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Antecedentes y objetivo: La enfermedad de Dent tipo 1 (DD1) es una enfermedad hereditaria
rara ligada al cromosoma X causada por mutaciones en el CLCN5 que se caracteriza principal-
mente por una disfuncién del tibulo proximal, hipercalciuria, nefrolitiasis o nefrocalcinosis,
enfermedad renal crénica progresiva y proteinuria de bajo peso molecular, rasgo distintivo
dela enfermedad. En la actualidad no existe un tratamiento curativo especifico, inicamente
sintomatico, y no previene la progresién de la enfermedad. En este estudio hemos aislado
y caracterizado las vesiculas extracelulares urinarias (UEV) enriquecidas en exosomas que
nos permitirdn identificar biomarcadores asociados a la progresién de DD1 y ayudaran a
una mejor comprensién de las bases fisiopatolégicas.

Materiales y métodos: A través de una convocatoria nacional de la Sociedad Espaiiola de
Nefrologia (SEN) y la Sociedad Espanola de Nefrologia Pediatrica (AENP), se obtuvieron ori-
nas de pacientes y controles de distintos hospitales espanoles, las cuales se procesaron para
obtener los uEV. Los datos de estos pacientes fueron proporcionados por los respectivos
nefrélogos o extraidos del registro RENALTUBE. Los UEV se aislaron mediante ultracentri-
fugacién, fueron caracterizados morfolégicamente y se extrajo su contenido de proteina y
micro-ARN.

Resultados: Se selecciond a 25 pacientes y 10 controles, de los cuales se procesaron las orinas
para aislar los uEV. Nuestros resultados mostraron que la concentracién relativa de uEv/ml
era menor en los pacientes que en los controles (0,26 x 10° vs. 1,19 x 10® uEV/ml; p <0,01).
Ademis, se vio que los uEV de los pacientes eran significativamente més grandes que los
de los sujetos control (didametro medio: 187,8 vs. 143,6 nm; p<0,01). Por dltimo, nuestros
datos demostraron que se habia extraido correctamente el ARN tanto de los exosomas de
pacientes como de los controles.

Correo electrénico: ana.meseguer@vhir.org (A. Meseguer).
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Conclusiones: En este trabajo describimos el aislamiento y caracterizacién de uEV de pacien-
tes con DD 1 y controles sanos, Utiles para el posterior estudio de moléculas cargo

diferencialmente expresadas en esta enfermedad.
© 2023 Sociedad Espafola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Isolation and characterization of exosome-enriched urinary extracellular
vesicles from Dent’s disease type 1 Spanish patients

ABSTRACT

Background and objectives: Dent’s disease type 1 (DD1) is a rare X-linked hereditary pathology
caused by CLCN5 mutations that is characterized mainly by proximal tubule dysfunction,
hypercalciuria, nephrolithiasis/nephrocalcinosis, progressive chronic kidney disease, and
low-weight proteinuria, the molecular hallmark of the disease. Currently, there is no specific
curative treatment, only symptomatic and does not prevent the progression of the disease.
In this study we have isolated and characterized urinary extracellular vesicles (UEVs) enri-
ched in exosomes that will allow us to identify biomarkers associated with DD1 progression
and a better understanding of the pathophysiological bases of the disease.
Materials and methods: Through a national call from the Spanish Society of Nephrology (SEN)
and the Spanish Society of Pediatric Nephrology (AENP), urine samples were obtained from
patients and controls from different Spanish hospitals, which were processed to obtain
the uEVs. The data of these patients were provided by the respective nephrologists and/or
extracted from the RENALTUBE registry. The uEVs were isolated by ultracentrifugation,
morphologically characterized and their protein and microRNA content extracted.
Results: Twenty-five patients and 10 controls were recruited, from which the urine was pro-
cessed to isolate the uEVs. Our results showed that the relative concentration of uEVs/ml is
lower in patients compared to controls (0.26 x 10° vs. 1.19 x 10° uEVs/ml, P <0.01). In addi-
tion, the uEVs of the patients were found to be significantly larger than those of the control
subjects (mean diameter: 187.8 vs. 143.6 nm, P <0.01). Finally, our data demonstrated that
RNA had been correctly extracted from both patient and control exosomes.
Conclusions: In this work we describe the isolation and characterization of uEVs from patients
with DD1 and healthy controls, that shall be useful for the subsequent study of differentially
expressed cargo molecules in this pathology.
© 2023 Sociedad Espariola de Nefrologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

mutaciones en CLCN5 produce una proteinuria de bajo peso
molecular grave debido a una captacién endocitica defectuosa
en las células renales del tibulo proximal, que se ha asociado

La enfermedad de Dent tipo 1 (DD1) es una enfermedad here-
ditaria rara descrita por primera vez en 1964', con unas 400
familias descritas hasta el momento. Se caracteriza por hiper-
calciuria y proteinuria de bajo peso molecular, que constituye
el rasgo distintivo de la enfermedad?. Los pacientes pue-
den desarrollar nefrocalcinosis, calculos renales o enfermedad
renal crénica®. En la DD1, el trafico de vesiculas y el trans-
porte intracelular se interrumpen debido a mutaciones en el
antiportador electrogénico 2Cl" / H* CIC-5 codificado por el
gen CLCN5*> (OMIM # 300009). El CLCN5 se encuentra en el
cromosoma Xp11.22 y la isoforma mdas comun contiene 746
aminoécidos®. El CIC-5 controla la acidificacién y el reciclaje
de los compartimentos endosomales, se expresa predominan-
temente en las células renales del tibulo proximal y se localiza
en los endosomas y en la membrana apical®, aunque también
se ha descrito en podocitos humanos®. La inactivacién por

a la desaparicién de megalina y cubilina en el brush border de
dichas células renales. Aunque la DD1ha sido considerada
como una enfermedad tubular, también se han descrito casos
con lesiones de glomerulosclerosis focal en biopsias renales’.

El fenotipo de la DD1 se puede confundir con el de otros
trastornos hereditarios relacionados que también conducen
a enfermedad renal crénica, lo que dificulta el diagnéstico.
Existe una considerable variabilidad intrafamiliar en la expre-
sién clinica y progresién de la enfermedad, sin que haya sido
posible establecer una correlacién genotipo-fenotipo clara®-°.
Actualmente, no hay tratamiento especifico ni ensayos clini-
cos para esta enfermedad, por lo que la atencién del paciente
se centra en el tratamiento de la hipercalcuria y la prevencién
de la nefrolitiasis®.

Con el fin de entender en mayor profundidad las bases
fisiopatolégicas de la DD1, asi como el de obtener nuevos


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

78 NEFROLOGIA 2023;43(S1):76-83

biomarcadores de progresién de la enfermedad, nuestro grupo
ha propuesto un estudio basado en la obtencién de vesiculas
extracelulares urinarias (uEV, por las siglas en inglés de urinary
extracellular vesicles) enriquecidas en exosomas a partir de las
cuales se puedan obtener perfiles de mi-ARN asociados a la
enfermedad. Los exosomas parecen derivar de cada uno de los
tipos de células epiteliales que se encuentran frente a la luz
del tubulo renal'! y, por lo tanto, pueden brindar informacién
valiosa para monitorizar los cambios fisiolégicos y patolégicos
en toda la nefrona a través de un procedimiento no invasivo
como es la recoleccién y andlisis de orina®.

En este trabajo describimos la metodologia utilizada para
la obtencién de las vesiculas urinarias y su caracterizacién en
pacientes con DD1 y en controles.

Materiales y métodos

Pacientes

Se recogieron las muestras de orina de 25 pacientes varo-
nes afectos de DD1 con diagnéstico genético confirmado y
de 10 donantes sanos de la misma edad y sexo en diferen-
tes hospitales de Espana para su procesamiento en el Hospital
Universitari Vall d’Hebrén (Barcelona, Espana) (fig. 1A). El estu-
dio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Vall d’Hebron
(PR(AG)149/2020/ 314/C/2020). La tasa de filtracién glomerular
estimada (TFGe) se calculé utilizando la férmula CKD-EPI'3,

Aislamiento de exosomas

El aislamiento de uEV se realizé de acuerdo con el proto-
colo previamente descrito por nuestro grupo’. Este proceso
se muestra en el esquema de la figura 1B.

Nanoparticle tracking analysis

La cuantificacién y distribucién de la medida de los ukv se
analizé mediante la técnica de nanoparticle tracking analysis
(NTA) (NanoSight NS300, Malvern Instruments, Reino Unido).
Dicho equipo utiliza la dispersién de la luz y el movimiento
browniano para obtener la medida y la concentracién de las
particulas en suspensién’'®. Dichos paradmetros se regis-
traron con una camara de alta sensibilidad y las imdagenes
obtenidas se analizaron con el programa NTA v3.1 (NanoSight
Ltd., Malvern Instruments, Reino Unido) en el Institut de Cién-
cia de Materials de Barcelona (ICMAB-CSIC), en la Universitat
Autonoma de Barcelona (Espana).

Microscopia electrénica de transmision criogénica

La microscopia electrénica de transmisién criogénica (Cryo-
TEM) se realizé en el Centro de Microscopia de la Universitat
Autonoma de Barcelona. Se aplicaron 10l de uEV diluidos
en PBS 1x en rejillas Formvar-Carbon EM y se congelaron en
etanol liquido enfriado a —179°C. Las muestras se analizaron
en un microscopio electrénico de transmisién Jeol JEM 2011 a
un voltaje de aceleracién de 200kV.

Extraccion de proteinas exosomales

Los uEV en suspensién se incubaron con tampén de lisis 1:1
(Tris-HC1 100 mM pH 7,5, EDTA 2 mM, pH 8, NaCl 300 mM, SDS
0,2%, NP-40 2%, desoxicolato de sodio 0,5%, PIC 1:200, NaF 1
mM, Na 3VO 1 mM) a 4°C en rotacién constante durante 1h.
A continuacién, las muestras se sonicaron a maxima ampli-
tud durante 5 ciclos de 5 segundos y, luego, se centrifugaron a
13.000 xg durante 15 min a 4 °C. Los sobrenadantes se recogie-
ron y almacenaron a -20°C. Los lisados de uEV se procesaron
y analizaron por western blot.

Extraccion y cuantificacién de ARN

Para la extraccién del ARN de los lisados de uEV previamente
caracterizados se utilizé el kit miRNeasy Mini (Qiagen). La
cuantificacién de los niveles de ARN se realizé utilizando el
BioAnalyzer 2100 en combinacién con el kit ARN 6000 Pico
LabChip.

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como media =+ error estdndar de la
media (SEM). La prueba t de Student (2 colas) fue utilizada para
el andlisis estadistico. Un valor de p menor de 0,05 fue conside-
rado para indicar diferencias estadisticamente significantes.
Los andlisis estadisticos se hicieron con programa comercial
(GraphPad Prism, versién 9 para MacOS, GraphPad Software,
La Jolla California, EE. UU.).

Resultados
Poblacién de estudio

La DD1 es una enfermedad ultrarrara con un bajo numero de
pacientes diagnosticados. Por ello, para conseguir un nimero
suficiente de pacientes para este estudio, se hizo una convoca-
toria nacional a través de la Sociedad Espafola de Nefrologia
(SEN) y la Sociedad Espaiiola de Nefrologia Pediatrica (AENP).
Un total de 25 pacientes con mutaciones confirmadas en el
gen CLCN5 procedentes de 14 hospitales de Espana partici-
paron en este estudio, de los que se recogieron muestras y
datos clinicos (fig. 1A). También se incluyé a 10 controles sanos
emparejados por edad y raza (todos los individuos estudiados
eran varones). Los datos demograficos y clinicos de los pacien-
tes confirmaron que no habia diferencias significativas en la
edad entre los 2 grupos (p =0,67), pero mostraron que el 44% de
ellos (p =0,012) presentaban una funcién renal reducida (TFGe
<90 ml/min/1,73 m?)y el 52%, nefrocalcinosis (p = 0,0052) (tabla
1). No habia diferencias significativas en el resto de los para-
metros estudiados entre pacientes y controles.

Caracterizacién de los vesiculas extracelulares urinarias

Las orinas de los pacientes y controles se procesaron para
obtener los uEV como nuestro grupo ya ha descrito (fig. 1B).
Los UEV enriquecidos en exosomas obtenidos de pacientes
y controles se caracterizaron morfolégicamente utilizando la
técnica de cryo-TEM, que permite una visualizacién directa
de las vesiculas sin la adicién de metales pesados ni fijadores,
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Figura 1 - Obtencién de las muestras y aislamiento de uEV. A) Mapa de Espafia con la distribucién geografica de los centros
que participaron en este estudio. B) Representacion grafica del protocolo de extraccion de uEV de la orina de pacientes o
controles.

uEV: vesiculas similares a exosomas urinarios.

Tabla 1 - Caracteristicas clinicas de la cohorte (controles y pacientes)

Pacientes (n=25) Controles (n=10) P

Edad al ultimo seguimiento, afios mediana, [RIQ] 11,5 [4,75-19] 10 [8,5-25] 0,67
Sexo, masculino n (%) 25 (100) 10 (100) >0,99
Enfermedad renal crénica

Sin fallo renal (>90 ml/min/1,73 m2) 12 (52,2) 10 (100) 0,0129

Estadio 2 (60-89 ml/min/1,73 m?) 5(21,7) 0 (0)

Estadio 3 (30-59 ml/min/1,73 m2) 3(13) 0(0)

Estadio 4 (15-29 ml/min/1,73 m?) 3(13) 0 (0)

Estadio 5 (<15 ml/min/1,73 m?) o TRR 0 (0) 0 (0)
Nefrocalcinosis, si n (%) 13 (52) 0 (0) 0,0052
Litiasis, sin (%) 4 (16) 0 (0) 0,303
Sindrome de Fanconi incompleto (glucosuria o aminoaciduria) n (%) 4 (16) 0 (0) 0,303
Raquitismo, sin (%) 3(12) 0 (0) 0,542

Negrita: diferencia significativa.
RIQ: rango intercuartilico; TRR: terapias de reemplazo renal.
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Figura 2 - Garacterizacién morfolégica de los uEV de pacientes y controles. A) Micrografias de una muestra representativa
con diferentes escalas (500 nm, 200 nm y 100 nm de izquierda a derecha) que muestran vesiculas simples (flecha blanca),
dobles (flecha negra continua) o multicapa (flecha negra discontinua). B) Cuantificacién de la concentracién de uEV por ml de
orina en controles (circulos negros) o pacientes (circulos grises). Cada punto representa un sujeto. En la grafica también se
muestra la media + SEM. C) Cuantificacion del diametro de los uEV de controles (circulos negros) y pacientes (circulos grises).
Cada punto representa la media del didmetro de los uEV para un dnico sujeto. La grifica también muestra la media + SEM.
CD81: grupo de diferenciaciéon 81; GRP78: proteina reguladora de glucosa 78; HepG2: linea celular de carcinoma
hepatocelular G2; uEV: vesiculas similares a exosomas urinarios; SN: sobrenadante.

* p<0,01.
**p<0,001.

que podrian causar artefactos. Nuestros resultados revelaron
vesiculas de una, 2 o varias capas, asi como uEV de diferentes
tamanos sin impurezas evidentes (fig. 2A).

La distribucién de tamafo y la concentracién relativa de
uEV se evaluaron mediante andlisis de seguimiento de nano-
particulas (NTA) en muestras seleccionadas al azar (n=12
pacientes, n=5 controles)’>®. Fue muy interesante observar
quela concentracién relativa de uEV/ml era significativamente
menor en pacientes que en controles (0,2640,04 x 10® vs.
1,19+0,27 x 10 uEV/ml; p =0,0004) (fig. 2B). Como se ve en la
figura 2C, la mayoria de las vesiculas detectadas tenian menos
de 200nm de didmetro, como se espera para los exosomas.

Cabe senalar como curiosidad que los exosomas de los pacien-
tes eran significativamente mas grandes que los de los sujetos
control (didmetro medio 187,8 + 4,053 vs. 143,6 + 2,994 nm, res-
pectivamente; p <0,0001) (fig. 2C).

Por ultimo, se evalud la expresién de 2marcadores aso-
ciados con exosomas (ALIX y CD81)" mediante la técnica de
western blot para confirmar la presencia de exosomas urina-
rios (fig. 3A). Ambos marcadores se detectaron en todas las
muestras de exosomas (tanto en pacientes como en contro-
les) y estuvieron ausentes en el sobrenadante de esas mismas
muestras, que se utilizaron como control negativo para con-
firmar la ausencia de contaminacién por restos celulares.
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Figura 3 - ARN y proteina obtenidos de los uEV. A) Los niveles de Alix y CD81 (marcadores de exosomas) fueron analizados
por western blot en muestras de pacientes y controles. El lisado de la linea celular HepG2 se utilizé como control positivo
para la deteccién de Grp78, un marcador de reticulo. B) Concentracién de ARN (ng/pl) en muestras de controles (circulos
negros) y pacientes (circulos grises). Cada punto representa un tnico sujeto. La grafica también muestra la media + SEM. C)
Electroferograma representativo que muestra una buena integridad del ARN obtenido de los uEV. En la grifica se marcan los

picos correspondientes al ARN ribosomal 18S o 28S.
FU: unidades arbitrarias de fluorescencia; nt: nucleétidos.

Ademis, utilizamos un marcador de reticulo endoplasmico
(GRP78) para demostrar la ausencia de estructuras intracelu-
lares en las suspensiones de exosomas.

Cuantificacién e integridad del ARN

E1 ARN extraido de los uEV se cuantificé utilizando el BioAnaly-
zer 2100. La cuantificacién total de ARN no mostré diferencias
entre controles y pacientes (fig. 3B) y se obtuvieron electrofero-
gramas similares en todas las muestras, asi como una buena
integridad del ARN en todos los casos. Tal como se expone
en el ejemplo de la figura 3C, se observa un pico alto corres-
pondiente a ARN de 250 nt y 2 picos mas bajos pero de mayor
tamano correspondientes al ARN ribosomal 18S o 28S (fig. 3C).

Discusion

El objetivo de este estudio ha sido identificar y seleccionar
a pacientes espanoles con diagnéstico genético confirmado
de DD1 para el aislamiento y la caracterizacién de los uEv
enriquecidos en exosomas tanto en su orina como en la de
controles sanos. Ademas, se ha extraido el ARN de los uEV
para determinar en un futuro el posible perfil diferencial de
expresion entre pacientes y controles con el fin de identificar
biomarcadores diagnésticos y de progresién, asi como posi-
bles dianas terapéuticas contra la DD1. De hecho, el andlisis de
muestras de orina es insustituible como método no invasivo
para el diagnéstico y el seguimiento de algunas enfermeda-
des, en particular, de las renales. A diferencia de la biopsia de
tejido, procedimiento invasivo y no exento de complicaciones
que solo permite obtener una muestra parcial del érgano, los
uEV enriquecidos en exosomas proporcionan una representa-
cién completa de todo el sistema urinario y su estudio resulta
atractivo en el campo del descubrimiento de biomarcadores.
Se ha evaluado el uso potencial de los UEV como marcadores
diagnésticos y prondsticos en estudios clinicos, asi como su

contribucién en procesos fisiopatoldgicos utilizando modelos
experimentales'®20,

Aislamiento de exosomas

Las muestras de orina procedentes de pacientes de toda la
geografia espanola fueron congeladas, tras una primera cen-
trifugacién, hasta su procesamiento. Aunque algunos autores
han senalado que la congelacién directa a —-80°C podria con-
servar mejor los exosomas?’!, otros han demostrado que los
exosomas y sus cargos son estables en la orina en diferen-
tes condiciones de almacenamiento, al obtener resultados
comparables con muestras recién procesadas o después de
ciclos repetidos de congelacién-descongelacién??. Para el ais-
lamiento de uEV, se prefirié6 el método de centrifugacién
diferencial a otras técnicas’®>. No se han publicado datos
previos sobre uEV en pacientes con DD1y, por lo tanto, se des-
conocia la eficiencia del aislamiento de exosomas por muestra
de orina en estos pacientes poliuricos, que, ademads, tienen la
endocitosis y la via endolisosomal afectadas (las cuales estan
involucradas en la formacién de exosomas).

Esta técnica ha sido muy utilizada en nuestro laboratorio
y ya ha demostrado su eficacia en el aislamiento de exoso-
mas para estudiar otra tubulopatia rara renal que cursa con
poliuria®®.

Diferencias en el niimero y tamaiio de los exosomas

La cuantificacién de los uEV mediante la técnica de NTA
mostré una concentracién sustancial de ellos, aunque muy
variable entre muestras individuales. Esta variacién fue inde-
pendiente del filtrado glomerular o del grado de proteinuria,
pero otros factores podrian desempenar un papel, como la
cantidad de proteina Tamm Horsfall. Es interesante cons-
tatar que se observd que los pacientes tenian casi 5veces
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menos concentracién de uEV/ml de orina que los controles.
Este hecho puede estar relacionado con la poliuria con la que
cursan los sujetos afectos por DD1.

No obstante, también se observaron diferencias signifi-
cativas en el tamano de los exosomas de los pacientes en
comparacién con los de los controles, como ya ha sido comen-
tado. Una posible hipdtesis seria que algunos defectos en la via
endolisosomal, resultado de la disfuncién de CIC-5, produje-
ran, por algin mecanismo ain desconocido, la liberacién de
vesiculas de mayor tamano en pacientes con DD1 que en con-
troles. De hecho, este cambio en el tamano también podria
explicar la reduccién en el nimero de particulas entre pacien-
tes y controles: se libera menos cantidad de exosomas, pero
estos son mds grandes.

La disfuncién tubular que se produce en la enfermedad
de Dent podria tener impacto en la produccién y libera-
cién de exosomas, ya que su biogénesis comienza en el
sistema endosomal, donde los endosomas tempranos madu-
ran a endosomas tardios o a cuerpos multivesiculares?*. El
antiportador electrogénico (2Cl'/H*) CIC-5 se localiza en los
endosomas tempranos y tiene un papel muy relevante en el
trafico de vesiculas y el transporte intracelular*”, que se altera
cuando se producen mutaciones en el gen CLCN5, como ocurre
en la enfermedad de Dent. Asimismo, se ha senalado que el
destino de los cuerpos multivesiculares, ya sea su degrada-
cién o la secrecién de exosomas, depende de la homeostasis
celular, probablemente alterada en pacientes con enfermedad
de Dent. Los cuerpos multivesiculares pueden dirigirse a los
lisosomas, donde su contenido es degradado, o transportados
a la membrana plasmatica para la liberacién de exosomas®.
Poco se sabe sobre los mecanismos moleculares y celulares
que regulan este equilibrio y el rol de CIC-5 en estos procesos
estd por determinar.

En otras enfermedades, como las demencias neurodegene-
rativas, se ha visto también una reduccidn en la concentracién
de vesiculas extracelulares en el plasma, con un incremento
de su tamafio®®. Sin embargo, atin no se ha reportado en la
literatura ningin mecanismo que explique este cambio. Por
otro lado, Paulaitis et al. han caracterizado las distribucio-
nes de tamano de exosomas basandose en la escala dindmica
del crecimiento de cuerpos multivesiculares en la via de bio-
génesis de exosomas?’. Estos autores encuentran diferencias
estadisticamente significativas en los exponentes de escala
que caracterizan las distribuciones de tamano de exosomas
en muestras de suero de pacientes con cancer comparados
con los de donantes sanos. Estos autores consideran que tales
cambios podrian reflejar alteraciones en la composicién de la
membrana de los exosomas y proponen que se podria consi-
derar el exponente de escala como un biomarcador biofisico
comparable a los biomarcadores bioquimicos de exosomas y
complementario a ellos, en particular, las proteinas de mem-
brana especificas, como las tetraspaninas.

Conclusiones

En este estudio hemos aislado y caracterizado por primera
vez exosomas de pacientes con DD1. De hecho, la caracteri-
zacion morfoldgica de dichos exosomas ha mostrado que hay
una disminucién de su concentracién en la orina conjunta-

mente con un incremento de su tamano. Aunque no tenemos
una explicacién para justificarlo, un estudio en profundidad
con relacién a esta observacién deberia permitir observar el
posible papel de CIC-5 en la biogénesis de los exosomas. Final-
mente, estos resultados permitirdn estudiar los micro-ARN
obtenidos de los exosomas urinarios para obtener posibles
biomarcadores y dianas terapéuticas para la enfermedad de
Dent.
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