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Analisis proteémico de exosomas de orina humana en la
busqueda de marcadores de nefropatia diabética
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La nefropatia diabética (ND) es la principal causa de fallo renal. El
diagndstico se realiza cuando la proteinuria esta establecida y ya ha
ocurrido un dafo renal irreversible. Las primeras etapas de la enfermedad
son silentes siendo necesario descubrir nuevas dianas moleculares que
permitan un diagnostico temprano. Los exosomas de orina son vesiculas
membranosas de 40-100 nm de tamafio, liberados por células epiteliales
renales. Dado que proporcionan informaciéon valiosa sobre distintos
procesos que tienen lugar en el rifidn, suponen una prometedora fuente de
potenciales biomarcadores.

El objetivo de este estudio es analizar la composicion proteica de los
exosomas de orina y su importancia en el diagndstico de la ND. Se optimizé
el aislamiento de exosomas, confirmandolo después mediante microscopia
electronica y Western-blot. Dada la elevada proteinuria en las muestras de
pacientes, fue necesaria una ecualizacion del contenido en albumina
asociado a la fraccion exosomal obtenida de las orinas de paciente, ya que
eésta imposibilitaba la comparacién entre grupos y enmascaraba proteinas
minoritarias. Se probaron distintas estrategias para la deplecién de
albumina y se combinaron con los métodos de aislamiento testados para
optimizar el proceso.

Se realiz6 un estudio semicuantitativo, libre de marcaje, por LC-MS/MS
comparando el proteoma de exosomas aislados de orina de controles
sanos con aquellos aislados de orina de pacientes con ND en un estadio
avanzado. Se identificaron 562 proteinas, 200 de las cuales habian sido
previamente descritas en exosomas de orina, 94 descritas en exosomas
provenientes de otras fuentes y 268 no se habian descrito con anterioridad.
En base a la frecuencia con la que se identificaron en las distintas réplicas y
el numero de péptidos unicos identificados en cada una de ellas, pudimos
observar un sub-grupo de 5 proteinas aumentadas en los exosomas de
pacientes con ND, estas variaciones estan siendo validadas por diferentes
técnicas.
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