestación estructural tanto de la isquemia como del cisplatino es el daño de los 
túbulos proximales, característico de la NTA (Hanif, Bali y Ramphul, 2021). La necrosis 
tubular, el desprendimiento de las células epiteliales, la obstrucción y la dilatación 
tubular, y la pérdida del borde en cepillo son características típicas de la NTA (Hanif, 
Bali y Ramphul, 2021). 

 
Figura 19. Caracterización histológica de los modelos experimentales de DRA. En la figura se 
muestran imágenes representativas de la corteza y la médula externa (x400) de muestras de riñón 
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(n= 6 por grupo) teñido con hematoxilina y eosina de ratas Control, tratadas con cisplatino 5 mg/kg 
(CDDP) y a los que se les realizó una isquemia-reperfusión de 60 minutos (I/R) en el punto de 
máximo daño renal. Los asteriscos señalan los cilindros hialinos, las flechas representan 
desepitelización y NTA y las cruces indican la presencia de túbulos amorfos y dilatación tubular. 
DRA: daño renal agudo; NTA: necrosis tubular aguda. 
 
 Las ratas controles muestran un parénquima renal normal con túbulos y 
glomérulos intactos, mientras que en los modelos de DRA se observa una evidente 
necrosis tubular con una marcada desepitelización tubular y acumulo de material 
hialino además de dilatación tubular. Estos resultados indican que efectivamente 
existe un daño estructural renal causado por el tratamiento con cisplatino y por la 
isquemia. 
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BLOQUE II: IDENTIFICACIÓN DE BIOMARCADORES VESICULARES 
URINARIOS DE DRA 
 

2. CARACTERIZACIÓN DE LAS VESÍCULAS EXTRACELULARES URINARIAS 
 
 Las vesículas extracelulares son estructuras membranosas secretadas por 
casi todos los tipos de células a los diferentes fluidos corporales. Por su tamaño y 
biogénesis se clasifican principalmente en exosomas, microvesículas y cuerpos 
apoptóticos. Su composición molecular es similar a la de su célula de origen, definida 
tanto por la carga interna como por los componentes presentes en la membrana. Ésta 
parece indicar en qué mecanismos específicos participan (Schorey et al., 2015; 
Karpman, Ståhl y Arvidsson, 2017; Gurunathan et al., 2019).  
 
 Algunas características como el tamaño, la morfología, la concentración, el 
origen celular y la composición molecular son utilizadas comúnmente para su 
caracterización. 
 
2.1 Identificación de las VE urinarias según su tamaño 
 
 Las VE comprenden una amplia y heterogénea población de partículas 
difíciles de diferenciar, ya que los protocolos actuales para su aislamiento de fluidos 
biológicos no son los suficientemente sensibles y específicos para ayudar a su 
distinción (Willms et al., 2016).  
 
 Los métodos de aislamiento de VE urinarias se pueden dividir en técnicas 
basadas en propiedades fisicoquímicas (tamaño y densidad) o en enriquecimiento 
por afinidad y polímeros de exclusión, cada una de ellas con sus ventajas y 
limitaciones en cuanto a la pureza y el rendimiento con respecto a una aplicación 
posterior (Svenningsen, Sabaratnam y Jensen, 2020). Es por ello por lo que no existe 
un consenso sobre un método óptimo que deba utilizarse de manera uniforme para 
aislar y purificar estas vesículas. La elección de un método más eficiente depende 
del objetivo científico y de las aplicaciones posteriores que se quieran llevar a cabo 
(Lötvall et al., 2014).   
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 La composición de los exosomas, debido a su origen endosómico, contiene 
una serie de proteínas abundantes como ALIX, TSG101, así como algunas 
tetraspaninas (CD9, CD63, CD81) o proteínas de choque térmico (HSC70 y HSP90) 
(Merchant et al., 2017; Svenningsen, Sabaratnam y Jensen, 2020) que se utilizan para 
su caracterización. Por su parte, el perfil proteómico de las MV depende en gran 
medida del método de aislamiento. Existe una categoría de proteínas denominadas 
“marcadoras”, independientes del origen celular, cuya presencia depende del  
proceso de biogénesis (Østergaard et al., 2012). Debido a su formación por gemación 
de la membrana plasmática, contienen principalmente proteínas citosólicas y 
asociadas a la membrana plasmática como las tetraspaninas (Escola et al., 1998). La 
composición de los cuerpos apoptóticos contrasta  con la de los exosomas y las MV, 
ya que a diferencia de ellos, contienen orgánulos intactos, cromatina y pequeñas 
cantidades de proteínas glicosiladas (Kerr, Wyllie y Currie, 1972; Borges, Reis y Schor, 
2013). Por lo tanto, se espera observar niveles más altos de proteínas asociadas con 
el núcleo (histonas), mitocondrias (HSP60), aparato de Golgi y RE (GRP78). Sin 
embargo, aún no se ha identificado ningún marcador que esté presente en todas las 
clases de VE. Por ello, para diferenciar entre las poblaciones vesiculares contenidas 
en una muestra una de las técnicas más utilizadas es el análisis de seguimiento de 
nanopartículas (ASN), que permite identificarlas por su tamaño.  
 
 Nuestros resultados confirmaron la presencia de vesículas en ambas 
muestras de estudio. El carácter no simétrico de los datos obtenidos de distribución 
de tamaño observados en la Figura 20, indica que las suspensiones analizadas 
contenían una población heterogénea de partículas, predominantemente 
microvesículas (> 100 nm) (Akers et al., 2013). La concentración de partículas en la 
muestra control fue mayor con respecto a la muestra de CDDP con 9,30E11 +/- 3,77E10 
frente a 6,73E11 +/- 1,79E10 partículas/mL. Pero en cuanto a la distribución, se 
observan ciertas similitudes. El tamaño vesicular predominante en las muestras 
control y CDDP fue de 135,3 +/- 5,8 nm y 129,5 +/- 4,6 nm respectivamente. Sin 
embargo, dentro de las vesículas del grupo CDDP se encontraron concentraciones 
aceptables de microvesículas de un tamaño de entre 250-450 nm que no aparecen 
en la población control. Este hecho deja patente las limitaciones de la técnica de 
aislamiento incluso en muestras preparadas simultáneamente. Aunque el método de 
precipitación es eficaz para medir la concentración de VE, tiene el inconveniente de 
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coprecipitar proteínas contaminando así la muestra y afectando a la pureza de ésta 
(Svenningsen, Sabaratnam y Jensen, 2020). 

 
Figura 20. Concentración y distribución de los tamaños de las VE urinarias. Medida realizada por 
la técnica de Nanosight en la muestras obtenidas a partir de la orina de animales control (n=3) y 
tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) (n=5) en el día 4 del estudio (punto temporal de máximo 
daño renal). La gráfica muestra el valor medio que se obtiene de 3 medidas de la misma 
suspensión ± el error estándar de la media (EEM). La técnica de aislamiento de VE urinarias 
utilizada es la precipitación. E: exponencial; VE: vesículas extracelulares. 
 
2.2 Análisis morfológico de las VE urinarias 
 
 La Sociedad Internacional de Vesículas Extracelulares (ISEV de sus siglas en 
inglés International Society for Extracellular Vesicles) ha proporcionado unos 
estándares para la caracterización experimental de las VE. Esta guía indica que se 
deben utilizar al menos 2 tecnologías diferentes para caracterizar las VE.  Entre las 
más utilizadas se encuentra la TEM. En el caso de haber utilizado la ASN como técnica 
para el primer análisis de las VE, la ISEV recomienda utilizar alguna técnica de 
imagen, ya que la ASN no distingue las vesículas de membrana de las partículas 
coaisladas no membranosas de tamaño similar. Además, señala que las imágenes 
adquiridas deben mostrar un campo amplio que abarque múltiples vesículas 
además de imágenes ampliadas de vesículas individuales. 
  
 La observación del producto aislado con la técnica de TEM (Figura 21) después 
de la tinción negativa reveló la presencia de VE en la muestra. Las partículas 
presentaban forma de copa, tal y como se describe en la bibliografía (Colombo, 



 

111 

 

 RESULTADOS 

Raposo y Théry, 2014). Se sabe que su 
apariencia es un artefacto del paso de 
fijación/contraste que forma parte del 
proceso de tinción, ya que induce el 
encogimiento de las estructuras. 
Algunos tipos de vesículas observadas 
por la técnica de Cryo-EM, donde no es 
necesario una tinción, presentan una 
morfología redonda (Conde-Vancells 
et al., 2008; Raposo y Stoorvogel, 2013). 
 

 
Figura 21. Imágenes representativas de las VE urinarias. Las imágenes obtenidas por la técnica 
de TEM, corresponden a las VE urinarias contenidas en la orina de animales control (n=3) y 
tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) (n=5) en el día 4 de estudio (punto temporal de máximo 
daño renal). La técnica de aislamiento de VE urinarias utilizada es la precipitación. VE: vesículas 
extracelulares. VE: vesículas extracelulares. 

 
 
 

 La Cryo-EM por sus siglas en 
Cryogenic Electron Microscopy,  es una 
técnica de criomicroscopía en la que la 
muestra se vitrifica en etano líquido para 
poder ser observadas al microscopio sin 
ninguna alteración, ya que el líquido donde 
se prepara previene la formación de 
cristales de hielo que alteraría la estructura 
celular (Conde-Vancells et al., 2008; Raposo y 
Stoorvogel, 2013). 
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3. ANÁLISIS NANOPROTEÓMICO DE LAS VESÍCULAS URINARIAS 
 
 La identificación del contenido proteico de las VE puede realizarse por 
diferentes técnicas (Szatanek et al., 2017), no obstante, para una determinación más 
rigurosa se requiere la aplicación de una combinación de los métodos actuales con 
la adición de las tecnologías “ómicas”. La proteómica basada en espectrometría de 
masas  se ha convertido en uno de los métodos más elegidos para el estudio del perfil 
proteico de pequeñas partículas y la cuantificación de sus cambios en los niveles de 
expresión (Aebersold y Mann, 2016). 
 
 Para este estudio se realizaron dos análisis del perfil proteico de la fracción 
vesicular urinaria de ratas con y sin daño renal. En un primer análisis se identificaron 
1824 proteínas que pertenecían al grupo control y 1367 que correspondían al grupo 
CDDP, de las cuales 1234 coincidían con las encontradas en el grupo de animales sin 
daño renal. Lo interesante de este estudio fue el descubrimiento de 133 proteínas que 
únicamente se encontraban en las vesículas de los animales con afectación renal 
(Figura 22a). En la segunda parte del estudio se tuvieron en cuenta las proteínas, 
reconocidas en el primer análisis, del grupo control (1824) y, además se identificaron 
2479 pertenecientes al grupo CDDP en conjunto con otro grupo experimental de DRA 
inducido por un antibiótico potencialmente nefrotóxico que coincidían entre sí y a la 
vez con proteínas del grupo control. En este caso se encontraron 159 proteínas únicas 
de ambos grupos de DRA (Figura 22b). 

 
Figura 22. Datos obtenidos del análisis nanoproteómico de las VE urinarias. a. El sector negro 
corresponde al número de proteínas identificadas en las VE del grupo control, la fracción gris 
representa las proteínas encontradas en las VE del grupo de animales tratados con cisplatino 5 
mg/kg (CDDP) que coinciden con las presentes en el grupo control. La porción blanca muestra las 
proteínas que se encuentran únicamente en las VE del grupo CDDP. b. La sección de color negro 
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se corresponde con el número de proteínas identificadas en las VE del grupo control, la parte gris 
indica en este caso las proteínas encontradas en las VE del grupo CDDP y el grupo experimental 
de DRA inducido por un antibiótico nefrotóxico que coinciden con las halladas en el grupo control. 
La zona de color blanco muestra proteínas únicas de las VE de los grupos de DRA coincidentes 
entre sí. VE: vesículas extracelulares. 
 
 Después de los análisis proteómicos, se obtienen largas listas de proteínas 
que pueden ser difíciles de interpretar o deducir en qué procesos están involucradas. 
Durante estos años se han ido generando bases de datos con información sobre las 
funciones o vías en las que participan las proteínas identificadas en este tipo de 
estudios, con el fin de que puedan servir para contextualizar biológicamente posibles 
resultados ómicos futuros. Los conjuntos de datos de expresión proteica de este 
estudio (Figura 22) se cargaron en el software IPA para determinar las vías 
relacionadas con las proteínas reconocidas en el grupo de daño renal inducido por 
cisplatino.  
 
 El software informó de cinco vías canónicas principales en las que estaban 
implicadas las proteínas contenidas en las VE (Tabla 10). Al cotejar con el programa 
los 133 datos indicadas en la Figura 22.a, que pertenecían únicamente al grupo CDDP, 
se observó que la vía más destacada fue la de la coagulación, cuya relación entre las 
proteínas identificadas y las ya definidas en la bibliografía era de un 20 %. Además 
2 de las 4 principales vías canónicas restantes, estaban relacionadas con las vías de 
activación de la protrombina que conforman el sistema de la coagulación con los 
siguientes porcentajes de relación más altos.  
 

 
Tabla 10. Principales vías canónicas en las que están involucradas las proteínas identificadas en 
las VE urinarias durante un DRA causado por cisplatino.  En la tabla se muestran los resultados 
obtenidos tras el análisis IPA. Las vías canónicas están ordenadas en función del p-valor (p <0,05). 
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También se muestra el porcentaje de relación entre las proteínas detectadas en la muestra y las 
ya descritas en las bases de datos, que contiene en programa informático, relacionadas con la 
misma vía. DRA: daño renal agudo; VE: vesículas extracelulares. 
 
 El análisis de los datos que se muestran en la Figura 22.b, que corresponden 
al grupo control y a los dos modelos de DRA, determinó que la vía con mayor 
relevancia fue la del complemento, seguida de la vía del sistema de coagulación que 
tenía el segundo porcentaje más alto en relación.  Las vías intrínseca y extrínseca de 
la activación de la protrombina, que forman parte del sistema de coagulación, 
también están presentes en la lista de las principales vías canónicas. 
 

 
Tabla 11. Principales vías canónicas en las que están involucradas las proteínas identificadas en 
las VE urinarias durante un DRA causado por cisplatino o un antibiótico potencialmente 
nefrotóxico. En la tabla se muestran los resultados obtenidos tras el análisis IPA. Las vías 
canónicas están ordenadas en función del p-valor (p <0,05). También se muestra el porcentaje de 
relación entre las proteínas detectadas en la muestra y las ya descritas en las bases de datos, que 
contiene en programa informático, relacionadas con la misma vía. DRA: daño renal agudo; VE: 
vesículas extracelulares. 
  
 Las VE están involucradas en la mayoría de los procesos fisiológicos, entre 
ellos en la coagulación, la agregación plaquetaria y la trombosis, en los que tienen 
importante papel (Karpman, Ståhl y Arvidsson, 2017). Las propiedades protrombóticas 
de las microvesículas y los exosomas se asocian principalmente con la exposición de 
la fosfatidilserina cargada negativamente y el factor tisular (Satta et al., 1994). La 
fosfatidilserina de las VE proporciona sitios de unión para el ensamblaje de factores 
de coagulación seguido de la generación de trombina (Owens y MacKman, 2011; 
Skotland, Sandvig y Llorente, 2017). Por su parte, el factor tisular normalmente está 
encriptado pero puede exponerse en las VE liberadas de algunos tipos celulares 
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como las células endoteliales (Combes et al., 1999) y formar un complejo con el factor 
VII/VIIa, activando así la vía extrínseca de la coagulación. En el contexto renal, se ha 
descubierto que las VE modulan las cascadas de complemento y coagulación durante 
las lesiones renales relacionadas con el trasplante renal e isquemia-reperfusión 
(Quaglia et al., 2020). 
 
 Tras la integración de los datos obtenidos por nanoproteómica, se 
identificaron 11 y 15 proteínas del primer y segundo análisis respectivamente (Tabla 
12 y 13), relacionadas con la coagulación sanguínea. De las 26 proteínas 
relacionadas con este proceso, donde parecen participan de alguna forma las VE 
urinarias, se seleccionó el inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1 de sus 
siglas en inglés Plasminogen Activator Inhibitor-1) para continuar con el estudio 
teniendo en cuenta los siguientes antecedentes. 
 

 
Tabla 12. Proteínas identificadas en las VE urinarias tras el tratamiento con cisplatino que están 
relacionadas con el sistema de coagulación. Proteínas identificadas tras el análisis 
nanoproteómico de las VE urinarias. VE: vesículas extracelulares. 
 
 PAI-1 es una glicoproteína de 47 kDa que pertenece a la familia de las 
serpinas. Se trata de un inhibidor del proceso de fibrinólisis, cuya función es inhibir 
al activador de plasminógeno, tanto tisular (tPA de sus siglas en inglés Tissue-type 
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Plasminogen Activator) como el tipo urokinasa (uPA de sus siglas en inglés  
Urokinase-type Plasminogen Activator) (Gupta et al., 2015). Pero además de regular la 
fibrinólisis, participa en otras funciones fisiológicas, como la migración y la adhesión 
celular (Eddy y Fogo, 2006). La alteración de sus niveles se ha asociado con 
enfermedades vasculares, fibrosis, obesidad y síndrome metabólico y cáncer (Dellas 
y Loskutoff, 2005). Aunque se trata de una proteína que está ampliamente descrita en 
la ERC, se sabe poco sobre su papel en el DRA. Estudios llevados a cabo en nuestro 
grupo de investigación (Quiros et al., 2013) han relacionado PAI-1 con el daño renal 
temprano (Blanco-Gozalo, 2017) y con las secuelas subclínicas que quedan en los 
riñones tras este síndrome (Cuesta, 2018). Teniendo en cuenta estos datos, en este 
trabajo nos propusimos profundizar en el origen y significado de esta proteína en el 
DRA. 
 

 
Tabla 13. Proteínas identificadas en las VE urinarias tras el tratamiento con cisplatino y con un 
antibiótico potencialmente nefrotóxico, que están relacionadas con el sistema de coagulación. 
Proteínas identificadas tras el análisis nanoproteómico de las VE urinarias. VE: vesículas 
extracelulares. 
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 A continuación, en la Figura 23 se muestra la vía de la coagulación con las 
proteínas identificadas en nuestras muestras señaladas (Tablas 12 y 13). 

 
Figura 23. Vía de la coagulación. Los genes marcados en verde codifican las 
proteínas identificadas en las VE urinarias procedentes de animales con DRA 
inducido por cisplatino. BDK: Kininogen-1; F: factor; SERPIND1: Cofactor II de la 
heparina; SERPINE 1: PAI-1. 
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4. COMPROBACIÓN DE LA PRESENCIA DEL PAI-1 EN LAS VE URINARIAS DE RATAS 
INDIVIDUALES 
 
 Debido a las limitaciones de la técnica de aislamiento, el análisis proteómico 
se realizó en muestras donde convergían las vesículas procedentes de la orina de un 
grupo de animales, no de ratas individuales. Por ello, para corroborar los resultados 
obtenidos, se decidió comprobar la presencia de PAI-1 en las vesículas aisladas de 
la orina de cada animal de forma individual.  
 
4.1 Caracterización de VE urinarias de ratas individuales  
 
 Para comprobar la eficacia de la nueva técnica de aislamiento de vesículas, 
se analizaron 4 suspensiones procedentes de la orina de animales sanos y de 4 de 
animales que habían sufrido un DRA tóxico. 
 
 Según los datos obtenidos, se confirmó la presencia de VE en las muestras de 
estudio. La concentración de partículas en las suspensiones del grupo control y 
CDDP, aunque de la misma magnitud, fueron diferentes. El tamaño promedio de las 
vesículas varió entre 126,0 – 166,2 nm, estando relacionadas en general las partículas 
más pequeñas con los animales control (Tablas 14 y 15). No obstante, en ambos 
grupos predominaron las microvesículas (>100 nm) (Akers et al., 2013). 

 
Tabla 14. Datos de concentración y tamaño de las VE urinarias que proceden de la orina de 
animales individuales del grupo control. En la tabla se muestran los resultados obtenidos tras el 
análisis por Nanosight de las muestras el día 4 del estudio (punto temporal de máximo daño renal). 
Los valores son el promedio de 3 medidas realizadas a cada una de las suspensiones ± el error 
estándar de la media (EEM). La técnica de aislamiento utilizada para el aislamiento de las VE fue 
la SEC. SEC: Cromatografía de exclusión por tamaño; VE: vesículas extracelulares. 
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Tabla 15. Datos de concentración y tamaño de las VE urinarias que proceden de la orina de 
animales individuales tratados con CDDP. En la tabla se muestran los resultados obtenidos tras el 
análisis por Nanosight de las muestras el día 4 del estudio (punto temporal de máximo daño renal). 
Los valores son el promedio de 3 medidas realizadas a cada una de las suspensiones ± el error 
estándar de la media (EEM). La técnica de aislamiento utilizada para el aislamiento de las VE fue 
la SEC. CDDP: Cisplatino 5 mg/kg; SEC: Cromatografía de exclusión por tamaño; VE: vesículas 
extracelulares. 
  
 Las gráficas de la Figura 24 y 25 representan la distribución de las diferentes 
poblaciones de partículas procedentes de cada uno de los animales del estudio.  

Figura 24. Representación gráfica de la concentración y distribución de los tamaños de las VE 
urinarias procedentes de animales individuales del grupo control. Se muestran los resultados 
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obtenidos tras el análisis por Nanosight de las muestras el día 4 del estudio (punto temporal de 
máximo daño renal). La gráfica muestra el valor medio que se obtiene de 3 medidas de cada una 
de las suspensiones ± el error estándar de la media (EEM). La técnica de aislamiento utilizada para 
el aislamiento de las VE fue la SEC. SEC: Cromatografía de exclusión por tamaño; VE: vesículas 
extracelulares. 
 

 
Figura 25. Representación gráfica de la concentración y distribución de los tamaños de las VE 
urinarias procedentes de animales individuales tratados con cisplatino. Se muestran los 
resultados obtenidos tras el análisis por Nanosight de las muestras el día 4 del estudio (punto 
temporal de máximo daño renal). La gráfica muestra el valor medio que se obtiene de 3 medidas 
de cada una de las suspensiones ± el error estándar de la media (EEM). La técnica de aislamiento 
utilizada para el aislamiento de las VE fue la SEC. SEC: Cromatografía de exclusión por tamaño; 
VE: vesículas extracelulares. 
 
 Se puede observar que el patrón de dispersión no se repite, cada una de las 
muestras tiene una distribución diferente. Comparando las gráficas de distribución y 
concentración de partículas urinarias procedentes de animales individuales (Figura 
24 y 25) con las procedentes de varios animales (Figura 20) queda patente que la 
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dispersión entre subgrupos es similar, pero existen diferencias entre el análisis 
conjunto y el individual. Mientras que en el primer aislamiento se obtuvo un pico de 
población que predominaba sobre el resto, en el segundo ensayo queda patente la 
presencia de varios picos de población con mayor presencia de exosomas, aunque 
en ambos casos predominan las microvesículas. 
 
4.2 Presencia del PAI-1 en las VE urinarias 
  
 Para validar los datos obtenidos por nanoproteómica, se estudió la expresión 
de PAI-1 en vesículas urinarias de ratas individuales mediante Western blot.  
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Figura 26. Análisis de PAI-1 en las VE urinarias durante un DRA. El peso molecular de PAI-1 es 52 
kDa. Las VE se aislaron en el punto temporal de máximo daño renal (Día 4).  La gráfica representa 
la cuantificación por densitometría óptica del Western blot. Los valores se expresan como la media 
± el error estándar de la media (EEM). *p˂0,05 vs. Control. CDDP: Cisplatino 5 mg/kg; PAI-1: 
Inhibidor del activador del plasminógeno-1; UU. AA: unidades arbitrarias; VE: vesículas 
extracelulares. 
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 La presencia del PAI-1 en las VE urinarias confirmó los resultados obtenidos 
por LC/MS-MS (Tabla 12). Esta técnica se basa en dos subanálisis: un primer filtrado 
identifica los picos más intensos que corresponden con las proteínas mayoritarias en 
la muestra, y sobre estos datos se realiza una segunda determinación que identifica 
las péptidos y, por tanto, de qué proteínas se tratan (Domon y Aebersold, 2006). Es 
posible que, por su baja concentración en la muestra control, PAI-1 no estuviera 
incluido en el segundo análisis, pero al utilizar otro método si aparezca en las 
muestras controles, como es el caso del Western blot, aunque en menor cantidad 
comparado con el grupo CDDP. 
 
 PAI-1 se expresa en una amplia variedad de células como las endoteliales, las 
tumorales o las plaquetas y su papel biológico depende en gran medida de sus 
niveles de expresión y de su actividad. Numerosos factores de transcripción están 
involucrados en su regulación, dependiente del tipo de célula y de las condiciones 
fisiológicas y patológicas. Una amplia variedad de citoquinas y factores de 
crecimiento que incluyen TGF-β, IL-1β, factor de crecimiento epidérmico, insulina, 
lipopolisacárido (endotoxina) y lipoproteínas, están implicadas en el control de la 
expresión del gen de PAI-1 (SERPINE1) (Liu, 2008; Samarakoon et al., 2008; 
Wyrzykowska y Kasza, 2009).  
 
 La fisiopatología del DRA se caracteriza por un compendio de mecanismos 
patológicos intrínsecos que destruyen algunas estructuras renales junto con 
procesos de reparación concomitantes. La principal reacción del organismo en 
respuesta a una lesión es promover la cicatrización de heridas, que se caracterizan 
por los procesos de inflamación, liberación de citoquinas y quimiocinas, migración 
celular a la zona lesionada y agregación y activación de células mononucleares y 
fibroblastos circulantes. Por tanto, existe un vínculo estrecho entre la inflamación y la 
coagulación (Suárez-Álvarez, Liapis y Anders, 2016). En el contexto de las 
enfermedades renales, las VE se han relacionado con ambos procesos (Owens y 
MacKman, 2011; Pomatto et al., 2017). Es posible que de la misma forma que las VE 
participan en la cascada de coagulación como portadores de fosfatidilserina y factor 
tisular  (Owens y MacKman, 2011), alberguen en su interior otras moléculas 
relacionadas estrechamente con el proceso de coagulación cuando se produce un 
DRA. 
 



 

123 

 

 RESULTADOS 

BLOQUE III: ESTUDIO DEL ORIGEN DEL PAI-1  
 

5. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DEL PAI-1 EN EL TEJIDO RENAL, LA ORINA Y EL 
PLASMA 
 
 Para este estudio se incluyó también el modelo animal de DRA isquémico con 
el fin de comprobar si los resultados obtenidos se podían asociar a un patrón de 
lesión específico de daño renal intrínseco o eran independientes de él. 
 
 En ambos modelos experimentales los niveles de ARNm aumentaron 
significativamente con respecto al grupo control, los cuales se mantuvieron más bajos 
(Figura 27a). En concordancia con estos datos, la expresión proteica del PAI-1 también 
fue mayor en los grupos de DRA en contraposición al control donde prácticamente su 
expresión fue inexistente (Figura 27b). 
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Figura 27. Expresión del PAI-1 en tejido renal durante un DRA. El peso molecular de PAI-1 es 52 kDa. 
Los resultados obtenidos son de animales controles, tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) y a 
los que se le ha realizado una isquemia-reperfusión (I/R) en el punto de máximo daño renal, es 
decir, el día 1 y 4 del grupo I/R y CDDP respectivamente. a. Análisis de la expresión relativa del 
ARNm de PAI-1 por qPCR. los valores se representan como el logaritmo en base diez de la 
expresión relativa de cada muestra con respecto a las muestras controles. b. Determinación de la 
expresión proteica de PAI-1. Se utilizó la proteína GAPDH como control de carga. La gráfica 

b a 
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representa la cuantificación por densitometría óptica del Western blot. GAPDH: enzima 
Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa; PAI-1: Inhibidor del activador del plasminógeno-1; UU. 
AA: unidades arbitrarias. Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media (EEM). 
**p<0,01 vs. Control; ***p<0,001 vs. Control.    
 
 Los niveles urinarios del PAI-1 en condiciones basales fueron casi 
indetectables, sin embargo, en los grupos de daño renal aumentaron (Figura 28). Los 
resultados muestran que el DRA induce la expresión del ARNm del PAI-1 en los 
riñones, lo que sugiere que podría existir una relación entre la síntesis de esta 
proteína y los niveles de ésta reflejados en la orina. Por tanto, estos resultados 
podrían estar indicando que al menos parte del PAI-1 urinario procede directamente 
de algunas de las estructuras renales.  
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Figura 28.  Niveles urinarios de PAI-1 durante un DRA. El peso molecular de PAI-1 es de 52 kDa. Los 
resultados obtenidos son de animales controles, tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) y a los 
que se le ha realizado una isquemia-reperfusión (I/R) en los distintos puntos del estudio. La gráfica 
representa la cuantificación por densitometría óptica del Western blot. PAI-1: Inhibidor del 
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activador del plasminógeno-1. Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media 
(EEM). *p<0,05 vs. Día 0 del mismo grupo. 
 
 Las proteínas de bajo peso molecular como el PAI-1 se filtran libremente en el 
glomérulo, y en condiciones fisiológicas, se reabsorben prácticamente por completo 
a nivel tubular. La reabsorción se lleva a cabo a través de un proceso de endocitosis 
mediado por el receptor multiligando megalina-cubilina, que se localiza en el borde 
en cepillo de las células epiteliales del túbulo proximal (Hvidberg et al., 2005; Nielsen, 
Christensen y Birn, 2016). Por tanto, un daño a nivel del túbulo proximal podría 
suponer una disminución de su reabsorción y en consecuencia un aumento de su 
excreción urinaria (Hvidberg et al., 2005; Amsellem et al., 2010; Blanco-Gozalo, 2017).  
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Figura 29. Niveles plasmáticos de PAI-1 durante un DRA. El peso molecular de PAI-1 es de 52 kDa. 
Los resultados obtenidos son de animales controles, tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) y a 
los que se le ha realizado una isquemia-reperfusión (I/R) en los distintos puntos del estudio. La 
gráfica representa la cuantificación por densitometría óptica del Western blot. PAI-1: Inhibidor del 
activador del plasminógeno-1; UU. AA: unidades arbitrarias. Los datos se expresan como la media 
± error estándar de la media (EEM).  
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 Una de las hipótesis que podría explicar los elevados niveles urinarios de PAI-
1 durante un DRA, sería que el aumento de los niveles plasmáticos de esta proteína, 
sumados a una reabsorción defectuosa generada por el daño tubular, induciría el 
incremento de los niveles de PAI-1 en la orina. Sin embargo, nuestros datos mostraron 
que, aunque había presencia de PAI-1 en el plasma de todos los grupos 
experimentales, no hubo diferencia entre los grupos de DRA y el control, existiendo 
incluso una tendencia de expresión a la baja en los animales con DRA (Figura 29). 
Estos resultados sugieren que además de la filtración, hay otros mecanismos 
implicados en la aparición de PAI-1 en orina después de un DRA intrínseco. 
 

6. EL PAI-1 APARECE EN LA ORINA DURANTE LA PERFUSIÓN RENAL IN SITU 
 
 Ya se ha sugerido que el origen de los biomarcadores urinarios de DRA está 
relacionado con el aumento de su expresión en los compartimentos dañados, desde 
donde se vierten directamente a la orina (Devarajan, 2008). Los resultados del bloque 
anterior nos hicieron cuestionarnos si la presencia del PAI-1 en la orina estaba 
relacionada con el daño intrarrenal que se produce tras un DRA. De forma que, esta 
proteína pudiera ser secretada y eliminada por las células renales o incluso que 
fueran las mismas células se desprendieran del túbulo y se vertieran a la orina. Esta 
conjetura estaba avalada por la presencia de PAI-1 en vesículas urinarias que por su 
tamaño no pueden filtrarse y, por tanto, deberían proceder de las estructuras renales.  
 
 Para esclarecer la procedencia del PAI-1 se realizó una perfusión renal con 
una solución de Krebs-dextrano a los animales. Los resultados mostraron que cuando 
los riñones de las ratas tratadas con cisplatino o sometidas a una isquemia se 
perfundieron con esta solución isotónica, el PAI-1 seguía excretándose en la orina de 
ambos grupos (Figura 30). Estos datos apoyan la idea de que esta proteína proviene 
del tejido renal. Como control de los experimentos de perfusión, los riñones de las 
ratas se perfundieron con su propia sangre a través de un catéter que conectaba su 
arteria carótida con la arteria renal para descartar un posible artefacto experimental. 
Los animales de los grupos experimentales con DRA excretaban PAI-1 en la orina, 
pero no los animales del grupo control.  
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 En muchas ocasiones la comunidad científica ha defendido el origen renal de 
algunos biomarcadores erróneamente, como es el caso de la NGAL. Los niveles 
renales, sanguíneos y urinarios de esta proteína aumentan durante la lesión tubular 
temprana (Vaidya, Ferguson y Bonventre, 2008; Devarajan, 2011). Las evidencias de 
su origen se fundamentan en el vertido de esta proteína al medio de cultivo cuando 
las células tubulares se exponen a condiciones isquémicas (Mishra et al., 2004). Tras 
estos datos, se ha asumido que el marcador detectado en la orina durante un DRA es 
producido por túbulos dañados y se elimina directamente a la orina (Bonventre et al., 
2010; Murray et al., 2014), informando sobre el estado de lesión del compartimento 
tubular renal.   
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Figura 30. Niveles de PAI-1 urinario durante la perfusión renal in situ con Krebs-dextrano. Los 
resultados obtenidos son de animales controles, tratados con cisplatino 5 mg/kg (CDDP) y 
animales a los que se le indujo una isquemia-reperfusión de 60 minutos (I/R) en el punto de 
máximo daño renal (Día 1 y 4). Se escogieron fracciones temporales representativas del 
experimento completo: 20, 40 y 60 minutos y el tiempo -20, que corresponde al periodo anterior a 
la perfusión con Krebs, es decir, cuando el riñón todavía estaba siendo perfundido por la sangre 
del animal. Las gráficas representan la cuantificación por densitometría óptica del Western blot. 
PAI-1: Inhibidor del activador del plasminógeno-1 (de sus siglas en inglés Plasminogen Activator 
Inhibitor-1). Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media (EEM). *p<0,05 vs. 
Mismo tiempo del grupo control.  
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 Sin embargo, según los resultados de nuestro grupo de investigación 
obtenidos a partir de las técnicas de perfusión renal in situ, se llegó a la conclusión 
de que en condiciones normales la NGAL transportada por la sangre se filtra a través 
de la barrera de filtración glomerular hasta el ultrafiltrado y se reabsorbe en el túbulo 
proximal, lo que causa que no haya NGAL (o sea indetectable) en la orina como ya se 
mencionaba en algunos estudios (Kuwabara et al., 2009; Helanova, Spinar y 
Parenica, 2014). Sin embargo, durante un DRA, la NGAL se filtra y no es completamente 
(o apenas) reabsorbido por los túbulos dañados, lo que resulta en su excreción 
urinaria aumentada. En consecuencia, la NGAL urinaria sería un marcador de 
reabsorción tubular defectuosa (Sancho-Martínez, Blanco-Gozalo, et al., 2020).  
 
 Uno de los pocos biomarcadores cuyo origen ha sido atribuido parcialmente 
a las estructuras renales es el TCP1–eta. Esta proteína se ha relacionado con la 
necrosis tubular asociada a la apoptosis activada por estrés del RE en células en 
cultivo. (Blanco-Gozalo et al., 2020; Sancho-Martínez, Sánchez-Juanes, et al., 2020).  
 
 Nuestra hipótesis con respecto al PAI-1 confirmada por los resultados 
obtenidos, propone que durante un episodio de DRA, parte de los niveles urinarios 
de esta proteína tiene un origen plasmático. Esta interpretación se basa en la 
capacidad de esta proteína para filtrarse libremente en el glomérulo y por la 
incapacidad de ser reabsorbida en el túbulo proximal por endocitosis dependiente 
de megalina, en el túbulo proximal debido al daño de las estructuras. Por otra parte, 
hemos observado que tras el daño se produce una sobreexpresión de PAI-1 en el 
riñón que parece estar relacionada con su excreción urinaria. Además, cuando se 
limita la circulación sanguínea al sistema renal y se perfunden los riñones esta 
proteína sigue estando presente en la orina, lo que indica que parte del contenido 
excretado procede directamente del riñón. Por tanto, es posible que la presencia de 
PAI-1 en la orina después de un DRA tóxico e isquémico, se deba a la suma del 
aumento de su producción renal y de la disminución de su reabsorción tubular. 
 
7. LAS CÉLULAS EPITELIALES DEL TÚBULO PROXIMAL SECRETAN PAI-1  
 
 En los resultados obtenidos hasta ahora, se ha observado que el PAI-1 está 
presente en mayor medida en las VEu después de un DRA causado por el cisplatino 
y de acuerdo con nuestra hipótesis estas partículas, junto con su carga proteica, 
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tendrían un origen renal por la incapacidad de la filtración de las VE plasmáticas 
(Pisitkun, Shen y Knepper, 2004). Además, después de realizar la perfusión in situ, se 
observó que PAI-1 seguía apareciendo en la orina, respaldando aún más la hipótesis 
de que su aumento está relacionada con su vertido directo desde las células renales. 
Por tanto, la aparición de PAI-1 en las VEu después de un DRA podría tener la 
siguiente justificación: 
 
  El cisplatino es un compuesto directamente tóxico para las células 
endoteliales (Dursun et al., 2006) y además produce una lesión a nivel vascular 
pudiendo dañar los capilares peritubulares. Este hecho desencadena varios 
mecanismos relacionados con la protección y reparación de la lesión del endotelio, 
entre ellos la inflamación (Bonventre y Zuk, 2004; Zhang et al., 2008). El infiltrado de 
células inflamatorias provoca la liberación de factores y citoquinas (Furuichi, Kaneko 
y Wada, 2009; Sprague y Khalil, 2009) que activan la cascada de coagulación 
(Suárez-Álvarez, Liapis y Anders, 2016) y con ella también la síntesis de PAI-1 
probablemente por parte de las células endoteliales, como regulador del tapón de 
fibrina (Van De Craen, Declerck y Gils, 2012). Además de la afectación vascular, el DRA 
intrínseco cursa con una marcada NTA que produce alteraciones en las células 
tubulares como el desprendimiento de éstas de la membrana basal que resulta en un 
aumento de la permeabilidad con fuga de filtrado glomerular desde la luz tubular 
hacia el intersticio (Zuk, Bonventre y Matlin, 2001). Así, durante este proceso también 
es frecuente observar edema intersticial o acumulación de leucocitos en el intersticio 
(Basile, Anderson y Sutton, 2012). De forma que la suma de la activación de la cascada 
de activación en el endotelio y la destrucción tubular podría resultar en el intercambio 
de componentes de ambas zonas, y que de esta manera las nanopartículas 
procedentes de las células endoteliales que intervienen en la cascada de la 
coagulación se desplazaran a los túbulos y de estos a la orina. 
 
 Para comprobar la procedencia de PAI-1 se analizó su expresión en una línea 
celular de túbulo proximal. Con la finalidad de reproducir las condiciones de los 
experimentos in vivo, se evaluó el perfil concentración-respuesta del cisplatino sobre 
la línea utilizada y se eligió una concentración citotóxica que pudiera modificar la 
expresión de la proteína de interés igual que ocurre en los modelos animales.  
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Figura 31. Análisis de la viabilidad celular tras el tratamiento con cisplatino. Porcentaje del número 
de células viables evaluado mediante ensayo de MTT a las 18 horas tras el tratamiento con 
cisplatino 60 µM (CDDP). Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media (EEM).  
 
 El cisplatino es altamente tóxico para las células (Sorenson y Eastman, 1988; 
Saris et al., 1996). La evaluación de la viabilidad celular se relacionó con la 
citotoxicidad del fármaco donde según los datos obtenidos, después de las 18 horas 
de tratamiento se redujo la viabilidad celular y aumentó el número de células 
apoptóticas (Figura 31) como ya se indicó en estudios previos (Wang et al., 2017). 
 
 El cisplatino es capaz de activar tanto la vía de la apoptosis intrínseca como 
la extrínseca. Este fenómeno de muerte celular se define como el colapso de una 
célula a través de un proceso activo y altamente regulado que requiere actividad 
metabólica por parte de la célula moribunda y se caracteriza por la presencia de 
ampollas en la membrana, encogimiento celular, condensación de cromatina y 
fragmentación del ADN (Kerr, Wyllie y Currie, 1972). Este tipo de muerte se pudo 
observar durante una secuencia de imágenes que se tomaron desde el tiempo 0 del 
tratamiento hasta su finalización a las 18 horas (Figura 32). 
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Figura 32. Apoptosis de las células epiteliales de túbulo proximal tras el tratamiento con cisplatino. 
Imágenes representativas tras 0, 8, 12 y 18 horas de tratamiento con cisplatino a una 
concentración de 60 µM. Magnificación original: 400X.  
 
 El análisis del extracto celular confirmó que la expresión del PAI-1 en las 
células epiteliales tubulares de rata aumentó tras la exposición al cisplatino. El 
aumento del flujo de salida o la disminución de la recaptación por parte de las células 
dañadas, pudo propiciar que se encontraran mayores cantidades de esta proteína 
en el compartimento extracelular (Figura 33). Por tanto, estos resultados sugieren que 
las células de los túbulos sintetizan y secretan PAI-1, cuya expresión aumenta en 
condiciones citotóxicas.  
 
 El PAI-1 es sintetizado por una variedad de células que incluyen células 
endoteliales vasculares, adipocitos, macrófagos, cardiomiocitos y fibroblastos 
(Ghosh y Vaughan, 2012). Se trata de una proteína que media actividades biológicas 
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importantes como la angiogénesis, homeostasis e invasión de células tumorales 
además de la remodelación tisular y otros procesos, incluida la migración celular 
(Sillen y Declerck, 2021). En condiciones fisiológicas PAI-1 normalmente no se produce 
en los riñones, sin embargo, en varios estados del DRA esta proteína es sintetizada 
por las células inflamatorias residentes e intrarrenales (Eddy y Fogo, 2006). Según 
algunos estudios in vitro, el PAI-1 participa en la reparación de células epiteliales 
renales tras un daño regulando la motilidad celular (Providence y Higgins, 2004); su 
expresión aumenta durante la fase migratoria de células epiteliales renales (Pawar, 
Kartha y Toback, 1995).  
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Figura 33. Análisis de la expresión de PAI-1 intracelular y en medio de cultivo. Cuantificación por 
densitometría óptica e imágenes representativas del análisis por Western blot de la expresión de 
PAI-1 en células epiteliales de túbulo proximal y en el medio de cultivo, en condiciones basales y 
tras el tratamiento con cisplatino (18 horas). Se utilizó GAPDH como control de carga. CDDP: 
Cisplatino 60µM; GAPDH: enzima Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa; PAI-1: Inhibidor del 
activador del plasminógeno-1; UU. AA: unidades arbitrarias. Los datos se expresan como la media 
± error estándar de la media (EEM).  
 
  La presencia del PAI-1 en células epiteliales del túbulo en condiciones 
basales y el aumento de sus niveles en condiciones tóxicas parece no estar 
relacionada con el sistema de la coagulación debido a la inexistencia de factores que 
podrían activar este proceso en este contexto experimental. 
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Figura 34. Procesos en los que participa PAI-1. Tras la lesión vascular, se activa el proceso de 
coagulación que genera trombina y actúa sobre el fibrinógeno para formar un coágulo de 
fibrina. Esta respuesta de coagulación está equilibrada por el sistema fibrinolítico. Los 
activadores de plasminógeno de tipo tisular (tPA) y de tipo uroquinasa (uPA) convierten el 
plasminógeno en plasmina proteolíticamente activa. La plasmina, enzima clave del sistema 
fibrinolítico, degrada el coágulo de fibrina en productos de degradación de fibrina solubles. A 
través de la activación del plasminógeno mediada por uPA, la función de la plasmina se extiende 
a los procesos proteolíticos pericelulares, que involucran la activación de metaloproteinasas de la 
matriz (MMP), remodelación tisular, migración y adhesión celular e inflamación. PAI-1: Inhibidor 
del activador del plasminógeno-1. Figura adaptada de (Sillen y Declerck, 2021). 
 
  Estos resultados nos condujeron a estudiar la coagulación a nivel sistémico 
para comprobar si la alteración de dicho proceso estaba relacionada con la 
aparición de PAI-1 en las VE urinarias durante un DRA o si, por el contrario, era 
consecuencia, además, de otro tipo de procesos como parecían indicar los 
resultados in vitro. 
 
7.1 Los niveles urinarios del PAI-1 no están relacionados la una alteración 
sistémica de la coagulación en el DRA 
 
 El análisis IPA apuntaba principalmente a la vía de la coagulación como la 
más representada por las proteínas contenidas en las VE urinarias aisladas durante 
un DRA. Para corroborar la relación entre el proceso de nefrotoxicidad que 
desencadena un daño renal inducido por cisplatino y la afectación de esta vía se 
realizaron los siguientes estudios. 
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 En primer lugar, se midió el INR. Esta prueba mide el tiempo (en segundos) 
requerido para la formación de coágulos después de agregar el reactivo de 
tromboplastina, de forma que evalúa la afectación de los factores de coagulación y, 
por tanto, de las vías de coagulación (Dorgalaleh et al., 2021). 
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Figura 35. Valores de INR de ratas controles y tratadas con cisplatino. La determinación se realizó 
el Día 0 (basal) y el Día 4 (día de máximo daño renal). INR: ratio internacional estandarizado; CDDP: 
cisplatino 5 mg/kg. Los datos se expresan como la media ± error estándar de la media (EEM).  
 
 En una persona con una coagulación normal el INR es igual a 1 (Dorgalaleh 
et al., 2021). Por tanto, tras los resultados obtenidos, se puede considerar que todos 
los animales del estudio tuvieron un tiempo de protrombina normal tanto el día 0 
(basal) como cuando desarrollaron un DRA 4 días después de la inyección del 
cisplatino, manteniendo su INR entre 0,9-1 (Figura 35). En el grupo control tampoco 
hubo variaciones entre los puntos de estudio. Esta prueba nos indicó que no había 
afectación del sistema de coagulación de los animales con un DRA tóxico. 
 
 También se analizaron los cortes histológicos de los riñones de estos 
animales. Para realizar esta determinación, los animales no se perfundieron para no 
eliminar ningún indicio de coágulos o procesos trombóticos. 
 
 Como se muestra en las imágenes de la Figura 36 no se encontró ningún 
indicio en las estructuras renales de que la cascada de la coagulación se hubiera 
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activado, ya que los vasos sanguíneos de las zonas de estudio estaban libres de 
coágulos de fibrina. En la luz de los vasos se observan solamente restos de eritrocitos 
y en algunos casos, material proteináceo en ambos grupos experimentales. 
 

 
Figura 36. Evaluación de la coagulación en las estructuras renales mediante la tinción con 
hematoxilina y eosina. Imágenes representativas (200X) de cortes histológicos de la región 
cortical y medular externa de animales control y tratadas con cisplatino 5 mg/kg (CDDP).  
 
 Aunque los primeros resultados parecían indicar que la presencia de PAI-1 en 
las VE urinarias durante un DRA estaba vinculada solamente con la coagulación, los 
estudios posteriores sobre la alteración de este proceso sugirieron que no tienen una 
aparente conexión o no es un fenómeno suficientemente notorio. Por otro lado, la 
ausencia de procesos trombóticos completos concuerda con los datos obtenidos in 
vitro donde hay una clara expresión de PAI-1 en ausencia de factores que puedan 
intervenir en la activación de la cascada de coagulación. Es por ello por lo que la 
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explicación de la presencia de PAI-1 en las VE urinarias y su posible función podría 
ser otra. 
 
 Varias proteasas y sus inhibidores específicos modulan los procesos de 
migración celular y proteólisis de la matriz como parte del proceso global de 
reparación de una lesión. Las células pueden migrar a través de las barreras tisulares 
(Lund et al., 1999) con, a menudo, dependencia de la conversión del plasminógeno a 
la proteasa plasmina por acción del uPA, (Andreasen, Egelund y Petersen, 2000) cuya 
actividad está regulada, a su vez, por PAI-1 (Cajot et al., 1990). El conjunto de estos 
procesos es un determinante principal del equilibrio proteolítico pericelular general 
que afecta, por lo tanto, a la remodelación de la matriz extracelular (MEC) y al 
movimiento celular dirigido (Odekon, Sato y Rifkin, 1992; Bajou et al., 1998; Lund et al., 
1999; Legrand et al., 2001). La capacidad de PAI-1 para limitar la síntesis de plasmina 
aparentemente promueve la invasión del estroma al preservar una estructura que 
sirve como un "andamio" de matriz que permite la migración (Bajou et al., 1998, 2001). 
La función de esta proteína inhibidora puede no estar restringida a sus propiedades 
antiproteolíticas, ya que estudios sugieren un papel más general en el control de la 
adhesión de la célula al sustrato (Palmieri et al., 2002; Al-Fahkri et al., 2003; Czekay 
et al., 2003; Wang et al., 2020). 
 
 El PAI-1 activo se estabiliza por su interacción de alta afinidad con la 
glicoproteína vitronectina. La vitronectina está presente en abundancia en el plasma 
y la MEC y desempeña un papel fundamental en la remodelación tisular, la 
diferenciación y migración celular y la inflamación (Wheaton et al., 2016). Estos 
efectos están mediados por su unión a proteínas asociadas a la superficie celular 
que incluyen integrinas y receptores transmembrana como el receptor de uPA (uPAR), 
que inician eventos de señalización intracelular. Debido a la proximidad de los sitios 
de unión que tiene la vitronectina para PAI-1, integrinas y uPA, PAI-1 puede interferir 
con la función de ésta ya que compite con las integrinas y uPAR por unirse a ella. 
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Figura 37. Regulación de la migración y adhesión celular mediada por PAI-1. PAI-1 puede unirse a 
uPA para formar el complejo uPAR-uPA-PAI-1 y así alterar las vías de señalización en la cuales está 
implicado uPAR (PAI-1 también puede inhibir uPA en estado libre). Al formarse este complejo, se 
internaliza en la célula con la ayuda de la proteína LRP1.  (Czekay et al., 2001). Por otro lado, la 
vitronectina también interactúa con el complejo uPA-uPAR-integrinas, de tal manera que PAI-1 
puede evitar su formación uniéndose tanto a vitronectina como a uPA y, por lo tanto, interrumpir 
la activación de las vías de señalización de las que forman parte y promoviendo la migración y 
alterando las uniones célula-célula  (Bale et al., 1989; Deng et al., 1996, 2001; Waltz et al., 1997). 
LPR1: Proteína 1 relacionada con el receptor de lipoproteína de baja densidad (de sus siglas en 
inglés Low density Lipoprotein Receptor-related protein 1); MEC: Matriz extracelular; uPA: activador 
del plasminógeno tipo uroquinasa (de sus siglas en inglés Urokinase-type Plasminogen Activator); 
uPAR: receptor del activador del plasminógeno tipo uroquinasa (de sus siglas en inglés Urokinase-
type Plasminogen Activator Receptor). 
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 Junto al sitio de unión de la vitronectina, el PAI-1 también muestra una zona 
de enlace de alta afinidad para los receptores de la familia LDLR, como la proteína 1 
relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LPR1 de sus siglas en 
inglés Low density Lipoprotein Receptor-related protein 1 ) (Gettins y Dolmer, 2016).  
 
 Nuestros resultados sugieren que la presencia de PAI-1 en las vesículas 
urinarias podría estar relacionada con un proceso de reparación que comienza ya 
en las primeras fases del DRA (Bonventre y Zuk, 2004). La marcada necrosis tubular 
provoca una respuesta inflamatoria que induce la liberación de citoquinas y 
quimiocinas. Además, se desencadenan procesos de migración y proliferación 
celular para recuperar la integridad tisular y funcional. Según algunos estudios 
(Pawar, Kartha y Toback, 1995) y nuestros resultados, en esta etapa las células 
epiteliales renales comienzan a sintetizar PAI-1 de manera más prominente con 
respecto a una situación de normalidad, que podría potenciar la reparación de la 
lesión. Cuando PAI-1 interactúa con el complejo uPA-uPAR, que se encuentra en la 
superficie celular, el inhibidor también interacciona con el receptor LPR1 y el complejo 
se internaliza dentro de la célula por endocitosis para posteriormente ser degradado 
y el reciclado (Sillen y Declerck, 2021). Este evento produce un decremento del receptor 
en la superficie celular e interrumpe así las vías de señalización relacionadas con la 
adhesión celular y la organización del citoesqueleto y la MEC (Czekay et al., 2001). El 
complejo una vez internalizado es dirigido hacia los lisosomas para su degradación 
(Sillen y Declerck, 2021). Los encargados del transporte dentro de la célula son los 
endosomas. Se trata de las estructuras principales en la biogénesis de un tipo de VE 
lo que podría explicar la presencia de PAI-1 en ellas durante un episodio de DRA. 
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8. EL PAI-1 URINARIO EN PACIENTES CON DRA 
 
 El papel del PAI-1 ha sido estudiado en humanos en diversos procesos 
fisiológicos y fisiopatológicos. Su función principal se ha asociado a la regulación de 
la trombólisis y la hemostasia como inhibidor de la fibrinólisis (Van De Craen, Declerck 
y Gils, 2012). Esta proteína se ha relacionado con procesos como la fibrosis, la artritis 
reumatoide, la aterosclerosis y diversas enfermedades, incluidas las enfermedades 
cardiovasculares, las alteraciones metabólicas, el envejecimiento, el cáncer, la 
obesidad y las enfermedades neurodegenerativas (Carmeliet y Collen, 1997; Juhan-
Vague et al., 2003). Pero además de su papel en la hemostasia también modula la 
adhesión o migración celular interviniendo en la cicatrización de heridas, la 
angiogénesis y la metástasis de células tumorales (MaŁgorzewicz, Skrzypczak-
Jankun y Jankun, 2013). 
 

 
Figura 38. Características y etiologías del DRA de los pacientes que participaron en el estudio. 
 
 En algunos estudios se ha detectado un aumento de los niveles de PAI-1 en 
tejidos dañados e inflamados (Renckens et al., 2005), esto sugiere que esta proteína 
también podría participar en el proceso inflamatorio. Se sabe que actúa como factor 
profibrótico en diferentes órganos, incluidos los riñones (Ghosh y Vaughan, 2012), 
inhibiendo la renovación de la MEC dependiente de plasmina, aumentando la 
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expresión de TGF-β y estimulando la infiltración de macrófagos y miofibroblastos 
(Huang y Noble, 2007; Seo et al., 2009). Específicamente, PAI-1 juega un papel 
importante en la fibrosis renal y en la progresión de la ERC (Huang y Noble, 2007; 
MaŁgorzewicz, Skrzypczak-Jankun y Jankun, 2013), pero también se ha relacionado 
con el DRA de origen séptico (Gupta et al., 2015)  y con microangiopatías trombóticas 
renales (Eddy, 2002). 
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Figura 39. Niveles urinarios de PAI-1 en pacientes controles y con DRA. a. Concentración urinaria 
de PAI-1. b. Concentración urinaria de PAI-1 normalizada por creatinina urinaria (CrU). c. 
Concentración urinaria de PAI-1 normalizada por proteinuria. Los datos se expresan como la 
media ± error estándar de la media (EEM). **p<0,01 vs. Grupo control; ***p<0,001 vs. Grupo control.  
 
 Los datos de la excreción urinaria del PAI-1 en pacientes con DRA, cuyas 
características se detallan en la Figura 38, se normalizaron por la CrU, parámetro de 
normalización de uso frecuente en pacientes (al no disponerse de los valores de flujo 
urinario), y por la proteinuria. Los datos corregidos por la proteinuria (Figura 39c) 
sugieren que la excreción de PAI-1 no es una consecuencia general de la pérdida 
indiscriminada de proteínas, sino el reflejo de un fenómeno más específico. En todos 
los casos, el PAI-1 urinario se encuentra significativamente elevado en los pacientes 
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con DRA con respecto a los controles, cuyos niveles son muy bajos (Figura 39). Estos 
resultados son coherentes con los datos de los experimentos in vivo, donde se 
observó que, en los 2 modelos utilizados etiológicamente diferentes de daño tubular, 
como son el cisplatino y lesión isquémica, la excreción urinaria de PAI-1 aumentó 
relacionándose con su sobreexpresión en los riñones. En estos modelos de daño 
tubular como en los reportados en (Quiros et al., 2010, 2013) la inflamación amplifica 
el daño (Sánchez-González et al., 2011; Sharfuddin y Molitoris, 2011). Por lo tanto, PAI-
1 podría estar involucrado también en estas respuestas inflamatorias. 
 
 La lesión renal que producen estos tipos de DRA desencadena eventos 
procoagulatorios como la disfunción endotelial (Devarajan, 2006; Basile, Anderson y 
Sutton, 2012), expresión de moléculas de adhesión en las plaquetas (Singbartl, Forlow 
y Ley, 2001) y en las células endoteliales (Devarajan, 2006), y depósito de fibrina en la 
luz vascular, el glomérulo y cápsula e intersticio de Bowman (Enestrom y Rammer, 
1988; Loverre et al., 2004). De acuerdo con esto, la fibrinolisis reduce la obstrucción 
tubular, probablemente evitando la conversión de fibrinógeno en fibrina (Enestrom y 
Rammer, 1988). Estos eventos procoagulantes no parecen conducir a procesos 
trombóticos completos, sino más bien a una leve obstrucción microvascular 
(Devarajan, 2006; Basile, Anderson y Sutton, 2012) resultante de la agregación de las 
células sanguíneas y las plaquetas al endotelio (Molitoris y Sutton, 2004; Devarajan, 
2006). La disfunción del endotelio también permite la infiltración de glóbulos blancos, 
diapédesis, hiperpermeabilidad vascular e inflamación (Özden et al., 2001) que activa 
la señalización endotelial proinflamatoria y procoagulante (Bonventre, 2007). Por 
tanto, la coagulación patológica también podría explicar la participación de PAI-1 en 
el DRA tóxico e isquémico. 
 
 Como se muestra en la tabla de la Figura 40, se encontraron correlaciones 
estadísticamente significativas pero bajas entre los niveles de PAI-1 urinario y la 
excreción urinaria de NGAL y NAG, lo que sugiere que el significado fisiopatológico 
transmitido por PAI-1 no es redundante, sino complementario, al significado de 
ambos biomarcadores.  
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Figura 40. Correlación de los niveles urinarios de PAI-1 y otros biomarcadores de daño renal. a. 
Análisis con los datos brutos de biomarcadores urinarios. b. Biomarcadores urinarios 
normalizados por la concentración de creatinina urinaria. c. Biomarcadores normalizados por la 
proteinuria. Los datos se expresan como coeficiente de correlación de Spearman. * p <0,05; ** p 
<0,01; *** p <0,001. CrP: concentración de creatinina plasmática; CrU, concentración de creatinina 
urinaria. NAG: enzima N-acetil-β-D-glucosaminidasa; NGAL: lipocalina asociada a la gelatinasa 
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de neutrófilos (de sus siglas en inglés Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin); PAI-1: Inhibidor 
del activador del plasminógeno-1 (de sus siglas en inglés Plasminogen Activator Inhibitor-1. UI: 
unidades internacionales. 
 
 El hecho de que el PAI-1 parezca aportar información diferente respecto a 
otros biomarcadores de DRA como es la NGAL resulta interesante, ya que pone de 
manifiesto la necesidad de hallar biomarcadores con un significado fisiopatológico 
concreto y diferente entre sí que permitan realizar un diagnóstico etiopatológico del 
DRA más preciso.  
 
 Como conclusión de este apartado, se muestra un resumen de los principales 
resultados obtenidos en este trabajo de investigación: 
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 Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación ponen de 
manifiesto la relación entre el PAI-1 y el DRA y la utilidad potencial de esta proteína 
en el diagnóstico de este síndrome. En los últimos años, la búsqueda de 
biomarcadores de DRA se ha centrado en la necesidad de hallar proteínas 
relacionadas con procesos fisiopatológicos concretos que permitan identificar el 
patrón de daño subyacente sobre el que realizar un diagnóstico más preciso y 
estratificado, predecir la evolución de la enfermedad y el desenlace clínico, y aplicar 
el tratamiento más adecuado.  
 
  Algunos biomarcadores como las proteínas NGAL, KIM-1, TIMP-2 o IGFBP7 han 
irrumpido en la práctica clínica aportando información complementaria a la de la CrP 
(Vaidya et al., 2008; Medic et al., 2016). Durante mucho tiempo se pensó que la 
mayoría de ellos, si no todos, eran producidos por los riñones tras una lesión de las 
células epiteliales tubulares, y que eran eliminados por éstas directamente a la orina, 
de modo que se los relacionó estrechamente con el daño tubular. Sin embargo, 
recientemente se ha demostrado que el aumento de los niveles urinarios de NGAL 
(Sancho-Martínez, Blanco-Gozalo, et al., 2020; Skrypnyk et al., 2020), TIMP-2 e IGFBP7 
(Johnson y Zager, 2018) no es necesariamente el resultado de la necrosis tubular, sino 
de cualquier alteración que produzca una reducción de la reabsorción tubular de las 
proteínas filtradas. Por ello, es necesario continuar con la búsqueda de nuevos 
marcadores con significado biológico conocido y diferente entre sí, y específicos de 
procesos biológicos individuales. 
 
 Hasta el momento, el PAI-1 se ha relacionado vagamente con el DRA. Hay 
estudios que vinculan esta proteína con el DRA producido por la sepsis (Gupta et al., 
2015), con la detección temprana del daño renal intrínseco (Blanco-Gozalo, 2017) y con 
las secuelas subclínicas derivadas de la lesión del parénquima renal (Cuesta, 2018), 
pero no se ha profundizado ni en su origen ni en su significado fisiopatológico en 
esta nefropatía.  
 
 En este trabajo se ha asociado el aumento de los niveles urinarios del PAI-1 
con el DRA intrínseco, y este hecho podría deberse a diferentes procesos. Según 
nuestros resultados, el PAI-1 se encuentra en el plasma en condiciones fisiológicas y 
también tras un episodio de DRA tóxico o isquémico. Debido a su bajo peso molecular 
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esta proteína se filtra libremente a través de los glomérulos y posteriormente se 
reabsorbe casi totalmente en los túbulos. Una lesión tubular, como la que ocurre en 
el DRA intrínseco, puede provocar desde la pérdida del borde en cepillo de las células 
tubulares hasta su muerte, lo que conduce a una reabsorción defectuosa de las 
proteínas filtradas, como el PAI-1, y su excreción con la orina (Figura 41.1). 
 
 Por otra parte, la identificación del PAI-1 en la fracción vesicular de la orina 
tras el tratamiento con cisplatino sugiere que esta proteína podría tener un origen 
renal, es decir, que se produce tras un estímulo tóxico por los riñones dañados. Esta 
conjetura cobró más relevancia cuando observamos una relación entre la expresión 
renal del PAI-1 y su excreción urinaria durante el DRA. Tras el análisis posterior de la 
orina recogida durante la perfusión renal in situ, se confirmó que su aparición en la 
orina durante este síndrome se debe, al menos en parte, a su producción y 
eliminación directa por parte de las células renales. Esta proteína está relacionada 
con la coagulación, pero los resultados in vitro  mostraron que, al menos en las células 
tubulares, el aumento de la síntesis de PAI-1 inducido por la citotoxicidad del 
cisplatino no parecía estar relacionado solamente con dicho proceso. Por tanto, todos 
los indicios apuntan a que esta proteína podría ser un marcador de daño tubular 
(Figura 41.2). 
 
 Según nuestros resultados, tras el tratamiento con cisplatino aumenta la 
expresión del PAI-1 en las células epiteliales del túbulo proximal y también su 
secreción al medio. Una de las funciones reconocidas del PAI-1 es como mediador en 
los procesos de remodelación tisular y migración celular (Sillen y Declerck, 2021). La 
expresión del PAI-1 está regulado directamente por proteínas involucradas en la 
remodelación de la MEC y por cambios en la estructura del citoesqueleto (Frixen y 
Nagamine, 1993). Tanto la isquemia como el tratamiento con cisplatino son capaces 
de alterar la estructura del citoesqueleto (Molitoris, Dahl y Geerdes, 1992; Brown, Lee 
y Bonventre, 1997; Sancho-Martínez et al., 2012) y desorganizar los filamentos de 
actina y las moléculas de adhesión. Este fenómeno ya se ha relacionado con una 
mayor síntesis de PAI-1 (Samarakoon y Higgins, 2002) y, por tanto, podría explicar su 
aumento en las células tubulares. Ya en la fase de mantenimiento del DRA se inicia la 
reparación celular. Este proceso implica la migración y la proliferación celular para 
recuperar la integridad tisular y funcional. Así, es posible que la producción de PAI-1 
tras un daño tubular esté relacionada con la reparación de estas estructuras.  
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 La implicación del PAI-1 en la migración celular parte de su unión con otras 
proteínas. Una de las alternativas que tiene es unirse a una de las moléculas que 
inhibe, el uPA. Cuando el éste está unido a su receptor de membrana (uPAR), el PAI-1 
puede unirse a este complejo y alterar las vías de señalización en las que está 
implicado el receptor de uPA. Este nuevo complejo (PAI-1-uPA-uPAR) se internaliza en 
la célula mediante endocitosis con la ayuda de la proteína LRP1, lo que conlleva una 
disminución de la cantidad de uPAR en la superficie celular. Esto produce la 
desorganización del citoesqueleto y de la MEC, así como la interrupción de las vías 
de señalización en las que está implicado el complejo uPAR-uPA (Nykjaer et al., 1997). 
Otra de las opciones que tiene el PAI-1 es unirse al complejo formado por el uPA, el 
uPAR y la vitronectina, lo que provoca la pérdida de contactos focales entre la célula 
y la MEC mediados por las integrinas, e interrumpe la activación de las vías de 
señalización de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK de sus siglas 
en inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) y de las quinasas de adhesión focal (FAK 
de sus siglas en inglés Focal Adhesión Kinase), ambas relacionadas con la adhesión 
y migración celulares (Bale et al., 1989; Deng et al., 1996; Waltz et al., 1997). 
 
 Cuando el PAI-1 se une al complejo uPA-uPAR y éste se internaliza, el conjunto 
se dirige a los lisosomas para su degradación y posterior reciclaje (Sillen y Declerck, 
2021). Las estructuras encargadas de transportar los componentes celulares 
inservibles a los lisosomas son los endosomas. Estos orgánulos se forman por 
endocitosis de la membrana plasmática y posteriormente incorporan las moléculas 
que tienen que transportar. El contenido que portan puede ser degradado o liberado 
al medio extracelular, proceso que forma parte de la biogénesis de un tipo de VE. Por 
tanto, es posible que exista una conexión entre el aumento de la síntesis de PAI-1 por 
parte de las células tubulares y la aparición de esta proteína en las VE urinarias. Sin 
un aumento en la síntesis de PAI-1, posiblemente se producirían menos interacciones 
con las proteínas uPA, uPAR, y vitronectina y, por tanto, menos migración celular y 
menor reparación tubular, lo que se traduciría en una menor presencia de PAI-1 en 
las VE urinarias. Según esta teoría, los eventos de reparación celular que se producen 
durante un daño tubular provocado por un episodio de DRA podrían ser otro de los 
mecanismos responsables de la presencia de PAI-1 en la orina, tanto en su forma 
soluble como en la fracción vesicular.  
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 La lesión vascular también forma parte de la fisiopatología del DRA inducido 
tanto por el cisplatino como por la isquemia. Una de las estructuras vasculares que 
puede sufrir sus efectos nocivos es el endotelio (Winston y Safirstein, 1985). Se sabe 
que la lesión endotelial induce un estado proinflamatorio y protrombótico que implica 
la sobreexpresión de moléculas de adhesión, la infiltración de leucocitos y su 
consiguiente unión al endotelio con una posterior liberación de citoquinas y 
congestión vascular (Luke, Vadiei y Lopez-Berestein, 1992). Así pues, la lesión de los 
capilares peritubulares podría contribuir a la explicación del aumento de la excreción 
urinaria del PAI- 1 durante un DRA, como se explica a continuación. 
 
 El PAI-1 se ha relacionado con el proceso inflamatorio debido a que sus 
niveles se han encontrado aumentados en tejidos dañados e inflamados (Renckens 
et al., 2005). En el contexto del DRA, se sabe que esta proteína participa en el daño 
inducido por la sepsis (Gupta et al., 2015), y dicho síndrome tiene un importante 
componente inflamatorio tubular y endotelial. Se sabe que algunas citoquinas 
inflamatorias como el TNFα inducen actividad procoagulante en las células 
endoteliales humanas (Bevilacqua et al., 1986; Nawroth y Stern, 1986). Con 
anterioridad ya se han descrito eventos procoagulantes renales en los tipos de DRA 
tóxico e isquémico que implican disfunción endotelial (Devarajan, 2006; Basile, 
Anderson y Sutton, 2012). Pero estos fenómenos no parecen conducir a procesos 
trombóticos completos, sino más bien a una congestión microvascular (Devarajan, 
2006; Basile, Anderson y Sutton, 2012). Este hecho explicaría la ausencia de trombos 
en las histologías renales de los animales con DRA analizadas en este estudio y la 
ausencia de alteración de la coagulación a nivel sistémico. Así, es posible que una 
respuesta pro-inflamatoria en el endotelio produzca una preactivación de la cascada 
de la coagulación, lo que podría justificar la síntesis de PAI-1 (Van De Craen, Declerck 
y Gils, 2012) y de factores de la coagulación por parte de las células endoteliales 
(Cohen, Turner y Moake, 2020), y su presencia en las VE urinarias estudiadas en este 
trabajo (Figura 41.3). 
 
 Las células endoteliales, al igual que las tubulares, tienen la capacidad de 
sintetizar PAI-1 después de una lesión (Pawar, Kartha y Toback, 1995; Wyrzykowska y 
Kasza, 2009). La incógnita radica en cómo esta proteína aparecería finalmente en la 
orina. En el caso de las células tubulares, el desplazamiento más lógico tanto del PAI-
1 soluble como el de las VE que contienen esta proteína sería desde la célula hacia el 
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lumen tubular ya sea en condiciones fisiológicas como cuando se produce la 
destrucción del epitelio (Alejandro et al., 1995; Molitoris y Marrs, 1999). Sin embargo, 
en el caso de las células endoteliales el escenario es más complejo, ya que lo más 
probable sería que los componentes fueran excretados por parte de la célula hacia 
la luz del capilar. No obstante, cuando se desencadenan los procesos 
fisiopatológicos asociados con un DRA intrínseco ocurren acontecimientos en el 
endotelio y en los túbulos que podrían favorecer que el rumbo de esta proteína 
cambie. En la superficie del endotelio se produce un aumento de la expresión de 
moléculas de adhesión que conlleva una infiltración de leucocitos y posterior 
liberación de citoquinas que resulta en una disfunción endotelial y en un aumento de 
la permeabilidad endotelial (Bodiga et al., 2016). De esta forma los componentes 
inflamatorios que provienen de la luz del capilar son capaces de atravesar el 
endotelio, llegar hasta el intersticio y entrar en contacto con las células epiteliales. De 
esta forma se favorecen los procesos de inflamación y coagulación en las células 
tubulares. Por lo que se refiere a las células tubulares, su desprendimiento de la 
membrana basal deja a ésta como única barrera entre el filtrado y el intersticio 
peritubular llegando incluso a formarse en ocasiones edemas intersticiales (Basile, 
Anderson y Sutton, 2012). Por tanto, es posible que la hiperpermeabilidad que sufre 
tanto el endotelio como el epitelio tubular facilite el intercambio de componentes 
entre ambas estructuras renales o que los elementos presentes en la luz de los 
capilares como las proteínas o las VE liberadas por las células endoteliales, 
atraviesen ambas barreras y acaben en el lumen tubular.  
 
 Así pues, el compendio de acontecimientos que ocurren en el DRA y que 
estarían relacionados con el PAI-1 serían por un lado la disfunción endotelial, que 
permite la infiltración de leucocitos y con ello la inflamación (Özden et al., 2001). que 
contrae los vasos renales, reduce el flujo sanguíneo renal y la TFG (Lopez-Novoa et al., 
2011; Sánchez-González et al., 2011), e induce señalización endotelial proinflamatoria 
y procoagulante (Bonventre, 2007). Ambos procesos terminan trasladándose a los 
túbulos proximales donde potencian el daño tubular. En consecuencia, el PAI-1 
urinario podría ser un indicador fisiopatológico directo, por un lado, del estado de los 
túbulos renales y, por otro, del proceso inflamación-coagulación mediado por el 
endotelio.  
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 Aunque la información diagnóstica transmitida por PAI-1 debe explorarse 
más a fondo, este marcador proporciona un valor diagnóstico diferencial y aditivo. La 
baja correlación encontrada entre los niveles del PAI-1 con los de algunos 
biomarcadores, como la NGAL y la NAG, implica que el tipo de daño o los eventos 
fisiopatológicos que causan la excreción de estas dos proteínas en los pacientes de 
este estudio es, al menos parcialmente, diferente del daño que conduce a la 
excreción del PAI-1. Este nivel de especificidad es necesario para un futuro 
diagnóstico fisiopatológico del DRA y una estimación del pronóstico basados en el 
patrón de daño individual (Moledina y Parikh, 2018; Sancho-Martínez, Sánchez-
Juanes, et al., 2020). Ya se ha conseguido asociar proteínas concretas a procesos 
específicos que ocurren en el DRA. Recientemente, un estudio de vesículas 
extracelulares procedentes de la orina de pacientes con DRA inducido por la 
vancomicina ha relacionado este síndrome con algunas proteínas que participan en 
las vías del complemento, la coagulación y la inflamación (Awdishu et al., 2021). Estos 
datos apoyan la expectativa de una mejora del conocimiento de los mecanismos de 
la lesión y con ello un diagnóstico preciso de los pacientes que sufran este síndrome, 
independientemente de su etiología. El reto para el futuro inmediato es identificar los 
patrones de daño o mecanismos patológicos asociados etiológicamente a cada 
biomarcador. 
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 CONCLUSIONES 

 Este trabajo de investigación nos ha permitido alcanzar las siguientes 
conclusiones: 
 
1. El aumento de la excreción urinaria de PAI-1 durante un DRA tóxico o isquémico 
experimental es debido, por lo menos parcialmente, a su producción y secreción por 
parte de las estructuras renales, entre ellas, el epitelio tubular afectado. Así, el PAI-1 
urinario puede ser indicativo, y por lo tanto un biomarcador potencial, de daño 
tubular. Sin embargo, dado que también se ha documentado su papel en los procesos 
proinflamatorios y procoagulantes derivados del daño y disfunción endotelial, y en el 
remodelado tisular reparador observados durante el DRA, no podemos descartar que 
su presencia en la orina también pueda reflejar estos fenómenos. 

 

2. El PAI-1 urinario asociado al DRA se encuentra tanto en forma soluble como 
contenido en vesículas extracelulares, pero se desconoce por el momento el origen 
de cada una de estas fracciones y su asociación con los distintos eventos 
fisiopatológicos. Esto constituye un reto para el futuro, que podría permitir afinar el 
diagnóstico del DRA. 

 

3. En pacientes, el PAI-1 aparece como una herramienta potencialmente valiosa para 
el diagnóstico etiopatológico del DRA. En perspectiva, el desarrollo de un sistema 
diagnóstico que integre la información de varios biomarcadores con significados 
biológicos diferentes y específicos, y asociados a patrones de lesión concretos, 
mejoraría la precisión del diagnóstico de este síndrome, la capacidad de pronóstico 
y, por lo tanto, el manejo personalizado de los pacientes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 





 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“La verdadera ciencia enseña, por encima de todo,  
a dudar y a ser ignorante” 
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Abstract
Introduction: Acute kidney injury (AKI) is a threatening, multi-
aetiological syndrome encompassing a variety of forms and 
damage patterns. AKI lacks sufficiently specific diagnostic tools 
to evaluate the distinct combination of pathophysiological 
events underlying each case, which limits personalized and op-
timized handling. Therefore, a pathophysiological diagnosis 
based on new urinary biomarkers is sought for practical (readi-
ness and noninvasiveness) and conceptual reasons, as the urine 
is a direct product of the kidneys. However, biomarkers found in 
the urine may also have extrarenal origin, thus conveying patho-
physiological information from other organs or tissues. Urinary 
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) has been associated to 

AKI, although its origin and traffic to the urine are not known. 
Methods: Herein, we studied the blood or renal origin of urinary 
PAI-1 (uPAI-1) in experimental AKI in Wistar rats, by means of the 
in situ renal perfusion method. For this purpose, urine was col-
lected while the kidneys of rats with AKI showing increased uPAI-
1 excretion, and controls, were in situ perfused with a saline 
solution. Results: Our results show that during perfusion, PAI-1 
remained in the urine of AKI rats, suggesting that renal cells shed 
this protein directly to the urine. PAI-1 is also significantly in-
creased in the urine of AKI patients. Its low correlation with oth-
er urinary markers such as NGAL or NAG suggests that PAI-1 
provides complementary and distinct phenotypical informa-
tion. Conclusion: In conclusion, uPAI-1 is a biomarker produced 
by damaged kidneys following AKI, whose precise pathophysi-
ological meaning in AKI needs to be further investigated.

© 2021 S. Karger AG, Basel

María Paniagua-Sancho and Yaremi Quiros share first authorship.
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Introduction

Acute kidney injury (AKI) involves a sudden loss of 
renal excretory function and is defined according to in-
ternationally recognized scales on increments in plasma 
creatinine concentration (Crpl) or reductions in urinary 
output [1]. In many cases, after an AKI episode renal func-
tion returns apparently to normal parameters in a few days. 
However, in other cases, renal function and renal tissue 
structure undergo a variety of deleterious consequences, 
ranging from delayed recovery to the need of renal re-
placement therapy (i.e., dialysis) for life, or even death [2]. 
Worst scenarios are frequently observed among critically 
ill patients and in the context of intensive medicine [2]. 
In all cases, including mild and reversible, and even sub-
clinical episodes, increased morbidity and mortality and 
incidence of chronic kidney disease are observed after 
AKI [2]. Prognosis of AKI is still difficult to estimate, 
beyond the assumption that milder cases tend to show a 
better prognosis, and that prerenal (i.e., hemodynamic) AKI 
is associated with milder outcomes than intrinsic AKI, 
such as acute tubular injury (ATI), formerly known as 
acute tubular necrosis [3, 4]. Thus, a precise pathophysi-
ological diagnosis is necessary to study and then associate 
specific injury patterns to specific outcomes [5].

Attainment of this unmet need is limited by the lack of 
aetiopathological biomarkers, whose elevations (or dec-
rements) in bodily samples be known to derive from con-
crete pathophysiological events. In this sense, the gold 
standard biomarker (i.e., Crpl) increases irrespective of 
cause or underlying process. Last generation markers 
erupting into the clinical practice, such as neutrophil 
gelatinase-associated lipocalin (NGAL), kidney injury 
molecule 1 (KIM-1), tissue inhibitor of metalloproteinase 
2 (TIMP-2), and insulin-like growth factor-binding pro-
tein 7 (IGFBP7), incorporate some degree of specificity 
and sensitivity to AKI diagnosis beyond Crpl [6–8]. Most, 
if not all of these markers have been long believed to be 
produced by damaged kidneys (i.e., by tubular epithelial 
cells) and directly shed to the urine, where they serve as 
biomarkers of tubular damage. However, this concept has 
been questioned recently. It has been shown that the 
increased urinary level of NGAL [9, 10] and TIMP-2 and 
IGFBP7 [11] is not the result of direct shedding from tubule 
cells, but of reduced tubular reclamation of the filtered pro-
teins. These findings might modify the pathophysiological 
and diagnostic meaning of these biomarkers.

New markers, with distinct biological meaning or sen-
sitivity for individual biological processes, are thus need-
ed to build fingerprints of aetiopathological varieties of 

AKI, which can be used for pathophysiological diagnosis 
and thereof associated to distinctive prognosis. Plasminogen 
activator inhibitor-1 (PAI-1) is an endogenous inhibitor 
of thrombolysis with pro-coagulant properties. Tissue and 
plasma levels of PAI-1 increase in coagulation, fibrotic 
and inflammatory disorders [12]. We previously reported 
abnormally elevated levels of PAI-1 in the urine of rats 
undergoing nephrotoxic AKI [13, 14]. However, its role 
in this type of AKI and, more specifically, the meaning of 
urinary PAI-1 (uPAI-1) in AKI diagnosis has not been 
thoroughly explored. In this article, we studied the uri-
nary excretion of uPAI-1 in diverse animal models and 
patients of AKI, and deepened on its origin and traffic, 
with the aim of further understanding its diagnostic sig-
nificance and utility.

Materials and Methods

Reagents were purchased from Sigma (Madrid, Spain), except 
where otherwise indicated.

Animal Models and Experimental Protocols
All procedures were approved by the Bioethics Committee of 

the University of Salamanca. Animals were handled according 
to the guidelines of the European Community Council Directive 
2010/63/UE, and to the current Spanish legislation for experimen-
tal animal use and care, RD 53/2013. Three rat models of ATI, a 
most common form of intrinsic AKI, were used to study uPAI-1 
excretion under typical aetiopathological scenarios involving isch-
emic and nephrotoxic acute renal damage. Wistar rats (220–240 g) 
were housed under controlled experimental conditions and allowed 
free access to regular chow and water. Rats were divided into 5 groups 
(n = 6 per group): (1) control group (Control), saline solution; (2) 
ischemia-reperfusion group (I/R), 1 h of warm renal ischemia plus 
contralateral nephrectomy; (3) gentamicin group (G), receiving 
gentamicin i.p. (150 mg/kg per day) for 6 days; (4) cisplatin group 
(CDDP), a single i.p. administration of 5 mg/kg cisplatin.

At specific time points, rats were allocated in metabolic cages 
to obtain 24-h, individual urine samples. Blood was drawn with a 
needle from the tail vein, and plasma was obtained by centrifuga-
tion and, at the end of the treatments, kidneys were perfused with 
heparinized saline and immediately dissected. Half of the kidney 
was fixed in paraformaldehyde for histological studies, and the rest 
was frozen at −80°C for biochemical analysis.

Urinary Excretion Studies with in situ Perfused Kidneys
At the end of the experimental protocol or treatment (i.e., day 1 

in the I/R group; day 6 in the G group; and day 4 in the CDDP group), 
some rats were anesthetized (50 mg/kg sodium pentobarbital) and 
an extracorporeal circuit for kidney perfusion was set up, as de-
scribed elsewhere [9]. Briefly, the renal artery, vein, and ureter of 
the right kidney were ligated. The renal artery and vein of the left 
kidney and the urinary bladder were cannulated. Oxygenated and 
warm (37°C) Krebs-dextran (40 g/L dextran [molecular weight 
64k–76k] in Krebs solution [120 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 
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1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 0.026 mM 
EDTA, 11.1 glucose, pH = 7.4]) was perfused through the renal 
artery at 3 mL/min. The effluent from the renal vein was collected 
during 60 min of perfusion or was discarded. Urine fractions were 
collected (every 20 min) from a catheter placed in the urinary blad-
der, starting 20 min before the perfusion with Krebs (when blood 
was still passing through the kidney), and during 60 min after per-
fusion with Krebs started.

Renal Function
Renal function was monitored by means of Crpl and urea and 

urinary protein concentration. Crpl and urea were determined with 
commercial colorimetric kits (Quantichrom Creatinine and Quan-
tichrom Urea Assay Kits; BioAssay Systems, Hayward, CA, USA), 
according to the manufacturer’s instructions. Proteinuria was de-
termined with a commercial kit (Bio-Rad, Madrid, Spain) based in 
the Lowry method.

Renal Histopathology
Paraformaldehyde-fixed rat tissue samples were immersed in 

paraffin, cut into 2 μm-thick slices, and stained with hematoxylin 
and eosin. Renal specimens were then photographed under an 
Olympus BX51 microscope connected to an Olympus DP70 color, 
digital camera (Olympus, Madrid, Spain).

Patients and Clinical Protocol
Urine samples were collected from 72 volunteers from the Ne-

phrology Department (Hospital Universitario Marqués de Valde-
cilla, Santander, Spain), who provided written consent: 63 consul-
tation patients referred to Nephrology had AKI at admission; and 
9 controls. All protocols were approved by the local Ethics Com-
mittee and were conducted according to the principles established 
in the Declaration of Helsinki (World Medical Assembly), the 
Council of Europe Convention on Human Rights and Biomedicine, 
the UNESCO Universal Declaration on the Human Genome and 
Human Rights, the requirements established in the Spanish legis-
lation in the field of biomedical research, personal data protection 
and bioethics; as well as the provisions of the Law 14/2007, of July 
3, of Biomedical Research; and RD 53/2013, of February 1. Renal 
function and diagnosis data were obtained from the patients’ med-
ical records. Renal function was monitored by means of Crpl, and 
AKI was defined and classified according to Kidney Disease: Im-
proving Global Outcomes criteria [15]. Urine was collected upon 
admission to the Nephrology Department and was used to measure 
protein content (with a commercial kit from Bio-Rad, Madrid, 
Spain), N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG; with a commer-
cial kit DZ062A-K from Diazyme Laboratories, Poway, CA, USA), 
PAI-1, and NGAL (as described below).

Western Blot
A volume of urine (μL) from each rat corresponding to the 

same excretion fraction (i.e., same % of their daily urinary output) 
was separated by acrylamide electrophoresis. Proteins were trans-
ferred to an Immobilon-P Transfer Membrane (Millipore, Madrid, 
Spain) and incubated with primary antibodies against PAI-1 (BD 
Transduction Laboratories, CA, USA), followed by horseradish 
peroxidase-conjugated secondary antibodies and chemiluminescent 
detection (Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate 
kit; Millipore, Madrid, Spain) with the ChemiDocTMMP Imaging 
System (Bio-Rad, Madrid, Spain).

ELISA
PAI-1 and NGAL were measured in human samples with the 

following commercial ELISAs: Human PAI-1 RAB0429 (Merck 
Life Science, Madrid, Spain) and Human NGAL ELISA Kit 036CE 
(BioPorto Diagnostics, Hellerup, Denmark) respectively, following 
the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis
Data are represented as the mean ± SEM of n experiments, as 

indicated in each case. Animal’s and patients’ data normality was 
checked with the Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests, 
respectively. Animal´s non-parametric data were compared using 
Friedman test followed by the Dunn’s post hoc test. For data with 
a normal distribution (animal’s and patients’), a student t test or a 
one-way ANOVA was used (Bonferroni post hoc tests were used 
for multiple comparisons). The GraphPad Prism 7.0 (GraphPad 
Software, San Diego, CA, USA) and the IBM SPSS Statistics 20 
(IBM, Armonk, NY, USA) software were used. A p value <0.05 was 
considered statistically significant.

Results

PAI-1 Urinary Excretion Is Increased in Experimental 
Models of Acute Tubular Necrosis
The 3 AKI models used in this study (i.e., cisplatin and 

gentamicin nephrotoxicity and I/R injury) showed typi-
cal characteristics of intrinsic AKI, congruently with oth-
er studies carried out by us [2, 9, 16] and others with these 
models. In all cases, rats showed increased Crpl and urea 
concentrations and proteinuria compared to the controls 
(Fig. 1), and clear histological evidence of tubular necro-
sis (Fig. 2). Typical features of ATI, such as epithelial cell 
desquamation, tubular dilation, tubular necrosis, tubular 
obstruction, and infiltration, were detected mainly in the 
outer medulla of I/R and cisplatin rats, and in the cortex 
of gentamicin rats. In the 3 models, the level of PAI-1 in-
creased, nearly in association with the progression and 
the extent of renal damage, in the urine, and in the renal 
tissue, as revealed by the tissue level of the PAI-1 protein 
and gene expression. However, PAI-1 was not increased 
in the plasma from the AKI models (Fig. 3).

PAI-1 Is Produced by Damaged Kidneys and Secreted 
to the Urine Following AKI
We next investigated the origin of uPAI-1. Specifically, 

we aimed at unraveling whether the PAI-1 was shed di-
rectly to the urine by renal cells, or it was filtered from the 
blood and not reabsorbed in the tubules. This is relevant 
from a diagnostic perspective, as the pathophysiological 
interpretation may vary with the source and mechanism 
leading to its increased urinary excretion. For this purpose, 
we used an in situ renal perfusion method that we had 
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previously used to study the origin of other biomarkers 
[2, 9, 13]. When the kidneys of control and AKI (induced 
by I/R) rats were perfused with a saline isotonic solution, 

PAI-1 did not disappear from the urine of AKI rats (Fig. 4), 
as expected of a protein yielded directly to the urine by 
renal cells. Should PAI-1 have disappeared from the urine 
during perfusion, we would have concluded that it had a 
blood-born origin. It is concluded that because PAI-1 
remained in the urine of AKI rats during perfusion, renal 
cells must have shed this protein directly to the urine. As 
a technical control, before perfusion with Krebs, the kid-
neys were perfused with blood from the same animal, by 
shunting a carotid artery with the renal artery by means of 
a catheter. In those circumstances, PAI-1 was still excret-
ed with the urine in AKI rats, and not in controls (Fig. 4). 
We further investigated whether PAI-1 was also shed to 
the circulation from renal cells in AKI rats. As shown in 
Figure 4, the renal vein eluent of kidneys perfused with 
Krebs from AKI rats is not different from that in controls.

uPAI-1 Increases in AKI Patients
We analyzed the urinary excretion of PAI-1 in patients 

with AKI. Results are shown as urinary concentration 
and also normalized to urinary creatinine or proteinuria. 
Urinary creatinine is a controversial but frequently used 
normalizing parameter [17]. Normalization by protein-
uria suggests that PAI-1 excretion is not a general con-
sequence of indiscriminate protein loss, but the reflec-
tion of a more specific phenomenon. In all cases, uPAI-1 
is very low in controls. However, in AKI patients PAI-1 
is markedly and statistically elevated (Fig. 5). As shown 
in Table 1, statistically significant but low correlations 
were found between the uPAI-1 and those of NGAL and 
NAG, which suggests that the pathophysiological mean-
ing conveyed by PAI-1 is not redundant, but comple-
mentary, to the meaning of NGAL and NAG. Graphical 
depictions of these correlations are shown in online sup-
plementary Fig. 1 (for all online suppl. material, see 
www.karger.com/doi/10.1159/000518455).

Discussion

The serine protease inhibitor (serpin) PAI-1 is the main 
inhibitor of tissue plasminogen activator and urokinase, 
the activators of plasminogen. Traditionally, the physiolog-
ical and pathophysiological role of PAI-1 has been criti-
cally associated to the regulation of thrombolysis and 
hemostasis, as an inhibitor of fibrinolysis [18, 19], and its 
deficiency leads to hemorrhagic diathesis. PAI-1 is pro-
duced mainly by endothelial cells, but also by adipose tissue 
[20, 21]. Various diseases, such as cancer, obesity, and the 
metabolic syndrome are related to higher levels of PAI-1, 
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Fig. 1. Renal function assessment of the experimental models of AKI. 
a Plasma creatinine concentration; (b) plasma urea concentration; 
and (c) proteinuria. Data (n = 6 per group) are expressed as the mean 
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and increased thrombosis has been linked to these states [22]. 
PAI-1 also participates in the inflammatory process and has 
been found increased in damaged and inflamed tissues [23]. 
In the kidneys (and other organs), PAI-1 is a pro-fibrotic fac-
tor [24, 25] that inhibits plasmin formation, increases trans-
forming growth factor β expression, and stimulates fibro-
blasts and macrophage infiltration [26, 27]. Conversely, 

pharmacological inhibition of PAI-1 ameliorates fibrosis [28]. 
Specifically, PAI-1 plays an important role in renal fibrosis 
and progression of chronic kidney disease [26, 29, 30]. Of 
note, in disease states including fibrosis, tissue, and plasma 
levels of PAI-1 increase [29, 31], and uPAI-1 also increases 
in specific conditions such as overt diabetic nephropathy 
[32] and active lupus nephritis [33].
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Fig. 2. Histological characterization of the 
experimental models of AKI. Representa-
tive images of the cortex and outer medullary 
area (×400) from kidney specimens (n = 6 per 
group) stained with hematoxylin and eo-
sin from Control, I/R, G, and CDDP rats. 
Control rats show normal renal parenchy-
ma (with intact tubules and glomeruli), 
whereas overt tubular necrosis is observed 
in the 3 models of AKI. Widespread evi-
dence of tubular desepithelization (black 
arrows) and luminal tissue debris accumula-
tion (asterisks) is seen most in the outer 
medullary region of the I/R and cisplatin 
models, and in the cortex of the G model. 
I/R, ischemia/reperfusion; G, gentamicin; 
CDDP, cisplatin.
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PAI-1 has also been linked to AKI. PAI-1 participates in 
septic AKI [34] (a condition with an important inflammatory 
component [35]) and also in renal thrombotic microangi-

opathies [36]. Plasma PAI-1 is increased in AKI patients 
in the context of acute lung injury [37], and in human lung 
transplantation-related AKI [38], which has been related 
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tative image of Western blot analysis of uPAI-1 excretion during 
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(upper panel). c Schematic representation of the experimental 
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resentative image of Western blot analysis of uPAI-1 in the vein 
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to renal microvascular injury [38, 39]. PAI-1 is also in-
creased in the urine of rats following toxic AKI induced by 
gentamicin [13] and iodinated contrast media [14]. Our 

present results show that in 3 etiologically different models 
of ATI (i.e., gentamicin and cisplatin nephrotoxicity and 
ischemic injury), PAI-1 is overexpressed in the kidneys and 
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■ Autoimmune disease
■ Low cardiac output
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■ Surgery
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b
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d

Fig. 5. uPAI-1 was increased in AKI patients. Patient characteris-
tics (a) and AKI etiologies (b). c Urinary levels of PAI-1 in AKI 
patients and controls showing the mean ± SEM of n = 9 controls, 
and n = 63 AKI patients. The left panel shows urinary concentra-
tion of PAI-1, whereas in the central and right panels PAI-1 con-
centration is normalized to urinary creatinine concentration, and 
to proteinuria, respectively. d ROC curves on the capacity of uPAI-

1 (left panel), uPAI-1 normalized to urinary creatinine (central 
panel), and uPAI-1 normalized to proteinuria (right panel). *p < 
0.05 versus control, **p < 0.01 versus control, and ****p < 0.0001 
versus control. AUC, area under the curve; Crpl, plasma creatinine 
concentration; Cru, urinary creatinine concentration; AKI, acute 
kidney injury; ROC, receiver operating characteristic; uPAI-1, 
urinary PAI-1.
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its urinary excretion is increased. In these ATI models, as 
in those reported in [13, 14], inflammation amplifies tubu-
lar damage and contributes to reducing glomerular filtra-
tion rate [40–42], the hallmark alterations of acute tubular 
disease. It is thus possible (and likely) that PAI-1 be in-
volved in these inflammatory responses.

Pathological coagulation might also explain PAI-1 par-
ticipation in toxic and ischemic AKI. Renal pro-coagulation 
events have been reported for these types of AKI, including 
endothelial dysfunction [43, 44], expression of adhesion 
molecules in platelets [45] and endothelial cells [43], and 
fibrin deposition in the vascular lumen, the glomerulus, 
Bowman’s capsule and interstitium [46, 47]. In agreement, 
anticoagulation reduces tubular obstruction, probably 
by preventing conversion of filtered fibrinogen into fibrin 
[47, 48]. These pro-coagulant events do not seem to lead to 
full thrombotic processes, but rather to microvascular 
congestion [43, 44] resulting from blood cells and platelet 
aggregation to the endothelium [43, 49]. Endothelial dys-
function also enables white cell infiltration, diapedesis, vas-
cular hyper-permeability, and inflammation [50]. In turn, 
inflammation contracts renal vessels, reduces renal blood 
flow and glomerular filtration rate [40, 41], and recruits 
pro-inflammatory and pro-coagulant endothelial signaling 
[51], which closes a vicious feedback cycle between inflam-
mation, endothelial dysfunction, reduced renal flow, and 
glomerular filtration rate.

Our results also indicate that, in our ischemic ATI model, 
PAI-1 may be elevated in the urine by direct secretion from 
renal cells. Hypothetically, this secretion may be the conse-
quence of the pro-coagulation and inflammatory scenario 
described above. Thus, PAI-1 is one of the few biomarkers, 
along with tail-less complex polypeptide-1 eta subunit 
(TCP1-eta) [2, 52], for which direct shedding from renal cells 
has been experimentally supported, in association with AKI. 
In fact, it has been generally assumed that other biomarkers 
increased in the renal tissue and urine following AKI, were 
directly shed to the urine from damaged renal structures. 
However, recent studies have shown differently, as described 
above for NGAL, TIMP-2, and IGFBP. Accordingly, uPAI-1 
might be a direct pathophysiological indicator of renal in-
flammatory status. Although the diagnostic information 
conveyed by uPAI-1 needs to be further explored, this mark-
er provides differential and additive diagnostic value.

The established knowledge indicates that PAI-1 might 
not be a general parenchymal damage level reporter, but 
a biomarker of a more specific pathological event, such as 
endothelium-mediated inflammatory damage. In agree-
ment, inflammation is an important pathogenetic factor 
in AKI [40, 41, 51, 53]. Interestingly, the low correlation 
found with the level of NGAL and NAG implies that the 
type of damage or pathophysiological events causing 
NGAL and NAG excretion in these patients is different 
from the damage leading to the excretion of PAI-1. This 
level of biomarker specificity is needed for the sought 

Table 1. Results of the correlation analysis of uPAI-1 and other biomarkers of kidney injury

Crpl, mg/dL Proteinuria, mg/mL uNGAL, ng/mL uNAG, IU/mL

uPAI-1, ng/mL 0.116 0.094 0.309* 0.199

Crpl, mg/dL proteinuria,  
mg/mg Cru

uNGAL,  
ng/mg Cru

uNAG,  
IU/mg Cru

uPAI-1, ng/mg Cru 0.154 0.309* 0.426*** 0.374**

Crpl, mg/dL uNGAL,  
ng/mg protein

uNAG,  
IU/mg protein

uPAI-1, ng/mg protein 0.154 0.378** 0.363**

In the upper panel, the study was carried out with raw data from urinary biomarkers. In the central panel, 
urinary biomarkers were normalized to urinary creatinine concentration (Cru). In the lower panel, biomarkers 
were normalized to proteinuria. Data are expressed as Spearman’s correlation coefficient (ρ). Crpl, plasma cre-
atinine concentration; Prot, proteinuria; Cru, urinary creatinine concentration; IU, international units; uNAG, 
urinary NAG activity; uNGAL, urinary NGAL concentration; uPAI-1, urinary PAI-1. * p < 0.05. ** p < 0.01.  
*** p < 0.001.
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pathophysiological diagnosis of AKI, and for prognosis 
estimation based on the underlying individual damage 
pattern [2, 5]. Increasing knowledge of pathophysiologi-
cal granularity provided by biomarker-based liquid au-
topsies should thus allow a more precise patient stratifica-
tion and diagnosis, irrespective of etiology. The challenge 
for the immediate future is to identify the specific damage 
patterns, or pathological mechanisms etiologically asso-
ciated to each biomarker.

Conclusions

In this article, we further characterize PAI-1, a regulator 
of coagulation, as a urinary biomarker of AKI, hitherto 
vaguely associated to this syndrome. Most importantly, we 
show that the PAI-1 detected in the urine following AKI 
is produced by damaged kidneys and shed directly to the 
urine. uPAI-1 is thus a direct probe of a specific pathological 
event of renal injury, which needs to be further explored. 
uPAI-1 is one of the few AKI biomarkers with substanti-
ated renal origin, and thus a potentially valuable tool for a 
prospective pathophysiological diagnostic panel.
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