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DESCRIPCION

Meétodo para la deteccion precoz de una lesion de las células de los tibulos renales y uso de un kit.
Antecedentes de la invencion

El fallo renal agudo (FRA) secundario a una lesién de las células tubulares renales, incluyendo una lesion isquémica
o una lesién nefrotdxica, sigue siendo un problema comiin y potencialmente devastador en medicina clinica y en
nefrologia, con un indice persistentemente alto de mortalidad y de morbilidad a pesar de los avances significativos en
el cuidado de soporte. Estudios pioneros realizados a lo largo de varias décadas han arrojado luz sobre los papeles de la
vasoconstriccidn persistente, la obstruccién tubular, las alteraciones celulares estructurales y metabdlicas y la respuesta
inflamatoria en la patogenia del FRA. Aunque estos estudios han sugerido posibles aproximaciones terapéuticas en
modelos animales, los esfuerzos de investigacion sobre la traduccién en humanos han dado resultados decepcionantes.
Las razones de esto pueden incluir la respuesta multifacética del rifién a la lesién isquémica y a las nefrotoxinas y una
escasez de biomarcadores precoces para el FRA con un retraso resultante en el inicio de la terapia.

Se considera que un individuo tiene fallo renal agudo cuando el valor de creatinina en el suero del paciente: (1) o
bien aument6 en al menos 0,5 mg/dL cuando el nivel basal de creatinina en suero era inferior a 2,0 mg/dL; (2) o bien
aument6 en al menos 1,5 mg/dL cuando el nivel basal de creatinina en suero era superior o igual a 2,0 mg/dL; (3) o
bien aument6 en al menos 0,5 mg/dL, independientemente del nivel basal de creatinina en suero, como consecuencia
de la exposicion a agentes radiogréficos.

Se cree que la introduccién de la terapia en un momento precoz del proceso morboso reducird el indice de morta-
lidad asociado al FRA y acortard el tiempo para el tratamiento de diversos tipos de lesiones de las células tubulares
renales, incluyendo, aunque sin limitacién, lesiones renales isquémicas y nefrotdxicas. La identificacién de un bio-
marcador precoz fiable para una lesion de las células tubulares renales seria de utilidad para facilitar la intervencién
terapéutica precoz y ayudaria a guiar el desarrollo farmacéutico al proporcionar un indicador de nefrotoxicidad.

La aproximacién tradicional de laboratorio para la deteccién de la enfermedad renal implicaba la determinacién
de la creatinina sérica, del nitrégeno ureico en sangre, del aclaramiento de la creatinina y de los electrolitos urinarios,
el examen microscépico del sedimento urinario y estudios radiolégicos. Estos indicadores no sélo no son sensibles ni
especificos, sino que tampoco permiten la deteccién precoz de la enfermedad. Ciertamente, aunque una elevacion en
la creatinina sérica es ampliamente considerada como el “estandar de oro” para la deteccidn del FRA, esta claro ahora
que puede haberse perdido ya hasta un 50% de la funcién del rifién para cuando cambia la creatinina sérica.

Se han descrito con anterioridad unos cuantos biomarcadores urinarios para la lesién renal isquémica, incluyendo
la molécula-1 de lesion renal (KIM-1) y la proteina 61 rica en cisteina (Cyr61). KIM-1 es una molécula de adhesién
putativa implicada en la regeneracion renal. En un modelo en rata de lesion por isquemia-reperfusion, se vio que
KIM-1 sufria una regulacion por incremento 24-48 horas después la agresion inicial, lo que hizo de ella un marcador
fiable, aunque algo tardio, de la lesién de las células tubulares. Estudios recientes han mostrado que KIM-1 puede
ser detectada en la biopsia renal y en la orina de pacientes con necrosis tubular aguda isquémica. Sin embargo, esta
deteccion fue documentada en pacientes con lesion renal isquémica establecida, en un momento avanzado del curso
de la enfermedad. La utilidad de la medicién de KIM-1 en orina para la deteccién del FRA precoz o de la lesion renal
subclinica no ha sido validada hasta la fecha.

Se vio que la proteina Cyr61 era una proteina rica en cisteina segregada detectable en la orina 3-6 horas después
de la lesion renal isquémica en modelos animales. Sin embargo, esta deteccion requeria una etapa de purificacion por
bioafinidad y concentracion con perlas de heparina-sefarosa, seguida de un protocolo de transferencia Western. Incluso
después de la purificacién por bioafinidad, eran aparentes varios péptidos no especificos de reaccién cruzada. Asi, la
deteccién de Cyr61 en la orina es problematica con respecto a la especificidad, asi como a la naturaleza engorrosa
del procedimiento. Matthaeus y col. discuten en “Acute Ischemic Renal Failure induces Expression of Neutrophile
Gelatinase-Associated Lipocalin and Matrix Metalloproteinase-9 in damaged Tubuli”, publicado en Kidney Blood
Press Res 2001; 24: 213-440, p268: (pagina 342) resultados que demuestran que la lesién y reparacion renal se asocian
a una regulacién por incremento de NGAL, MMP-9 y TIMP-1.

Por lo tanto, sigue habiendo una urgente necesidad de identificar biomarcadores mejorados para lesiones renales
isquémicas precoces.

Resumen de la invencion

La presente invencion se relaciona con un método para la deteccién de una lesioén de las células de los tibulos
renales como se define en la reivindicacién 1.

La invencion se relaciona ademds con una utilizacién como se expone en las reivindicaciones 8 y 18.

La invencion se relaciona también con un método de identificacién del grado de una lesion de las células de los
tibulos renales como se expone en la reivindicacién 20.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la induccién del ARNm NGAL del rifién del ratén después de una isquemia. El panel superior
muestra una RT-PCR representativa con cebadores para la actina y la NGAL de ratén usando ARN extraido de rifiones
de ratones control (C) o después de varios periodos de reperfusion segiin se muestra (horas). La banda M contiene un
marcador estandar de peso molecular. El panel inferior muestra el multiplo de aumento en la expresiéon del ARNm
NGAL en varios tiempos con respecto al control (CON). Los valores obtenidos por micromatriz (linea continua) frente
a RT-PCR (linea discontinua) son medias +/- SD de al menos 3 experimentos.

La Figura 2A muestra la induccién de la proteina NGAL del rifién del ratén después de una isquemia unilateral. El
panel superior muestra una transferencia Western representativa con muestras de rifilones enteros obtenidas de ratones
control (Con) o después de periodos de reperfusion segiin se muestra (horas), sondeadas con un anticuerpo policlonal
para NGAL o un anticuerpo monoclonal para la tubulina (para demostrar igual carga de proteina). Los marcadores de
peso molecular estdn a la izquierda. El panel inferior muestra el multiplo de aumento en la expresién de la proteina
NGAL a varios tiempos con respecto al control (CON). Los valores obtenidos por densitometria son medias +/- SD
de al menos 3 experimentos.

La Figura 2B muestra la induccion de la proteina NGAL del rifién del ratén tras una isquemia bilateral. El panel
superior muestra una transferencia Western representativa con muestras de rifiones enteros obtenidas de ratones control
(Con) o después de periodos de reperfusion segin se muestra (horas), sondeadas con un anticuerpo policlonal para
NGAL o un anticuerpo monoclonal para la tubulina (para demostrar igual carga de proteina). Los marcadores de peso
molecular estdn a la izquierda. El panel inferior muestra el multiplo de aumento en la expresion de la proteina NGAL a
varios tiempos con respecto al control (CON). Los valores obtenidos por densitometria son medias +/- SD de al menos
3 experimentos.

La Figura 3 muestra la induccién de la proteina NGAL del rifién del ratén después de una isquemia. Resultados de
la inmunohistoquimica representativa sobre secciones congeladas de rifiones de ratén obtenidas de ratones control o
tras periodos variables de reflujo segin se muestra (horas), sondeadas con un anticuerpo policlonal para NGAL. “G”
indica un glomérulo. El panel del extremo de la derecha es un aumento 100X y los otros paneles estan a 20X.

La Figura 4A muestra la deteccién precoz de la proteina NGAL en la orina de ratones con FRA isquémico uni-
lateral. Transferencia Western representativa de muestras de orina sin procesar (1-2 ul por banda, normalizados para
el contenido en creatinina) obtenidas en periodos de reperfusion segin se muestra (horas), tras clampaje unilateral
de la arteria renal. Los marcadores de peso molecular son mostrados a la derecha. Se sondearon las transferencias
con NGAL (superior) o 82-microglobulina (Beta2-M) (centro). Determinaciones de la N-acetil-3-D-glucosaminidasa
(NAG) en orina a diversos periodos de reperfusion segtin se indica, de cinco animales para cinco animales. Los valores
son medias +/- SD. *P < 0,05 frente al control en cada periodo de tiempo, ANOVA.

La Figura 4B muestra la deteccién precoz de la proteina NGAL en la orina de ratones con FRA isquémico bila-
teral. Transferencia Western representativa de muestras de orina sin procesar (1-2 ul por banda, normalizados para el
contenido en creatinina) obtenidas en periodos de reperfusion segiin se muestra (horas) tras clampaje bilateral de la ar-
teria renal. Los marcadores de peso molecular son mostrados a la derecha. Se sondearon las transferencias con NGAL
(superior) o S2-microglobulina (Beta2-M) (centro). Determinaciones de la N-acetil-3-D-glucosaminidasa (NAG) en
orina a varios periodos de reperfusion segtn se indica, de cinco animales para ocho animales. Los valores son medias
+/- SD. *P < 0,05 frente al control en cada periodo de tiempo, ANOVA.

La Figura 5 muestra la deteccion de la proteina NGAL en la orina de ratones con isquemia renal subclinica. Trans-
ferencia Western representativa de muestras de orina sin procesar (1-2 ul por banda, normalizados para el contenido en
creatinina) obtenidas en periodos de reperfusion segiin se muestra (horas) tras 5, 10 6 20 min. de clampaje bilateral de
la arteria renal. Los marcadores de peso molecular son mostrados a la izquierda. Estos animales exhibian creatininas
séricas normales a las 24 h de reflujo.

La Figura 6 muestra la deteccién precoz de la proteina NGAL en la orina de ratas con FRA isquémico. Trans-
ferencia Western representativa de muestras de orina sin procesar (1-2 ul por banda, normalizados para el contenido
en creatinina) obtenidas en periodos de reperfusién segin se muestra (horas) tras 30 min. de clampaje bilateral de la
arteria renal en ratas. Los marcadores de peso molecular son mostrados a la izquierda. Estos animales exhibian un
aumento significativo en la creatinina sérica a las 24 h de reflujo.

La Figura 7 muestra la induccién del ARNm NGAL tras isquemia in vitro. El panel superior muestra una RT-
PCR representativa con cebadores para la NGAL humana usando ARN extraido de células epiteliales de los tiibulos
proximales renales (RPTEC) después de varios periodos de deplecion parcial de ATP como se muestra (horas). La
banda M contiene una escalera de ADN de 100 pb. El panel central muestra el miiltiplo de aumento en la expresién
del ARNm NGAL a varios tiempos con respecto al control (0), normalizada para la expresién de la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los valores mostrados son medias +/- SD de al menos 3 experimentos en cada
punto. El panel inferior muestra una transferencia Western representativa (de tres experimentos independientes) con
muestras de RPTEC después de varios periodos de deplecion parcial de ATP segtin se muestra, obtenidas de iguales
cantidades de pellas celulares (Pel) o del medio de cultivo (Sup), sondeadas con un anticuerpo policlonal para NGAL.
Los marcadores de peso molecular estdn a la izquierda.
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La Figura 8A muestra la deteccién precoz de la proteina NGAL en la orina en ratones con lesién inducida por cis-
platina. Transferencias Western representativas sobre muestras de orina no procesadas (1-2 ul por banda, normalizados
para el contenido en creatinina) obtenidas los dias mostrados después de la administracién de cisplatina, sondeadas
con anticuerpo para 3-2-microglobulina (panel superior) y NGAL (panel central). Los marcadores de peso molecular
son mostrados a la izquierda.

La Figura 8B muestra las determinaciones de NAG en orina a distintos dfas tras la administracién de cisplatina
(n=4) en la Figura 8A. Los valores son medias +/- SD. *P < 0,05 frente al dia 0.

La Figura 9 muestra que la administracién de cisplatina da lugar a necrosis y apoptosis de las células tubulares.
La tincidn con hematoxilina-eosina mostrd dilatacién tubular, detritos luminales y epitelio aplanado en los rifiones
tratados con cisplatina (panel central superior). A gran aumento, un tibulo marcado con un asterisco exhibia ntucleos
condensados intensamente tefiidos (flecha), indicativos de apoptosis (panel superior derecho). Tincién TUNEL que
muestra nicleos positivos a TUNEL en rifiones tratados con cisplatina (panel central inferior). A gran aumento, el
tibulo indicado por un asterisco exhibia nicleos fragmentados condensados (flecha) caracteristicos de apoptosis (panel
inferior derecho). Los paneles marcados como Gran Aumento corresponden a un aumento de 100X y los otros de 20X.
Los resultados en ratones control son mostrados en los panales superior e inferior izquierdos.

La Figura 10 muestra que la administracion de cisplatina da lugar a una rapida induccién de la NGAL renal. Trans-
ferencias Western representativas de lisados de rifion de ratones tratados con cisplatina intraperitoneal (20 ug/kg) y
obtenidas a varios tiempos segtin se indica (horas), sondeadas con un anticuerpo policlonal para NGAL o un anticuerpo
monoclonal para la tubulina. Los marcadores de peso molecular estdn a la izquierda.

La Figura 11 muestra que la administracién de cisplatina da lugar a una rdpida induccion de NGAL en las células
epiteliales tubulares. Resultados de inmunohistoquimica representativa sobre secciones congeladas de rifién de ratones
tratados con cisplatina intraperitoneal (20 ug/kg) y obtenidas a varios tiempos segtin se indica (horas), sondeadas con
un anticuerpo policlonal para NGAL. G, glomérulo.

El panel marcado como HP estd a un aumento de 100X y los otros de 20X.

La Figura 12 muestra que la administracién de 20 ug/kg de cisplatina da lugar a una rdpida apariciéon de NGAL en
la orina. Transferencia Western representativa (panel superior) de muestras de orina no procesadas (3-5 ul/banda, nor-
malizados para el contenido en creatinina) obtenidas antes o a varios tiempos después de las inyecciones de cisplatina
como se muestra. Se analizaron las mismas muestras de orina en cuanto a la excrecion de NAG (panel central) y se
someti6 el suero de los mismos animales a la medicién de la creatinina (panel inferior). ¥*P<0,05 frente al control.

La Figura 13 muestra que la administracién de 5 ug/kg de cisplatina da lugar a la rapida apariciéon de NGAL en
la orina. Transferencia Western representativa (panel superior) de muestras de orina sin procesar (3-5 ul/banda, nor-
malizados para el contenido en creatinina) obtenidas antes o a varios tiempos después de las inyecciones de cisplatina
como se muestra. Se analizaron las mismas muestras de orina en cuanto a la excrecién de NAG (panel central) y se
someti6 el suero de los mismos animales a la medicion de la creatinina (panel inferior). *P<0,05 frente al control.

La Figura 14 muestra la cuantificacién de la NGAL urinaria después de la cisplatina. Tincién con Azul de Coomas-
sie (CB) (panel superior izquierdo) y andlisis de Quimioluminiscencia Aumentada (ECL) de cantidades conocidas de
NGAL purificada recombinante (panel superior derecho). Cuantificacién de la excreciéon de NGAL urinaria a varios
tiempos después de cisplatina a 20 ug/kg o a 5 ug/kg, determinada por andlisis densitométrico de transferencias Wes-
tern y comparaciones con transferencias Western de patrones definidos de NGAL purificada realizadas en idénticas
condiciones.

La Figura 15 muestra en el panel A la medicién de la NGAL en orina en pacientes con trasplantes de rifiones
de cadaveres (CAD, n=4) frente a trasplantes de donantes vivos relacionados (LRD, n = 6) (p < 0,005). El panel B
muestra una correlacion entre el tiempo de isquemia fria y la NGAL urinaria en CAD (p < 0,001, r = 0,98, andlisis de
Spearman). El panel C muestra una correlacién entre el pico de creatinina en suero y la NGAL urinaria en CAD (p <
0,001, r =0,96, andlisis de Spearman).

La Figura 16 muestra en el panel A los resultados de mediciones seriadas de la NGAL urinaria en pacientes después
de una cirugia a corazoén abierto, representados frente al tiempo post-bypass en horas (n=15).

El panel B muestra una correlacion entre el tiempo de bypass y la NGAL urinaria a las 2 horas en pacientes que
desarrollaron FRA (n = 5) (p< 0,01, r = 0,76, andlisis de Spearman). El panel C muestra una correlacién entre los
cambios en la creatinina sérica y la NGAL urinaria a las 2 horas en pacientes que desarrollaron FRA (p < 0,01, r =
0,66, andlisis de Spearman).

Descripcion detallada de la invencién
En toda esta solicitud, se hace referencia a diversas publicaciones y manuscritos no publicados entre paréntesis.

Se puede encontrar una cita bibliografica completa para estas referencias al final de esta solicitud, precediendo a las
reivindicaciones.
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La presente invencidn proporciona un método y la utilizacién de un kit para estudiar la presencia de un biomarcador
de lesion de las células tubulares renales presente en la orina de un sujeto en la instauracion precoz de una lesién de las
células tubulares renales segtn se define en las reivindicaciones 1, 8, 18 y 20. La deteccion precoz de la instauracién
de la lesion puede reducir el tiempo para el tratamiento de la lesién y puede reducir el riesgo de desarrollar un fallo
renal agudo (FRA) clinico. La lesién de las células tubulares renales es una lesion renal isquémica (LRI).

El uso de un kit simple para diagndstico inmediato que use principios similares a los kits ampliamente utilizados de
diagndstico de gestacion en orina para la rapida deteccidn clinica de la NGAL urinaria permitird al clinico diagnosticar
rdpidamente el FRA e instituir rdpidamente medidas terapéuticas y preventivas de probada eficacia. El uso del kit
puede representar el estandar de asistencia para todos los pacientes que tengan riesgo de desarrollar FRA, incluyendo
el uso en cirugia cardiaca, trasplante de rifién, accidente cerebrovascular, traumatismo, sepsis y deshidratacién. En la
practica clinica actual, cuando se produce un FRA en el marco de estas condiciones predisponentes, el diagndstico se
ve muy retrasado y la mortalidad y morbilidad asociadas son inaceptablemente altas. Irénica, e incluso trdgicamente,
se dispone ampliamente de medidas preventivas y terapéuticas efectivas, pero casi nunca se administran de forma
oportuna debido a la falta de biomarcadores precoces del FRA. Se anticipa que se hardn indispensables muiltiples
mediciones seriadas de la NGAL no s6lo para el diagnéstico y la cuantificacién de la lesion renal inicial, sino también
para seguir la respuesta al tratamiento precoz y para predecir el resultado a largo plazo.

El biomarcador para la lesion de las células tubulares renales (al que también se hara referencia como biomarcador
RTCI) es la NGAL, que puede aparecer en la orina en las 2 horas de la instauracion de la lesion de las células tubulares
renales. La NGAL puede estar presente en la primera produccion de orina de un sujeto inmediatamente después de
instaurarse la lesion de las células tubulares renales. El biomarcador RTCI puede ser también un biomarcador RTCI
de instauracion precoz que puede aparecer en las primeras 24 horas de la aparicion de la lesion de las células tubulares
renales. Como tal, la NGAL es el biomarcador RTCI de instauracién precoz.

El biomarcador RTCI efectivo es tipicamente una proteina segregada, por lo cual puede ser segregado por el rifién
a la orina. El biomarcador RTCI efectivo es también tipicamente una proteina resistente a proteasas.

El biomarcador RTCI es un biomarcador de lesién renal isquémica (biomarcador LRI).

El método de la invencién segin se define en la reivindicacién 1 puede ser usado para detectar la instauracién
de una lesion de las células tubulares renales y para monitorizar su tratamiento, para una amplia variedad de sucesos
que pueden incluir todas las variedades de suministro sanguineo disminuid a los rifiones, funcién cardiaca alterada,
procedimientos quirdrgicos y pacientes en unidades de cuidados intensivos. La lesion de las células tubulares renales
es una lesion renal isquémica.

La invencidn proporciona también un método y la utilizacidn de un kit segiin se define en las reivindicaciones 8, 18
y 20 para valorar el grado de lesion renal en base a una relacion proporcional entre el grado de lesidn, que puede variar
desde la misma instauracién de la lesién de las células tubulares renales hasta el FRA clinico, y la cantidad de NGAL
presente en la orina que produce el sujeto. La invencidn proporciona un medio para que un clinico estime el grado de
lesién renal en una valoracién inicial y monitorice el cambio en el estado de la lesién (empeoramiento, mejoria o sin
alteracion) en base a la cantidad detectada de NGAL en la orina.

Tipicamente, el clinico establecerd un protocolo de recogida y andlisis de una cantidad de muestra de orina fresca
del paciente a intervalos seleccionados. Tipicamente, se obtiene la muestra intermitentemente durante un periodo
prescrito. El periodo de tiempo entre la toma intermitente de muestras puede estar dictado por la condicién del sujeto
y puede variar desde una muestra cada 24 horas hasta una muestra tomada de forma continua, més tipicamente desde
cada 4 horas hasta cada 30 minutos.

Utilizando los métodos y técnicas aqui descritos, se puede analizar y estimar un nivel cualitativo del biomarcador
RTCI presente en la orina y se puede analizar y medir un nivel cuantitativo de biomarcador RTCI presente en la orina.
El clinico seleccionard el método cualitativo, el método cuantitativo o ambos dependiendo del estado del paciente.
Tipicamente, la cantidad de orina que se ha de recoger es menor de 1 mililitro y mds tipicamente menor de 10 ul. Una
muestra tipica puede variar entre aproximadamente 1 ul y aproximadamente 1 ml.

Tipicamente, se usan las cantidades mayores de muestra de orina (aproximadamente 1 ml) para los ensayos cuan-
titativos.

Tipicamente, estas pequefias cantidades de orina pueden ser facilmente conseguidas de sujetos clinicos que o bien
son propensos a desarrollar FRA o bien han desarrollado FRA.

Un vez se ha detectado una indicacién de lesion de células tubulares renales o de fallo renal agudo y se ha iniciado
la intervencién y el tratamiento de la enfermedad o condicidn, el clinico puede emplear el método y el kit de la
invencién para monitorizar el progreso del tratamiento o de la intervencion. Tipicamente, se tomardn a continuacién
una o mas muestras de orina posteriores al tratamiento y se analizardn en cuanto a la presencia del biomarcador RTCI
a medida que se comienza y continda el tratamiento de la lesion renal. Se continta el tratamiento hasta que no se
detecta la presencia de biomarcador RTCI en posteriores muestras de orina después del tratamiento. A medida que el
tratamiento y la intervencion mejoran la condicidn, se reduciran correspondientemente la expresién del biomarcador
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RTCI y su presencia en la orina. El grado de mejoria se expresard por un nivel correspondientemente reducido de
biomarcador RTCI detectado en una muestra.

A medida que la lesion renal se aproxima a una completa curacidn, el método puede ser usado para detectar la
completa ausencia del biomarcador RTCI, lo que sefiala que se ha completado el curso de tratamiento.

Son ttiles tanto anticuerpos monoclonales como policlonales que se unan a un biomarcador RTCI en los métodos
y kits de la presente invencion. Se pueden preparar los anticuerpos por métodos conocidos en la técnica. Se describen
anticuerpos monoclonales para el biomarcador RTCI, NGAL, por ejemplo, en “Characterization of two ELISAs for
NGAL, a newly described lipocalin in human neutrophils”, Lars Kjeldsen y col. (1996), Journal of Immunological
Methods, Vol. 198, 155-16. Se pueden obtener ejemplos de anticuerpos monoclonales para NGAL de la Antibody
Shop, Copenhagen, Dinamarca, como HYB-211-01, HYB-211-02 y NYB-2H-05. Tipicamente, se pueden usar HYB-
211-01 y HYB-211-02 con NGAL en sus formas tanto reducida como no reducida. Se describe un ejemplo de un
anticuerpo policlonal para NGAL en “An Iron Delivery Pathway Mediated by a Lipocalin”, Jun Yang y col., Molecular
Cell, (2002), Vol. 10, 1045-1056.

Para preparar este anticuerpo policlonal, se inmunizaron conejos con proteina NGAL recombinante filtrada por gel.
Se incubaron los sueros con perlas de GST-Sefarosa 4B para eliminar los contaminantes, obteniéndose los anticuerpos
policlonales en el suero, segiin describen los solicitantes en Jun Yang y col., Molecular Cell (2002).

Tipicamente, la etapa de deteccidon del complejo del anticuerpo de captura y el biomarcador RTCI consiste en
poner en contacto el complejo con un segundo anticuerpo para detectar el biomarcador.

El método de deteccion del complejo del biomarcador RTCI y el anticuerpo primario consiste en las etapas si-
guientes: separar cualquier material no unido de la muestra de orina del complejo anticuerpo de captura-biomarcador;
poner en contacto el complejo anticuerpo de captura-biomarcador con un segundo anticuerpo para detectar el biomar-
cador RTCI, para permitir la formacién de un complejo entre el biomarcador RTCI y el segundo anticuerpo; separar
cualquier segundo anticuerpo no unido del complejo biomarcador RTCI-segundo anticuerpo; y detectar el segundo
anticuerpo del complejo biomarcador RTCI-segundo anticuerpo.

El uso del kit en el método tipicamente incluye un medio que tiene fijado al mismo el anticuerpo de captura,
mediante lo cual la muestra de orina contacta con el medio para exponer el anticuerpo de captura para la NGAL con-
tenida en la muestra. El kit incluye un medio de adquisicién que puede llevar un instrumento, tal como una espatula
o una simple varilla, con una superficie que comprende el medio. El medio de adquisicién puede también incluir un
recipiente para aceptar la muestra de orina, donde el recipiente tiene una superficie de contacto con la orina que com-
prende el medio. En otra realizacidn tipica, el ensayo para detectar el complejo del biomarcador RTCI y el anticuerpo
puede consistir en un ELISA y puede ser usado para cuantificar la cantidad de NGAL en una muestra de orina. En una
realizacién alternativa, el medio de adquisicién puede incluir un instrumento consistente en un cassette que contiene
el medio.

La deteccién precoz del biomarcador RTCI puede proporcionar una indicacién de la presencia de la proteina en
una muestra de orina en un corto periodo de tiempo. En general, un método y una utilizacién de un kit de la presente
invencién pueden detectar el biomarcador RTCI en una muestra de orina en cuatro horas, mds tipicamente en dos horas
y mads tipicamente en una hora tras la lesién de las células tubulares renales. Preferiblemente, el biomarcador RTCI
puede ser detectado en aproximadamente 30 minutos tras la lesion de las células tubulares renales.

El método y la utilizacién del kit de la presente invencion para detectar el biomarcador RTCI pueden ser realizados
adaptando los métodos y kits conocidos en la técnica para la rdpida deteccion de otras proteinas y ligandos en una
muestra bioldgica. Se describen ejemplos de métodos y kits que se pueden adaptar a la presente invencién en la Patente
EE.UU. 5.656.503, concedida a May y col. el 12 de Agosto de 1997, en la Patente EE.UU. 6.500.627, concedida a
O’Conner y col. el 31 de Diciembre de 2002, en la Patente EE.UU. 4.870.007, concedida a Smith-Lewis el 26 de
Septiembre de 1989, en la Patente EE.UU. 5.273.743, concedida a Ahlem y col. el 28 de Diciembre de 1993, y en la
Patente EE.UU. 4.632.901, concedida a Valkers y col. el 30 de Diciembre de 1986, todas ellas referencias.

Un método rapido de una sola etapa de deteccién del biomarcador RTCI puede reducir el tiempo para la deteccién
de la lesion de las células tubulares renales. Un método tipico puede incluir las siguientes etapas: mezclar una porcién
de una muestra de orina con un anticuerpo de deteccién que se une especificamente al biomarcador RTCI para iniciar
la unidén del anticuerpo de deteccién al biomarcador RTCI en la muestra; poner en contacto la mezcla de muestra
y anticuerpo de deteccién con un anticuerpo de captura inmovilizado que se une especificamente al biomarcador
RTCI, cuyo anticuerpo de captura no tiene reaccién cruzada con el anticuerpo de deteccidn, para unir el anticuerpo
de deteccién al biomarcador RTCI y el biomarcador RTCI al anticuerpo de captura y formar un complejo detectable;
eliminar el anticuerpo de deteccion no unido y cualquier muestra no unida del complejo; y detectar el anticuerpo de
deteccién del complejo. El anticuerpo detectable puede ser marcado con un marcador detectable, tal como un marcaje
radioactivo, una enzima, un tinte bioldgico, una perla magnética o biotina, como es bien sabido en la técnica.

Para identificar genes potenciales y sus proteinas que pueden acompafiar y marcar a la instauraciéon mds precoz
de las lesiones de las células tubulares renales, tales como lesiones renales isquémicas y nefrotoxicas, se puede usar
un ensayo de micromatriz de ADNc para detectar cudles de un gran nimero de blancos de genes potenciales estin
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marcadamente regulados por incremento. Utilizando esta técnica de cribado, se identificé la lipocalina asociada a
gelatinasa de neutréfilos (NGAL) como un gen cuya expresion estd regulada por incremento més de 10 veces en las
primeras horas después de una lesién renal isquémica en un modelo de ratén.

La NGAL pertenece a la superfamilia de las lipocalinas de mds de 20 proteinas segregadas estructuralmente re-
lacionadas que se piensa transportan una variedad de ligandos en un céliz en forma de barril 5. La NGAL humana
fue originalmente identificada como una proteina de 25 kDa covalentemente unida a la gelatinasa de los neutréfilos
humanos, donde representa una de las proteinas de los granulos secundarios de los neutréfilos. Estudios de clonacién
molecular han revelado que el NOAL humano es similar al gen 24p3 murino aislado por primera vez en cultivos
primarios de rifiones de ratén a los que se indujo a proliferar. La NGAL se expresa en niveles muy bajos en otros
tejidos humanos, incluyendo el rifidn, la trdquea, los pulmones, el estdémago y el colon. La expresion de la NGAL esta
marcadamente inducida en epitelios estimulados. Por ejemplo, estd regulada por incremento en células epiteliales de
colon en 4dreas de inflamacién o neoplasia, pero estd ausente de dreas no implicadas intermedias o en lesiones metas-
taticas. Las concentraciones de NGAL estdn elevadas en el suero de pacientes con infecciones bacterianas agudas, en
el esputo de sujetos con asma o con enfermedad pulmonar obstructiva crénica y en el fluido bronquial del pulmén
enfisematoso. En todos estos casos, se postula que la induccién de la NGAL es el resultado de interacciones entre
las células inflamatorias y el revestimiento epitelial, siendo evidente la regulacién por incremento de la expresion de
NGAL tanto en neutréfilos como en el epitelio.

Se cree que la induccion detectada de NGAL representa una nueva respuesta intrinseca de las células de los td-
bulos proximales del rifién a las lesiones de las células tubulares renales, incluyendo lesiones tanto isquémicas como
nefrotéxicas, y que no deriva meramente de neutrdfilos activados. En primer lugar, la respuesta es rapida, apareciendo
la NGAL en la orina en las 2 horas de la lesién con la primerisima produccién de orina tras oclusién de la arteria
renal, mientras que la acumulacién renal de neutréfilos en este modelo de FRA isquémico normalmente se observa
primeramente a las 4 horas de la lesién. En segundo lugar, los patrones temporales de induccién de NGAL y acumu-
lacién de neutréfilos son divergentes. Se observé un maximo de ARNm NGAL y expresion proteica a las 12 horas
del reflujo, mientras que la acumulacién de neutrdfilos da un pico a las 24 horas, hacia cuyo momento la expresién
de NGAL ha declinado significativamente. En tercer lugar, no eran detectables neutréfilos que expresaran NGAL por
inmunofluorescencia en las muestras de rifion examinadas (Figura 3). En cuarto lugar, se document6 que la induccién
de ARNm NGAL y proteina ocurrfa en células de los tibulos proximales humanos cultivadas tras una isquemia in
vitro, con secrecion de NGAL a medio de cultivo en el plazo de 1 hora de la deplecién de ATP, en un sistema en el
que los neutréfilos estdn absolutamente ausentes. No obstante, puede haberse producido alguna contribucién de neu-
tréfilos infiltrantes a la regulacién por incremento observada de la NGAL. Es posible que la regulacién por incremento
de la NGAL en las células de los tibulos renales pueda ser inducida por liberacion local de citoquinas de neutréfilos
atrapados en la microcirculacion poco después de la lesion isquémica.

Ha faltado una explicacién adecuada para la induccién de NGAL por los epitelios estimulados y el que la NGAL
sea protectora o cercana a la lesién o incluso un espectador inocente sigue sin estar claro. La evidencia reciente sugiere
que, al menos en un subgrupo de tipos celulares, la NGAL puede representar una molécula pro-apoptética. En la linea
de células linfociticas pro-B del ratén, la retirada de citoquinas dio lugar a una marcada induccién de NGAL, asi
como a aparicién de apoptosis. La NGAL purificada producia la misma respuesta proapoptética que la privacion de
citoquinas, incluyendo la activacién de Bax, lo que sugiere que NGAL estd cercana a la muerte celular programada.
También se ha ligado la NGAL a la apoptosis en los tejidos reproductores. Las células epiteliales de la glandula
mamaria y del utero en involucién expresan altos niveles de NGAL, coincidiendo temporalmente con un periodo de
maéxima apoptosis. Es probable que NGAL regule un subgrupo de poblaciones celulares induciendo apoptosis. Los
epitelios estimulados pueden regular por incremento la NGAL para inducir apoptosis de los neutréfilos infiltrantes,
permitiendo asi que las células residentes sobrevivan a los estragos de la respuesta inflamatoria. Alternativamente, las
células epiteliales pueden utilizar este mecanismo para regular su propia muerte. Sin embargo, es interesante observar
que la induccién de NGAL después de una lesién por isquemia-reperfusion renal se produce predominantemente en
las células de los tiibulos proximales y que la apoptosis en las mismas circunstancias es primariamente un fenémeno
de las células de los tibulos distales.

Otros estudios recientes han revelado que la NGAL potencia el fenotipo epitelial. La NGAL es expresada por el
brote ureteral penetrante de la rata y dispara la nefrogénesis estimulando la conversion de las células mesenquimales en
epitelios renales. Otra lipocalina, la glicodelina, ha mostrado inducir un fenotipo epitelial cuando se expresa en células
de carcinoma mamario humano. Estos hallazgos son especialmente pertinentes para el riiion maduro, donde una de
las respuestas bien documentadas a la lesién isquémica es la notable aparicién de células epiteliales desdiferenciadas
que revisten los tibulos proximales. Un importante aspecto de la regeneracion y reparacion renal tras una lesidn isqué-
mica implica la readquisicién del fenotipo epitelial, un proceso que recapitula varios aspectos del desarrollo normal.
Esto sugiere que NGAL puede ser expresada por el tibulo dafiado para inducir reepitelizacion. El soporte para esta
nocién deriva de la reciente identificacién de NGAL como proteina transportadora de hierro que es complementaria
de la transferrina durante la nefrogénesis. Es bien sabido que el suministro de hierro a las células es crucial para el
crecimiento y el desarrollo celular y esto es presumiblemente critico para la regeneracion renal posterior a la isquemia
justo como lo es durante la ontogenia. Como la NGAL parece unirse al hierro y transportarlo, es también probable que
la NGAL pueda servir como contenedor para el hierro que se libera de las células epiteliales de los tiibulos proximales
dafiados. Dado que se ha observado que la NGAL puede ser endocitada por el tibulo proximal, la proteina podria
reciclar potencialmente el hierro hacia células viables. Esto podria estimular el crecimiento y el desarrollo, asi como
eliminar hierro, una molécula reactiva, del sitio de la lesién tisular, limitando asf la citotoxicidad mediada por hierro.
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La NGAL es un nuevo biomarcador urinario para la lesién renal nefrotéxica inducida por cisplatina (no reivindi-
cado) que es mds sensible que los biomarcadores previamente descritos. Un ejemplo es la molécula-1 de lesion renal o
KIM-1, una molécula de adhesién putativa implicada en la regeneracién renal. En un modelo de rata de nefrotoxicidad
por cisplatina, KIM-1 era cualitativamente detectable a las 24-48 horas de la agresion inicial, lo que hacia de ella un
marcador algo tardio de dafio celular tubular. Por el contrario, NGAL es fécil y cuantitativamente detectada en las 3
horas posteriores a la administracién de cisplatina en dosis que se sabe dan como resultado fallo renal. Ademds, la
deteccién de NGAL en orina precede a la aparicién de otros marcadores en la orina, tales como NAG. La aparicién de
NGAL en la orina también precede al aumento en la creatinina sérica, que es ampliamente usado para diagnosticar el
fallo renal nefrotéxico.

La NGAL urinaria es evidente incluso tras dosis “subclinicas” suaves de cisplatina, a pesar de niveles normales de
creatinina en suero. Asfi, los hallazgos tienen importantes implicaciones para al manejo clinico de pacientes con terapia
de cisplatina. La eficacia de la cisplatina es dependiente de la dosis, pero la aparicién de nefrotoxicidad obstaculiza
con frecuencia el uso de dosis superiores para maximizar su potencial antineoplasico. La nefrotoxicidad después de un
tratamiento con cisplatina es comun y puede manifestarse tras una sola dosis con fallo renal agudo. Aunque diversas
maniobras terapéuticas han demostrado ser eficaces en el tratamiento de la nefrotoxicidad inducida por cisplatina en
animales, las experiencias humanas exitosas han sido en gran medida anecdéticas. Una razén para ello puede ser la
falta de marcadores precoces para el fallo renal agudo nefrotéxico, y de aqui un retraso en la iniciacién de la terapia.
En la préctica clinica actual, la lesion renal aguda es tipicamente diagnosticada midiendo la creatinina en suero. Sin
embargo, es bien sabido que la creatinina es un indicador poco fiable y retardado durante los cambios agudos en
la funcién renal. En primer lugar, las concentraciones de creatinina en suero pueden no cambiar hasta que se ha
perdido ya aproximadamente un 50% de la funcién del rifién. En segundo lugar, la creatinina sérica no representa con
precision la funcién renal hasta haber alcanzado un estado estacionario, lo que puede requerir varios dias. Por lo tanto,
el uso de las mediciones de creatinina en suero afecta a la capacidad tanto de detectar como de cuantificar el dafio
renal durante las fases iniciales de la lesién renal. Sin embargo, los estudios con animales han sugerido que, mientras
que se puede prevenir y/o tratar el fallo renal agudo nefrotdxico, existe una estrecha “ventana de oportunidad” para
conseguirlo y que el tratamiento debe ser instaurado muy poco después de la agresion inicial. La falta de biomarcadores
precoces de la lesion renal ha afectado a la capacidad de los clinicos para iniciar terapias potencialmente efectivas de un
modo oportuno. El uso de NGAL en un sistema de ensayo tendria también un valor para el estudio de intervenciones
terapéuticas o preventivas existentes o emergentes y para la evaluacién precoz del potencial nefrotéxico de otros
agentes farmacéuticos. La deteccidn de la NGAL es un nuevo biomarcador urinario precoz no invasivo para el dafio
renal inducido por cisplatina. La deteccién precoz puede permitir a los clinicos administrar intervenciones terapéuticas
oportunas e instituir maniobras que prevengan la progresion a fallo renal nefrot6xico manifiesto.

Se ha visto que la NGAL era facil y rapidamente detectada como péptidos inmunorreactivos relativamente limpios
en transferencias Western con tan s6lo 1 ul de la primera produccién de orina no procesada tras isquemia renal tanto
en ratones como en ratas. Mdas atin, la NGAL urinaria era evidente incluso después de una isquemia renal “subclinica”
muy leve, a pesar de niveles normales de creatinina en suero. La deteccion de la NGAL en orina también precedia con
mucho a la aparicién de marcadores tradicionales en la orina, incluyendo 52-microglobulina y NAG.

La regulacién por incremento y la excrecidon urinaria de NGAL pueden representar una rapida respuesta delas
células tubulares renales a una variedad de agresiones y la deteccién de NGAL en la orina puede representar una
herramienta clinica no invasiva ampliamente aplicable para el diagndstico precoz de la lesién isquémica de las células
tubulares.

NGAL es un biomarcador urinario sensible y no invasivo para lesiones isquémicas de las células tubulares renales.
El examen de la expresiéon de NGAL en la orina de pacientes con formas agudas, leves y precoces de lesion de las
células tubulares renales usando los métodos y kits de deteccion rdpidos y simples de la invencidn pueden alertar y
permitir a los clinicos instituir esfuerzos oportunos de intervencion en pacientes que experimentan fallo renal agudo,
y alertar a los clinicos para instituir maniobras dirigidas a la prevencién de la progresion en pacientes con lesiones
isquémicas subclinicas y sutiles de las células de los tibulos renales (tales como trasplantes de rifién, cirugia vascular
y sucesos cardiovasculares) a FRA manifiesto.

Sélo en los Estados Unidos se realizan aproximadamente 16.000 trasplantes de rifién cada afio. Este nimero ha
continuado creciendo de manera constante cada afio. Aproximadamente 10.000 de éstos son trasplantes de rifiones
de caddveres y se hallan en riesgo de FRA. Cada uno de estos pacientes se beneficiaria enormemente de mediciones
seriadas de NGAL, que podrian representar una asistencia rutinaria.

También se ha asociado la lesion renal isquémica a la cirugia a corazén abierto, debido a la breve interrupcién
del flujo sanguineo que es inherente a este procedimiento. Se puede estimar el nimero de cirugias a corazén abierto
realizadas anualmente. En cualquier hospital para adultos moderadamente activo, se realizan aproximadamente 500
operaciones de este tipo cada afio. Dado que existen al menos 400 de tales hospitales moderadamente activos s6lo en
los Estados Unidos, se puede estimar por lo bajo que se realizan 200.000 cirugias a corazén abierto cada afio. Una
vez mads, las mediciones seriadas de la NGAL serfan invaluables en estos pacientes y representarian el estdndar de
asistencia.
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Procedimientos experimentales
1. Modelos en raton de la lesion renal por isquemia-reperfusion

Utilizamos modelos murinos bien establecidos de lesién renal por isquemia-reperfusién, en los que se han do-
cumentado previamente las consecuencias estructurales y funcionales de breves periodos de isquemia renal (3-7).
Resumiendo, se albergaron ratones Swiss-Webster machos (Taconic Farms, Germantown, NY) de 25-35 g de peso
con un ciclo de 12:12 horas de luz:obscuridad y se les dej6 libre acceso al alimento y al agua. Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg intraperitonealmente) y se les puso sobre una mesa calefactora para
mantener una temperatura rectal de 37°C. Se emplearon tres protocolos independientes: (a) isquemia unilateral, (b)
isquemia bilateral con FRA y (c) isquemia bilateral subclinica leve. Para el primer grupo de experimentos (isquemia
unilateral), se ocluy6 el pediculo renal izquierdo con un clamp vascular atraumadtico durante 45 min., durante los cua-
les se mantuvo el rifién caliente y himedo. Se retiré entonces el clamp, se observé el rifién en cuanto al retorno del
flujo sanguineo y se suturd la incisién. Se dejé que los ratones se recuperaran en una jaula calentada. A las 0, 3, 12 6
24 horas de reperfusion, el animal fue reanestesiado, se abri6 la cavidad abdominal y se obtuvo sangre por puncién de
la vena cava inferior para la medicién de la creatinina sérica mediante un kit de ensayo colorimétrico cuantitativo (Sig-
ma, St. Louis, MO). Se sacrificaron los ratones con pentobarbital intraperitoneal. Se perfundié entonces el ventriculo
izquierdo con 10 ml de PBS 1X y luego con 10 ml de paraformaldehido al 4% en PBS para conseguir la fijacién in situ
de los rifiones. Se recogieron ambos rifiones (el rifién derecho sirvié como control para cada animal). Se examinaron
al menos tres animales por separado en cada uno de los periodos de reflujo. Se congel6 instantdneamente una mitad de
cada rifién en nitrégeno liquido y se guardé a -70°C hasta su posterior procesado; se fijé una muestra en formalina, se
embebid en parafina se secciond (4 um). Se tifieron las secciones de parafina con hematoxilina-eosina y se examinaron
histolégicamente. Los rifiones clampados exhibian cambios morfolégicos caracteristicos resultantes de la lesién por
isquemia-reperfusion, como se ha publicado previamente por otros (3-6) y por nosotros (2). Se embebid la otra mitad
de cada rifién en compuesto OCT (Tissue-Tek) y se obtuvieron secciones congeladas (4 ym) para inmunohistoquimica.

Para el segundo grupo de experimentos (isquemia bilateral), se clamparon ambos rifiones durante 30 min. y se
examinaron a varios periodos de reflujo segtn se detalla a continuacion. Se disefié este grupo de ocho animales para
representar el FRA y exhibian una elevacién significativa en la creatinina sérica a las 24 horas después de la lesion.

Para el tercer grupo de experimentos (isquemia bilateral subclinica leve), se clamparon los dos rifiones de animales
por separado durante 5, 10 6 20 min. solamente y se examinaron a varios periodos de reperfusién como antes. Este
grado muy leve de lesion fue disefiado para simular la isquemia renal subclinica y los ratones de este grupo no exhibian
ninguna elevacion en la creatinina sérica medida a las 24 horas de la lesion.

2. Modelo en rata de lesion renal por isquemia-reperfusion

Utilizamos modelos de roedores bien establecidos de lesion renal por isquemia-reperfusién (2). Resumiendo, se
anestesiaron ratas Sprague-Dawley machos de 200-250 g de peso (Taconic Farms, Germantown, NY) con ketamina
(150 ugl/g) y xilazina (3 pg/g) y se les sometié a oclusion bilateral de la arteria renal con clamps microvasculares
durante 30 min. segun se detalla en el protocolo del ratén. Se recogieron orinas de forma programada a las 3, 6, 9, 12
y 24 h de la reperfusion y se recogié sangre para la medicion de la creatinina en el momento del sacrificio (24 h).

3. Aislamiento del ARN

Se rompieron los tejidos de rifiones enteros de ratones (o células cultivadas de los tibulos proximales humanos,
véase mds adelante) con un Rompedor de Tejidos (Biospec Products, Racine, WI). Se aisl6 el ARN total de los rifiones
control e isquémicos usando el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) y se cuantificé por espectrofotometria.

4. Procedimientos de micromatriz

Se han publicado previamente descripciones detalladas de hardware procedimientos de micromatrices (3). Breve-
mente, para cada experimento, se hizo una transcripcion inversa de 100 ug de ARN de rifién murino total purificado
con transcriptasa inversa Superscript II (Life Technologies, Rockville, MD) en presencia de Cy3-dUTP (Amersham,
Piscataway, NJ) para los controles y de Cy5-dUTP para las muestras isquémicas. Se purificaron las muestras de ADNc
usando un filtro Microcon YM-50 (Millipore, Madison, WI) y se hibridaron con preparaciones de micromatrices que
contenfan 8.979 sondas de ratén verificadas por secuencia unica (3). Se examinaron tres animales por separado du-
rante cada uno de los periodos de reflujo y se realizaron al menos dos experimentos de micromatriz independientes
por cada uno de los animales. Se escanearon las preparaciones de matriz usando un escner de micromatriz (GenePix
4000B, Axon Instruments, Foster City, CA) para obtener imagenes TIFF separadas para la fluorescencia Cy3 y CyS5.
Se determinaron las intensidades de sefal para Cy3 y Cy5 para genes individuales usando el programa de extraccién
de datos GenePix Pro 3,0 (Axon Instruments). Se completd el control de calidad y el andlisis de datos como se ha
descrito previamente (3).
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5. Reaccion en cadena de polimerasa con transcripcion inversa semicuantitativa (RT-PCR)

Se hizo una transcripcion inversa de igual cantidad (1 ug) de ARN total de rifiones de ratones control y experi-
mentales con transcriptasa inversa Superscript II (Life Technologies) en presencia de hexdmeros aleatorios segtn las
instrucciones del fabricante. Se realiz6 la PCR usando un kit (Roche, Indianapolis, IN) y los siguientes cebadores:

NGAL de ratén sentido 5’-CACCACGGACTACAACCAGTTCGC-3’;
NGAL de ratén antisentido 5’-TCAGTTGTCAATGCATTGGTCGGTG-3’;
NGAL humana sentido 5’-TCAGCCGTCGATACACTGGTC-3’; y

NGAL humana antisentido 5’-CCTCGTCCGAGTGGTGAGCAC-3".

Se obtuvieron los pares de cebadores para S-actina y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de ratén
y humanas de Clontech (La Jolla, CA). Reacciones de simulacro desprovistas de ADNc sirvieron como controles
negativos. Se analizaron los productos de la PCR por electroforesis en gel de agarosa, seguida de tincién con bromuro
de etidio, y se cuantificaron por densitometria.

Se expresaron los multiplos de cambios en la expresion del ARNm NGAL en los rifiones isquémicos frente a los
controles tras normalizacion para la amplificacién con S-actina o GAPDH.

6. Inmunohistoquimica

Se permeabilizaron secciones congeladas con un 0,2% de Tritén X-100 en PBS durante 10 min., se bloquearon
con suero de cabra durante 1 h y se incubaron con anticuerpo primario para NGAL (dilucién 1:500) durante 1 h. Se
expusieron entonces las preparaciones durante 30 min. en obscuridad a anticuerpos secundarios conjugados con Cy5
(Amersham, Arlington Heights, IL) y se visualizaron con un microscopio fluorescente (Zeiss Axiophot) equipado con
filtros de rodamina.

Para la colocalizacién de NGAL con Rab11, se incubaron primeramente secciones seriadas con anticuerpo NGAL
o un anticuerpo monoclonal para Rab11 (dilucién 1:500; Transduction Laboratories) y luego con anticuerpos secunda-
rios conjugados con Cy5 (para NOAL) o Cy3 (para Rab11) y se visualizaron con filtros de rodamina o de fluoresceina,
respectivamente. Para la colocalizaciéon de NGAL con antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA), se coincu-
baron secciones con anticuerpo NGAL y un anticuerpo monoclonal para PCNA (dilucién 1:500; Upstate) y se realizé
la deteccién por tincién con inmunoperoxidasa (ImmunoCruz Staining System, Santa Cruz Biotechnology). Para el
ensayo TUNEL, utilizamos el ApoAlert DNA Fragmentation\Assay Kit Clontech). Se desparafinaron secciones de
parafina con xileno y grados decrecientes de etanol, se fijaron con formaldehido al 4%/PBS durante 30 min. a 4°C, se
permeabilizaron con proteinasa K a temperatura ambiente durante 15 min. y un 0,2% de Tritén X-100/PBS durante 15
min. a 4°C y se incubaron con una mezcla de nucleétidos y enzima TdT durante 60 min. a 37°C. Se finaliz6 la reaccién
con SSC 2X y se lavaron las secciones con PBS y se montaron con Crystal/mount (Biomeda, Foster City, CA). Se
detectaron los nicleos apoptéticos positivos a TUNEL por visualizacién con un microscopio de fluorescencia.

7. Recogida de orina

Se pusieron los ratones o las ratas en jaulas metabdlicas (Nalgene, Rochester, NY) y se recogié la orina antes y
cada hora después de la oclusion bilateral de la arteria renal. Se centrifugaron las muestras de orina a 5.000 x g para
eliminar los restos y se analizé el sobrenadante por transferencia Western. Se midio la creatinina urinaria con un kit
de ensayo colorimétrico cuantitativo (Sigma) para normalizar las muestras en cuanto a la determinacién de la NGAL
urinaria. Se obtuvo un kit de ensayo colorimétrico para la determinacién de la N-acetil-8-D-glucosaminidasa (NAG)
en la orina de Roche.

8. Cultivo celular

Se obtuvieron células epiteliales de los tibulos proximales renales humanos (RPTEC) de Clonetics (San Diego,
CA). Se cultivaron las células en Medio Basal para Células Epiteliales Renales suplementado con complejo REGM
(0,5 ul/ml de hidrocortisona, 10 pug/ml de hEGF, 0,5 pug/ml de epinefrina, 6,5 pug/ml de triyodotironina, 10 ug/ml de
transferrina, 5 pg/ml de insulina, 1 pg/ml de sulfato de gentamicina y un 2% de FBS), segtin las recomendaciones del
fabricante.

9. Deplecion leve de ATP de las células cultivadas

Modificamos protocolos previamente escritos de isquemia in vitro por deplecion de ATP con inhibidores de la
fosforilacién oxidativa (8, 9). El segundo dia después de la confluencia, se incubaron las células RPTEC con 1 ym
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de antimicina A (Sigma) durante periodos de tiempo variables hasta 6 h. Hemos mostrado previamente que esto da
lugar a una deplecidn reversible parcial leve de ATP y no hay pérdida de la viabilidad celular en otros tipos de células
epiteliales renales cultivadas tales como células MDCK (8) y 786-O (9). Se monitorizaron los niveles de ATP usando
un kit de ensayo basado en luciferasa (Sigma) y se expresaron como porcentaje de los valores control. Se recogieron las
células a varios tiempos de deplecién de ATP y se analizaron en cuanto a la expresiéon del ARNm NGAL por RT-PCR y
expresion de proteina NGAL por andlisis Western. Se monitorizé también la secrecion de NGAL al medio de cultivo.

10. Modelo en raton para la nefrotoxicidad por cisplatina

Utilizamos un modelo murino bien establecido en el cual se habfan documentado previamente las consecuencias
estructurales y funcionales de la nefrotoxicidad inducida por cisplatina (12-14, 18). Brevemente, se albergaron rato-
nes Swiss-Webster machos (Taconic Farms, Germantown, NY) de 25-30 g de peso con un ciclo de 12:12 horas de
luz/obscuridad y se les dejo libre acceso al alimento y al agua. Se dio a los ratones una sola inyeccién intraperitoneal
de cisplatina en una dosis de 5 ug/kg o de 20 ug/kg de peso corporal. Se ha visto previamente que la dosis mayor da
lugar a necrosis y apoptosis de las células tubulares y a una alteracién de la funcién renal en 3-4 dfas tras la inyeccién
de cisplatina (12-14, 18). Se puso a los animales en jaulas metabdlicas (Nalgene. Rochester, NY) y se recogi6 la orina
antes y a varios tiempos (3, 12, 24, 48, 72 y 96 h) tras la cisplatina. En tiempos similares, se anestesio a los animales
con pentobarbital sédico (50 mg/kg intraperitonealmente), se abri6 la cavidad abdominal y se obtuvo sangre por pun-
cion de la vena cava inferior para la medicién de la creatinina sérica usando un kit de ensayo colorimétrico cuantitativo
(Sigma, St. Louis, MO). Se sacrificaron los ratones, se fijaron los rifiones por perfusion in situ con paraformaldehido
al 4% en PBS y se recogieron ambos rifiones. Se congeld instantdneamente una mitad de cada rifién en nitrégeno
liquido y se guardé a -70°C hasta su posterior procesado; se fijé una muestra en formalina, se embebi6 en parafina y se
secciond (4 mm). Se tifieron las secciones de parafina con hematoxilina-eosina y se sometieron al ensayo TUNNEL.
Se proceso el resto para transferencia Western. Se homogeneizaron los rifiones enteros en tamp6n de lisis helado (Tris
20 mM, pH 7,4, sacarosa 250 mM, NaCl 150 mM, NP-40 al 1% e inhibidores de proteasas Complete® 1X) usando un
homogeneizador Polytron. Se incubaron los homogenados sobre hielo durante 30 min., se centrifugaron a 1.000 x g
durante 5 min. a 4°C para eliminar los nicleos y los restos celulares y se analizaron en cuanto al contenido en proteina
mediante el ensayo Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA). Se embebi6 la otra mitad de cada rifién en compuesto OCT
(Tissue-Tek) y se obtuvieron secciones congeladas (4 um) para inmunohistoquimica.

11. Expresion, purificacion y transferencia Western de NGAL murina recombinante

Se clon6 ADNc NGAL de ratén de longitud completa en el vector de expresion pGEX (Pharmacia, Nutley, No),
se expres6 como una proteina de fusién con glutation-S-transferasa (GST) en bacterias y se purificé usando columnas
de glutatién-sefarosa (Amersham), seguido de escisién con trombina como se ha descrito previamente (16, 19, 20).
Se analizaron las proteinas por SDS-PAGE, seguido de tincién con azul de Coomassie o de transferencia Western con
un anticuerpo policlonal para NGAL. Se determinaron las concentraciones de proteina usando el ensayo de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, CA).

12. Cuantificacion de la NGAL urinaria por transferencia Western

Se determind la cantidad de NGAL en la orina por comparacién con patrones definidos de NGAL purificada
recombinante. Se realizaron andlisis densitométricos de transferencias Western usando concentraciones conocidas de
NGAL recombinante y volimenes conocidos de orina en condiciones idénticas de transferencia y exposicion.

Todos los agentes quimicos fueron comprados a Sigma a menos que se especifique en contrario. Para la transfe-
rencia Western, se determinaron las concentraciones de proteina mediante el ensayo de Bradford (Bio-Rad, Hercules.
CA) y se cargaron iguales cantidades de proteina total en cada banda. Se usé anticuerpo monoclonal para a-tubuli-
na (Sigma) a una dilucién 1:10.000 para la confirmacién de una igual carga proteica y se usé anticuerpo policlonal
para NGAL a 1:500 (15), a menos que se especifique en contrario. Se consiguié la inmunodeteccién de proteinas
transferidas usando quimioluminiscencia potenciada (Amersham), a menos que se especifique en contrario.

Ejemplo 1

NGAL es un pequeiio polipéptido segregado resistente a proteasas detectable en la orina. Se ha visto la marcada re-
gulacién por incremento del ARNm NGAL y los niveles proteicos en el rifién murino posisquémico precoz. Se detectd
la expresién de la proteina NGAL predominantemente en las células de los tibulos proximales, en una distribucién
citopldsmica punteada reminiscente de una proteina segregada. Ciertamente, se detecté NGAL ficil y rdpidamente en
la orina (ya en la primera produccién de orina) tras una lesién isquémica en los modelos tanto de ratén como de rata
de FRA, en cuyo momento no se observd ninguna infiltracién leucocitaria del rifién. Se continué con el origen de
la NGAL de las células tubulares en células cultivadas de tibulos proximales humanos sometidas a lesion isquémica
in vitro, donde el ARNm NGAL resultaba marcada y rdpidamente inducido en las células y la proteina NGAL era
facilmente detectable en el medio de cultivo en una hora de deplecion suave de ATP. Nuestros resultados indican que
la NGAL puede representar un nuevo biomarcador urinario precoz para la lesion renal isquémica.
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Identificacion de nuevos genes regulados por incremento poco después de la lesion renal por isquemia-reperfusion:

Una investigacién a nivel de genoma en cuanto a transcritos inducidos poco después de una lesién renal por
isquemia-reperfusion en un modelo murino identificé siete biomarcadores precoces. Se examinaron tres ratones por
separado en cada uno de los periodos de reperfusion (3, 12 y 24 h) y se realizaron al menos dos experimentos de
micromatriz independientes por cada animal examinado. Una comparacién de los perfiles de transcriptomas de los
riflones control e isquémicos dio un pequefio subgrupo de siete genes que resultaban consistentemente inducidos
mas de 10 veces. Se ha confirmado muy recientemente que uno de estos transcritos, la proteina 61 rica en cisteina
(Cyr61), es inducida por isquemia renal (1). Sorprendentemente, el comportamiento de los otros seis genes expresados
diferencialmente es nuevo para la literatura del FRA. Elegimos seguir caracterizando uno de estos genes previamente
no reconocidos, a saber, la lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (NGAL).

Caracterizacion de los modelos animales de fallos renales precoces:

Se usaron modelos murinos de lesién por isquemia-reperfusion en los que se han documentado las consecuencias
estructurales y funcionales de breves periodos de isquemia renal (3-7). Los rasgos histopatoldgicos caracteristicos de
la lesion isquémica eran facilmente evidentes en las muestras de reperfusion de 24 h tras isquemia tanto unilateral
(45 min.) como bilateral (30 min.). Estos incluian una pérdida de membranas del borde en cepillo, dilatacién tubu-
lar, epitelio tubular aplanado, detritus luminales y un infiltrado intersticial. La presencia de células apoptéticas fue
documentada usando el ensayo TUNEL. La apoptosis se localizaba predominantemente en las células de los tibulos
distales y en el segmento ascendente del asa de Henle, tanto en células desprendidas hacia la luz como en células
unidas. También eran apoptdticas células ocasionales de los tibulos proximales, pero los glomérulos estaban esencial-
mente desprovistos de apoptosis: No se detectaron células positivas a TUNEL en los rifiones control o en las muestras
isquémicas donde se omitié TdT. Los anteriores cambios histoldgicos y apoptéticos estaban ausentes de los rifiones
sometidos a grados mds suaves de isquemia (5, 10 6 20 min. de isquemia bilateral). Los niveles séricos de creatinina
reflejaban los cambios histopatolégicos observados. Asi, los ratones con isquemia renal unilateral o grados leves de
isquemia bilateral subclinica exhibian niveles séricos de creatinina que eran indistinguibles de los animales control,
mientras que los ratones con isquemia bilateral durante 30 min. mostraban una elevacién significativa de la creatinina
sérica.

El ARNm NGAL estd marcadamente inducido en el rifion pos-isquémico precoz:

Por andlisis de micromatrices, se vio que NGAL resultaba consistentemente inducida 3,2 + 0,5 veces, 11,1 + 1,2
veces y 4,3 + 0,6 veces a las 3, 12 y 24 h de reperfusién en el rifién murino isquémico en comparacion con los rifiones
control del mismo animal (media +/- SD de tres animales en cada tiempo). Este hallazgo fue confirmado por RT-PCR
semicuantitativa usando un protocolo de normalizacién con S-actina y GAPDH. No se observaron cambios significa-
tivos en la expresion del ARNm de S-actina o GAPDH en ninguno de los periodos de reperfusiéon examinados, como
se ha descrito previamente (3). Sin embargo, utilizando cebadores especificos de ratén, detectamos una significativa
regulacién por incremento de la expresion del ARNm NGAL (4,1 + 0,5 veces, 9 + 0,6 veces y 4,2 + 0,4 veces a
las 3, 12 y 24 h de reperfusion, respectivamente, donde los valores representan la media +/- SD de tres animales por
separado). Estos resultados estdn ilustrados en la Figura 1 y concuerdan globalmente con los cambios detectados por
el andlisis de transcriptomas.

La proteina NGAL se sobreexpresa marcadamente en los tiibulos proximales de rifiones de raton con isquemia
precoz:

La expresion posisquémica de la proteina NGAL en el rifién va paralela a la del ARNm. Por andlisis Western,
NGAL era justamente detectable como un péptido inmunorreactivo de 25 kDa en rifiones murinos control. La iden-
tidad de esta banda como NGAL fue establecida en un grupo separado de experimentos, donde la preincubacion del
anticuerpo primario con lipocalina de ratén recombinante bloqueaba por completo esta inmunorreactividad (no mos-
trado). En los experimentos isquémicos unilaterales, se indujo la expresiéon de NGAL 3-4 veces por densitometria en
el rifién isquémico de tres animales por separado en las 3 h de la lesion, como se muestra en la Figura 2, Panel A. Esta
respuesta aumentaba dramdticamente en los experimentos de isquemia bilateral de ocho animales por separado. La
NGAL en estos ratones resulté inducida tres veces tras 3 h de reperfusion, con pico de mds de 12 veces en las muestras
de 24 h, y decliné a niveles normales hacia el periodo de recuperacion de 72 h (Figura 2, Panel B).

Empleando técnicas inmunohistoquimicas, la proteina NGAL era apenas detectable en los rifiones murinos con-
trol, pero estd regulada por incremento predominantemente en los tibulos proximales en 3 h de isquemia, como se
ilustra en la Figura 3. La identificacién de los tibulos proximales en estas secciones se basé en la presencia de una
membrana del borde en cepillo, en la razén del tamafio nuclear al celular y en la morfologia celular. La NGAL in-
ducida aparecia en una distribucién citopldsmica punteada en las células de los tibulos proximales, reminiscente de
una proteina segregada. Este patron de expresion era idéntico en ambos modelos unilateral y bilateral de lesién por
isquemia-reperfusion y era consistentemente evidente en cada animal estudiado. Los glomérulos estaban desprovistos
de expresién de NGAL y no habia evidencia de neutréfilos que expresaran NGAL. Dado que se ha visto que la NGAL
en células cultivadas de tumor renal de Wilms se colocaliza al menos en parte con los endosomas (11), se examind
la distribucion de NGAL y Rabl1 (un marcador de endosomas en reciclaje tardios) en secciones seriadas de rifién.
Imégenes combinadas mostraron una significativa colocalizacién de NGAL con Rab11 (no mostrado). Para determinar
la significacion funcional de la mayor expresion de NGAL tras la isquemia, se examinaron secciones seriadas de rifiién
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en cuanto a la expresiéon de NGAL, a los nicleos positivos a TUNEL o a los nicleos positivos a PCNA. Mientras
que las células tubulares que sobreexpresaban NGAL no eran positivas a TUNEL (no mostrado), era evidente una
colocalizacién significativa de NGAL y PCNA en las células proliferativas y regenerativas en el periodo de reflujo de
48 h (no mostrado).

La proteina NGAL es fdacilmente detectada en la orina inmediatamente después de la induccion de FRA en ratones:

Este experimento demuestra la utilidad de la deteccién de NOAL en orina como biomarcador no invasivo precoz
de lesion renal isquémica. Utilizando las concentraciones de creatinina en orina para equiparar la carga de muestra,
NGAL estaba ausente de la orina antes de la isquemia. En sorprendente contraste, NGAL se manifestaba como una
banda de 25 kDa en las 2 h de la lesién (ya en la primera produccién de orina tras la isquemia) en todos los animales
examinados, como se muestra en las Figuras 4A y 4B. La identidad de esta banda como NGAL fue establecida en un
grupo aparte de experimentos, donde la preincubacion del anticuerpo primario con lipocalina murina recombinante
bloqued por completo esta inmunorreactividad (no mostrado). NGAL era facilmente detectable en tan s6lo 1 ul de orina
sin procesar por andlisis Western y persistia durante toda la duracién examinada (24 h de reperfusién). Comparamos
entonces la excrecion de NGAL en orina con la de marcadores de lesidon previamente establecidos, tales como 32-
microglobulina y NAG. Mientras que la NGAL urinaria era evidente en 2 h de isquemia, la S2-microglobulina era
detectable en las mismas muestras de orina sélo después de 12 h de isquemia unilateral (Figura 4, Panel A) y 8 h
de isquemia bilateral (Figura 4, Panel B). De forma similar, la excrecién de NAG en orina estaba significativamente
aumentada s6lo después de 12 h de isquemia unilateral (panel inferior de la Figura 4, Panel A) y 8 h de isquemia
bilateral (panel inferior de la Figura 4, panel B) en comparacién con animales control no isquémicos.

La proteina NGAL es fdcilmente detectada en la orina incluso tras una isquemia renal leve en ratones:

Con objeto de determinar la sensibilidad de la detecciéon de la NGAL en orina en ausencia de FRA manifiesto,
empleamos protocolos mediante los cuales se sometieron grupos independientes de ratones a sélo 5, 10 6 20 min. de
oclusion bilateral de la arteria renal. Estos estudios fueron disefiados para valorar la excrecién de NGAL en orina tras
isquemia renal subclinica leve. La creatinina sérica medida después de 24 h de reflujo estaba dentro de los limites
normales en todos estos ratones. Sorprendentemente, la NGAL era facilmente detectada en tan sélo 1 ul de orina sin
procesar en estos animales (Figura 5), aunque su aparicion estaba algo retardada en comparacién con los animales con
FRA. Asi, mientras que 30 min. de isquemia bilateral daban lugar a excrecién de NGAL en orina en 2 h (Figura 4),
los ratones con 20 6 10 min. de isquemia bilateral manifestaban NGAL urinaria después de 4 h y aquéllos con 5 min.
de isquemia excretaban NGAL s6lo después de 6 h (Figura 5). Por lo tanto, la aparicién de NGAL en la orina parece
estar relacionada con la dosis y la duracién de la isquemia renal.

Ejemplo 2
La proteina NGAL es fdcilmente detectada en la orina inmediatamente después de la induccion del FRA en ratas:

Dado que existe un debate en cuanto a las diferencias de especies en las respuestas a la oclusion de la arteria renal
(10), examinamos a continuacién el comportamiento de NGAL en un modelo animal diferente, a saber, un modelo
en rata bien establecido de lesion renal por isquemia-reperfusion. Usando las concentraciones de creatinina en orina
para equiparar la carga de muestra, la NGAL estaba ausente de la orina antes de la isquemia renal en rata. En marcado
contraste, la NGAL se manifestaba como un péptido inmunorreactivo de 25 kDa dentro de las 3 h de la lesion (ya en
la primera produccién de orina tras la isquemia), como se muestra en la Figura 6. En comparacién, la creatinina sérica
en este modelo de lesién isquémica estaba elevada sélo después de 24 h de reperfusion (no mostrado). Una vez mis,
la NGAL era detectable en 1 ul de orina sin procesar y persistia durante la totalidad de la duracién examinada (24 h
de reperfusion).

Ejemplo 3
El ARNm NGAL es inducido en células cultivadas de los tiibulos proximales humanos tras isquemia leve precoz:

Para confirmar el origen de NGAL procedente de células de tiibulos proximales isquémicos, modificamos proto-
colos previamente descritos de isquemia in vitro por deplecion de ATP en células cultivadas de tibulos proximales
humanos (RPTEC). La incubacién en 1 uM de antimicina dio lugar a una deplecién parcial leve de ATP a aproxi-
madamente un 83 + 3% del control en 1 h, con una disminucién mdas gradual a aproximadamente un 75 + 3% del
control hacia las 6 h (media +/- SD de cuatro experimentos). No eran discernibles consecuencias morfoldgicas de esta
deplecién leve de ATP. E1 ARNm NGAL era justamente detectable en las células en reposo. Sin embargo, después de
una deplecién parcial de ATP, era evidente una induccién rapida y dependiente de la duracién del ARNm NGAL por
RT-PCR, como se muestra en la Figura 7.

La proteina NGAL es fdcilmente detectada en el medio tras isquemia precoz in vitro:

Examinamos a continuacion la expresion de la proteina NGAL en células RPTEC y en el medio de cultivo después
de una deplecién leve de ATP. La proteina NGAL era detectable en células RPTEC control y su expresion aumento tras
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la deplecién de ATP de un modo dependiente de la duracién, como se muestra en la Figura 7. No se encontr proteina
inmunorreactiva NGAL en el medio de cultivo de las células control, pero la NGAL era ficilmente detectable en 1
hora de deplecién leve de ATP. Se observaron mds aumentos en la abundancia de proteina NGAL relacionados con la
duracién de la deplecion de ATP. Estos resultados sugieren que la proteina NGAL inducida es rdpidamente segregada
al medio, de forma andloga a la rdpida aparicién de NGAL en la orina tras isquemia renal in vivo.

Ejemplo 4
La proteina NGAL es fdcilmente detectada en la orina poco después de una nefrotoxemia renal leve en ratones:

Para determinar si la nefrotoxemia da lugar a la expresién de la proteina NGAL en la orina, sugiriendo asi su
utilidad como un biomarcador precoz no invasivo de lesién renal nefrotdxica, se indujo nefrotoxemia con cisplatina en
ratones. En un modelo murino establecido de nefrotoxicidad por cisplatina, se detect6 facilmente la NGAL en la orina
en el plazo de 1 d de administracion de cisplatina (Figura 8A, pista inferior). Por el contrario, la 2-microglobulina
urinaria era apenas detectable después de 2 d y no pudo ser detectada de manera fiable hasta el dia 4 a 5 tras la
cisplatina (Figura 8, Panel A, pista superior). De forma similar, no habfa evidencia de una mayor excrecion urinaria
de NAG hasta los dias 4 y 5 tras la administracién de cisplatina (Figura 8, Panel B).

La nefrotoxicidad por cisplatina se caracteriza por apoptosis y necrosis en las células de los tiitbulos renales:

Se dio a ratones una sola inyeccion intraperitoneal de cisplatina en una dosis de 5 mg/kg o de 20 mg/kg de peso
corporal. Los resultados en ratones control y en los que recibieron la dosis mayor de cisplatina son mostrados en la Fi-
gura 9. La dosis mayor dio lugar a necrosis de las células tubulares, como evidencia la presencia de dilatacién tubular,
restos luminales y epitelio aplanado en secciones tefiidas con hematoxilina-eosina (panel central superior). También
se documentaron células tubulares que sufrian muerte celular programada, indicada por nicleos intensamente tefiidos
condensados (panel superior derecho). Se confirmé esto por un ensayo TUNEL, que mostré los nicleos fragmentados
condensados caracteristicos de la apoptosis (paneles inferiores central y derecho). No se detectaron necrosis o apop-
tosis en los rifiones control (paneles superior e inferior izquierdos). Los rifiones de ratones tratados con la dosis mas
baja de cisplatina también parecian normales, de forma similar a los controles no tratados (no mostrado). La Figura 9
es representativa de 5 experimentos independientes.

La proteina NGAL es rdpidamente inducida en los tiibulos renales por la cisplatina:

Dado que la NOAL es inducida tras lesion isquémica del rifién (17), se determind la respuesta al dafio nefrotéxico
inducido por cisplatina. Por analisis Western, la NGAL era apenas detectable en lisados de rifién de ratones control,
pero resulté rdpidamente inducida en el plazo de 3 horas de administracion de cisplatina (20 mg/kg), como se ilustra en
la Figura 10. Hubo un aumento dependiente de la duracién en la expresion de la NGAL renal, con un pico a las 48 horas
y una regulacién por incremento persistente durante hasta 96 horas. Estos resultados fueron confirmados por tincién
de inmunofluorescencia, mostrada en la Figura 11. Los rifiones recogidos a 3 (3 h) (panel superior derecho) y 12 (12
h) (panel inferior izquierdo) horas tras la inyeccién de cisplatina mostraron induccién de proteina NGAL. También
se muestra en la Figura 11 una imagen de gran aumento de la seccidén recogida a las 12 horas (HP) (panel inferior
derecho). La flecha en el panel inferior izquierdo indica la regién mostrada en la imagen HP. La NGAL resulté inducida
en el plazo de 3 horas de la inyeccidn de cisplatina, predominantemente en las células de los tibulos proximales, pero
estaba ausente en células de los ratones control (Con) (panel superior izquierdo). La identificacién de los tibulos
proximales en estas secciones se basé en la presencia de una membrana del borde en cepillo, en la razén del tamafio
nuclear al celular y en la morfologia celular. La NGAL inducida aparecia en una distribucién citopldsmica punteada
en las células de los tibulos proximales, reminiscente de una proteina segregada. La NGAL inducida aparecia en una
distribucién citopldsmica punteada en las células de los tibulos proximales, reminiscente de una proteina segregada.
Este patrén de expresion era similar al observado en modelos murinos de lesién por isquemia-reperfusion (17). Los
glomérulos estaban desprovistos de expresion NGAL y no habia evidencia de neutréfilos que expresaran NGAL. La
Figura 11 representa 5 animales en cada tiempo.

La proteina NGAL es fdcilmente detectada en la orina tras una elevada dosis de cisplatina:

Se detectd la proteina NGAL en la orina tras una elevada dosis de cisplatina (20 mg/kg), demostrando asf su uti-
lidad como biomarcador precoz no invasivo de lesion renal nefrotéxica. Usando las concentraciones de creatinina en
orina para equiparar la carga de muestra, la NOAL estaba esencialmente ausente de la orina antes de la isquemia. En
sorprendente contraste, la NGAL urinaria era facilmente detectada en el plazo de 3 horas desde la lesién por cispla-
tina (20 mg/kg) en todos los animales examinados, como se muestra en la Figura 12 (panel superior). Se estableci
la identidad de esta banda como NGAL en un grupo aparte de experimentos, en donde la preincubacién del anti-
cuerpo primario con lipocalina murina recombinante bloqued por completo esta inmunorreactividad (no mostrado).
La NGAL era facilmente detectable en tan s6lo 5 ul de orina sin procesar por andlisis Western. Hubo un aumento
dependiente de la duracién en la excrecion urinaria de NGAL, con un pico a las 48 horas y una regulacién por incre-
mento persistente durante hasta 96 horas. Comparamos entonces la excrecion urinaria de NGAL con la de marcadores
previamente establecidos de lesion, tales como NAG. Mientras que la NGAL urinaria era evidente en el plazo de 3
horas desde la cisplatina, la excrecion urinaria de NAG estaba significativamente aumentada sélo después de 96 horas
de lesion (panel central). Més atin, la valoracién de la funcién renal por mediciones de creatinina en suero mostré un
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cambio significativo sélo después de 96 horas de cisplatina (panel inferior). La figura representa cinco experimentos
independientes en cada tiempo.

Se detecta la proteina NGAL en la orina incluso después de una dosis baja de cisplatina:

Se sometieron grupos independientes de ratones a inyecciones de s6lo 5 mg/kg de cisplatina para determinar la
sensibilidad de la deteccién de NGAL en orina tras una lesion nefrotéxica subclinica, como se muestra en la Figura
13. La NGAL era detectable en tan s6lo 5 ul de orina no procesada en estos animales (panel superior), aunque su
aparicién parecia ser cuantitativamente menor en comparacién con animales con 20 mg/kg de cisplatina (Figura 12,
panel superior). Por lo tanto, la aparicién de NGAL en la orina guarda correlacién con la dosis de nefrotoxina. Mientras
que la excrecién de NGAL en orina era evidente en 3 horas desde la cisplatina, la excrecién urinaria de NAG en
este grupo de animales no aumentaba significativamente incluso después de 96 horas de lesion (panel central). Mas
atn, la valoracién de la funcién renal por mediciones de la creatinina en suero mostré que la creatinina sérica no
estaba significativamente alterada incluso después de 96 horas de cisplatina a baja dosis (panel inferior). Este ejemplo
demuestra que NGAL es un marcador mds sensible de nefrotoxicidad renal que los actualmente en uso.

La excrecion de NGAL en orina después de la cisplatina es dependiente de la dosis y de la duracion:

Se cuantificé la excrecion urinaria de NGAL para determinar su utilidad como indicador de la gravedad de una
lesion renal tras la administracién de cisplatina, como se muestra en la Figura 14. Esto requeria la expresién y puri-
ficacion de cantidades conocidas de NGAL para uso como patrén. El andlisis de proteina NGAL recombinante por
SDS-PAGE, seguido de tincién con azul de Coomassie, mostré una sola banda proteica del tamafio apropiado (panel
superior izquierdo). La transferencia Western de alicuotas de concentracién conocida revel6 un aumento lineal en la
intensidad de sefial en el rango de 3-100 ng/ml (panel superior derecho). Se determiné entonces la cantidad de NGAL
en la orina por comparacion con estos patrones definidos de NGAL purificada recombinante. Después de 20 ug/kg
de cisplatina, hubo un aumento dependiente de la duracién en la excrecidn urinaria de NGAL (panel inferior). Se
evidencid una respuesta similar, aunque algo debilitada, en animales tratados con dosis de cisplatina que daban lugar
a lesion nefrotéxica subclinica.

Ejemplo 5

Se obtuvieron muestras de orina de pacientes dos horas después de un trasplante de rifién, que es un modelo humano
predecible de lesién renal isquémica, como se muestra en la Figura 15. Los pacientes (n=4) que recibieron rifiones de
caddveres guardados en hielo durante un periodo de tiempo previo a la implantacion tenfan un aumento de la NGAL
urinaria, que fue ficilmente cuantificado por transferencia Western y ELISA, en comparacién con pacientes (n=06)
que recibieron rifiones de donantes vivos relacionados (panel A). Hubo una correlacion significativa entre la NGAL
urinaria y el tiempo de isquemia fria, lo que indica que la excrecién de NGAL es proporcional al grado de lesién
renal (panel B) (r=0,98, andlisis de Spearman). Hubo también una correlacion significativa entre la NGAL urinaria y
el pico de creatinina en suero (panel C). (r=0,96, andlisis de Spearman). Es importante enfatizar que la NGAL urinaria
medida en las dos horas siguientes al trasplante era predictiva de FRA, como refleja el pico de creatinina en suero, que
se produjo varios dias después. La orina de los controles humanos normales o de los pacientes con fallo renal crénico
contenia cantidades casi indetectables de NGAL, lo que indica que la regulacién por incremento de la NGAL urinaria
es especifica de la lesion renal aguda (no mostrado). Ademds, la orina de pacientes con infecciones del tracto urinario
y rechazo de trasplante de rifién (dos trastornos relacionados con neutréfilos) contenia sélo cantidades minimas de
NGAL (no mostrado), facilmente distinguibles de las cantidades significativamente mayores en trasplantes de rifiones
de caddveres (>100 ng/ml). Estos datos demuestran que NGAL es un nuevo biomarcador urinario precoz para la lesién
renal aguda después de un trasplante de rifién.

Ejemplo 6

Se obtuvieron muestras de orina seriadas prospectivamente de quince pacientes después de una cirugia a corazén
abierto, con los resultados mostrados en la Figura 16. Se cuantificé la NGAL urinaria por transferencia Western y
ELISA y se vio que estaba elevada en cinco de estos quince pacientes (panel A). Cada linea representa un paciente. Se
muestra el % de cambio en la creatinina sérica con respecto a la linea basal a la derecha del panel A. Los mismos cinco
pacientes desarrollaron fallo renal agudo posoperatorio, definido como un aumento del 50% o mas en la creatinina
sérica con respecto a la linea basal, dando una tasa de incidencia de aproximadamente el 33%. En los 10 pacientes
que no desarrollaron fallo renal agudo, hubo un pequefio aumento precoz en la excrecién urinaria de NGAL (valores
a las 2 horas de 6,0 + 2,0 ng/mg de creatinina) que se normalizé rdpidamente a niveles casi indetectables en las 12
horas posteriores a la cirugia (panel A). En marcado contraste, los pacientes que desarrollaron posteriormente fallo
renal agudo exhibian un aumento de mds de 10 veces en el valor de 2 horas para la NGAL urinaria (75 + 10 ng/mg
de creatinina) y un aumento de mas de 20 veces en el valor de 4 horas para la NGAL urinaria (120 + 12 ng/mg de
creatinina). Hubo una correlacién entre la cantidad de NGAL urinaria y el tiempo de bypass cardiopulmonar, lo que
indica que la excrecién de NGAL es proporcional al grado de lesion renal (panel B) (r=0,76, andlisis de Spearman).
Hubo también una correlacién significativa entre la NGAL urinaria y el pico de creatinina sérica (panel C) (r=0,66,
andlisis de Spearman). Es importante enfatizar una vez mas que la NGAL urinaria medida en las dos horas siguientes
a la cirugia cardiaca era predictiva de FRA, segtin refleja el pico de creatinina en suero, que aparecié varias horas o
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incluso dias después. Estos datos muestran que NGAL es un nuevo biomarcador urinario precoz para la lesién renal
aguda tras una cirugia a corazdn abierto, y su cuantificacién es predictiva del fallo renal agudo en esta poblacién
altamente susceptible.

Aunque la invencion ha sido descrita conjuntamente con realizaciones preferidas, alguien con conocimientos ordi-
narios en la materia podrd, tras leer la descripcion que antecede, efectuar diversos cambios, substituciones de equiva-
lentes y alteraciones en la materia objeto aqui expuesta. Por ello, la invencion puede ser llevada a la practica en formas
diferentes a las especificamente aqui descritas. Se pretende, por lo tanto, que la proteccién quede aqui limitada sélo
por las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccion de una lesién de las células tubulares renales, que es una lesion renal isquémica,
en un paciente humano, consistente en las siguientes etapas:

1) poner en contacto una muestra de orina obtenida de un paciente humano con un anticuerpo para un bio-
marcador consistente en NGAL, que aparece en las primeras 24 horas de la instauracion de la lesion renal
isquémica, para permitir la formacién de un complejo del anticuerpo y la NGAL, y

2) detectar el complejo anticuerpo-NGAL.

2. El método segin la Reivindicacién 1, donde se obtiene una pluralidad de muestras de orina del paciente inter-
mitentemente.

3. El método segtin la Reivindicacion 2, donde las muestras de orina son obtenidas de manera continua.

4. El método segtin la Reivindicacién 1, donde la etapa de deteccién del complejo anticuerpo-NGAL consiste en
poner en contacto el complejo con un segundo anticuerpo para detectar la NGAL.

5. Un método segtin la Reivindicacion 1 para monitorizar adem4s la efectividad de un tratamiento para la lesién de
las células tubulares renales, que incluye las etapas adicionales siguientes:

3) poner en contacto al menos una muestra de orina postratamiento del paciente humano que experimenta la
lesion de las células tubulares renales y recibe un tratamiento para la misma con un anticuerpo de captura
para NGAL con objeto de permitir la formacién de un complejo del anticuerpo y NGAL, y

4) detectar la presencia de NGAL en la muestra de orina postratamiento por deteccion del complejo anticuer-
po-NGAL.

6. El método segtin la Reivindicacién 5, donde la etapa 4) de deteccién del complejo anticuerpo-NGAL comprende
las siguientes etapas: (4i) separar cualquier material no unido de la muestra de orina del complejo anticuerpo de
captura-NGAL; (4ii) poner en contacto el complejo anticuerpo de captura-NGAL con un segundo anticuerpo para
detectar la NGAL, con objeto de permitir la formacién de un complejo entre NGAL y el segundo anticuerpo; (4iii)
separar cualquier segundo anticuerpo no unido del complejo NGAL-segundo anticuerpo; y (4iv) detectar el segundo
anticuerpo del complejo NGAL-segundo anticuerpo.

7. El método segun la Reivindicacién 5, donde la etapa 3) comprende la etapa de poner en contacto la muestra de
orina con un medio que tiene fijado al mismo el primer anticuerpo.

8. Uso de un kit que incluye:
1) un medio para adquirir una cantidad de una muestra de orina del paciente humano;
2) un medio que tiene fijado al mismo un anticuerpo de captura capaz de acomplejarse con NGAL;

3) un ensayo para la deteccién de un complejo de NGAL y el anticuerpo de captura en un método segun la
reivindicacioén 1.

9. El uso segin la Reivindicacién 8, donde el medio para adquirir la muestra de orina estd diseflado para una
cantidad de la muestra de orina de menos de 1 ml, més tipicamente de menos de 10 microlitros.

10. El uso segtn la Reivindicacién 8, donde el medio de adquisicion incluye un instrumento que tiene una superfi-
cie, cuya superficie incluye el medio.

11. El uso segtn la Reivindicacién 8, donde el medio de adquisicion incluye un recipiente para aceptar la muestra
de orina, donde la superficie de contacto con la orina del recipiente incluye el medio.

12. El uso segtn la Reivindicacién 8, donde el ensayo consiste en un ELISA.

13. El uso segtn la Reivindicacién 8, donde el medio de adquisicién incluye un instrumento que tiene un cassette
que contiene el medio.

14. El uso segtin la Reivindicacién 8, donde el kit es un kit es un kit para diagndstico inmediato.
15. El uso del kit para diagndstico inmediato segin la Reivindicacién 14, donde el medio para adquirir la muestra

de orina esta disefiado para una cantidad de la muestra de orina de menos de 1 ml, mds tipicamente de menos de 10
microlitros.
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16. El uso del kit para diagndstico inmediato segin la Reivindicacién 15, donde el medio de adquisicién incluye
un instrumento que tiene una varilla de inmersién, incluyendo la superficie de la varilla de inmersién el medio.

17. El uso del kit para diagndstico inmediato segun la Reivindicacion 15, donde el ensayo consiste en un ensayo
colorimétrico con varilla de inmersién.

18. Uso de un kit de ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) competitivo que contiene un anticuer-
po especifico para NGAL para detectar su presencia en una muestra de orina del paciente en un método segun la
reivindicacioén 1.

19. El uso segtin la Reivindicacion 18 disefiado para estudiar una muestra de orina que puede contener una cantidad
de fluido de aproximadamente 1 mililitro o menos.

20. Un método de identificacién del grado de una lesion de las células de los tibulos renales, que es una lesion
renal isquémica, causada por un suceso, consistente en las siguientes etapas:

1) detectar en al menos una muestra de orina obtenida de un paciente humano la presencia de un biomarcador
consistente en NGAL, que aparece en las primeras 24 horas de la instauracién de la lesidn renal isquémica,

y

2) determinar el grado de la lesién de las células de los tibulos renales en base al tiempo para la aparicion de
la presencia de NGAL en la muestra de orina en relacién al momento del suceso.

21. El método segtin la Reivindicacion 20, donde el suceso es un procedimiento quirtrgico.

22. El método segtin la Reivindicacién 20, donde el suceso que conlleva la lesion renal isquémica es un suministro
de sangre a los rifiones reducido, una funcién cardiaca alterada, procedimientos quirdrgicos o pacientes en unidades
de cuidados intensivos.

23. Un método segtin la reivindicacién 1, consistente en las siguientes etapas:

1) poner en contacto una muestra de orina que contiene hasta 1 mililitro de la primera orina del paciente con
el anticuerpo para NGAL, para permitir la formacién de un complejo del anticuerpo y NGAL, y

2) detectar el complejo anticuerpo-NGAL.

24. El método segin la Reivindicacion 1 para la deteccion de la lesion renal isquémica, donde la NGAL urinaria,
medida dentro de las dos horas siguientes al trasplante de rifién, es predictiva de fallo renal agudo.

25. El método segun la Reivindicacidn 1 para la deteccion del fallo renal agudo posoperatorio en pacientes humanos
después de una cirugia a corazén abierto, donde la NGAL urinaria medida dentro de las dos horas siguientes a la cirugia
es predictiva de fallo renal agudo.

26. El método de la Reivindicacién 25, donde los pacientes que posteriormente desarrollan fallo renal agudo
exhiben un aumento de mas de 10 veces en el valor a las 2 horas para la NGAL urinaria expresado como ng de
NGAL/mg de creatinina, en comparacién con los que no lo desarrollan.

27. El método de la Reivindicacién 25, donde los pacientes que posteriormente desarrollan fallo renal agudo
exhiben un aumento de mas de 20 veces en el valor a las 4 horas para la NGAL urinaria expresado como ng de
NGAL/mg de creatinina, en comparacién con los que no lo desarrollan.

28. El método de la Reivindicacion 1, donde la muestra de orina es una muestra de orina dentro de las cuatro horas
siguientes a la lesion de las células de los tibulos renales.

29. El método de la Reivindicacién 1, donde la muestra de orina es una muestra de orina dentro de las dos horas
siguientes a la lesién de las células de los tibulos renales.
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FIGURA 1
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FIGURA 4A

Isquemia unilateral-reperfusidn

@~ .

.

Wi et BYRGH
6 2 4 & B 12 24

Periodos de reperfusidn (horas)

e

Lacd
™
C¥

Pod
-]
[

1;~w
600

Periodos de reperfusidn (horas)

4 & B 12

22

FIGURA 4B

Isquemia bilateral-reperfusidn

132~ . -
78— :

V., "R
¢ 2 4

Pericdos de reperfusidn (horas}

220 >

k.3

T Tlau

-*“%ét
s **}Cm

2 4 6 8 iz

Periodos de reperfusién (horas)

]
;"
ﬁ

5.

-t

"

NAG en orina {unidades/g creat.}
[



ES 2 330 005 T3

FIGURA 5

-
S .
. LA
- A
ceta
“

( ‘utw) epruenbsT °9p Soporiad

>t

Periodos de reperfusibén (horas)

FIGURA 6

2
o
o
.
-t
»

.
-
.Q

.
'L
..

0 3 6 12 24

Periodos de reperfusidén (horas)

23

elRI Sp SBUTIQ '1VE”“



ES 2 330005 T3

FIGURA 7
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FIGURA 8A
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FIGURA 9
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FIGURA 11
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FIGURA 12 FIGURA 13
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