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DESCRIPCIÓN

Uso de megalina en orina como marcador para la detección de nefropatía por IgA

CAMPO TÉCNICO5

La presente invención se refiere al uso de megalina urinaria humana para el diagnóstico de nefropatía por IgA.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
10

La megalina es una glucoproteína expresada en las células epiteliales tubulares renales proximales con un peso 
molecular de aproximadamente 600 kDa. Es también conocida como glucoproteína 330 (gp330) o proteína 
relacionada con el receptor de lipoproteína de baja densidad 2 (LDL) (LRP2) (documentos no de patente 1 y 2).

La megalina sirve como receptor endocítico asociado a la endocitosis/resorción de una proteína o similar en el 15
lumen tubular proximal del riñón antes de la excreción urinaria. Se degrada entonces un ligando de la proteína 
resorbida o similar por un lisosoma en las células epiteliales tubulares proximales (documento no de patente 3).

Clínicamente, un paciente con nefropatía diabética está aquejado en primer lugar por diabetes, y el paciente 
desarrolla entonces microalbuminuria, que conduce a una proteinuria continuada y después a insuficiencia renal 20
terminal. Se presenta una investigación que destaca la importancia de la hiperfiltración glomerular y la 
microalbuminuria como cuadros clínicos que aparecen en una etapa temprana de la nefropatía. Específicamente, 
se conocía que los pacientes con diabetes de tipo I exhiben aumentos del flujo sanguíneo renal y de la tasa de 
filtración glomerular en la fase temprana de la enfermedad, se destacó entonces el desarrollo de microalbuminuria 
como un cambio de fase temprana que da como resultado el desarrollo futuro de nefropatía, y se propuso el 25
concepto de etapa temprana de nefropatía. Además, se descubrió que la cantidad de albúmina excretada en la 
orina aumentaba a niveles anormales en esta etapa, aunque no conducía al desarrollo de proteinuria. Por tanto, 
dicho síntoma se designó como “microalbuminuria” (documento no de patente 4).

Después de ello, se estableció la importancia clínica de la “microalbúmina” por Mogensen C. E., Viberti G. C. et al., 30
y la presencia de microalbuminuria está fuertemente correlacionada con la progresión posterior a nefropatía. Por 
tanto, se usa la microalbúmina para diagnóstico clínico actualmente. Se ha reseñado que la microalbuminuria está 
causada por el equilibrio y fallo de funciones de filtración glomerular y resorción tubular (documentos no de patente 
5, 6, 7, 8, 9 y 10).

35
Se ha reseñado también que la resorción tubular de albúmina está causada por endocitosis mediada por megalina
(documentos no de patente 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19).

Cuando un trastorno renal progresa desde microalbuminuria, se desarrolla una proteinuria continuada 
(concretamente proteinuria manifiesta). En esta etapa, se encuentran resultados positivos de proteinuria 40
continuamente con el uso de una prueba de tira de papel, y la enfermedad se vuelve detectable por chequeos 
médicos en esta etapa. 

Según el informe de Araki S. et al., los resultados de un estudio de seguimiento de 6 años del tratamiento de 216 
casos de nefropatía en etapa temprana demostraron que un 51 % de los casos exhibían remisión de la nefropatía 45
(concretamente, mejoraron a albuminuria normal), que apareció con más frecuencia que la progresión 
(concretamente, progresión hasta nefropatía manifiesta, 28 %) (documento no de patente 22).

Como resultado del análisis, se han ejemplificado 4 factores asociados a la remisión: (i) una duración corta
después del desarrollo de microalbuminuria; (ii) el uso de un inhibidor del sistema de renina-angiotensina, (iii) una 50
presión sanguínea sistólica baja y (iv) suficiente control del azúcar en sangre. Específicamente, el diagnóstico 
temprano, reconocimiento de condiciones patológicas y gestión terapéutica de los trastornos renales se consideran 
importantes para prevenir el avance de la nefropatía diabética. Son procedimientos de tratamiento básicos para 
nefropatía diabética (1) control del azúcar en sangre, (2) control de la presión sanguínea, (3) supresión del sistema 
de renina-angiotensina, (4) control de lípidos, (5) terapia alimentaria (restricción de la toma de sal y proteínas) y (6)55
mejora de las costumbres del estilo de vida, tales como abstinencia del tabaco. Para inhibir el desarrollo y 
progresión de la nefropatía, es necesario un tratamiento preciso y activo basado en evidencias logradas por 
estudios clínicos. Respecto al control del azúcar en sangre, se han logrado evidencias por DCCT, UKPDS y el 
estudio de Kumamoto de que ha sido importante para la prevención de la progresión de nefropatía. Respecto a la 
importancia del control de la presión sanguínea, se han acumulado muchas evidencias, incluyendo sobre 60
inhibidores de ACE y ARB. 

Entre los síntomas de glomerulonefritis crónica, en contraposición, se observan proliferación de células 
mesangiales glomerulares, agrandamiento de la matriz mesangial (hiperplasia) y depósitos granulares 
(principalmente de IgA) en la región mesangial en el caso de nefropatía por IgA. El diagnóstico de nefropatía por 65
IgA se confirma por biopsia renal. La nefropatía por IgA se detecta a menudo basándose en anormalidades 
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urinarias asintomáticas. La hematuria microscópica continua es inevitable, y se observan ocasionalmente 
proteinuria intermitente o continua y hematuria macroscópica. La hematuria macroscópica aparece a menudo con 
infección aguda del tracto respiratorio superior. El diagnóstico de anormalidad urinaria requiere al menos tres casos 
de análisis de orina y al menos dos estos casos implican la visualización microscópica de sedimentos urinarios, 
que se realizan además del análisis cualitativo general de orina. Se observan altos niveles séricos de IgA de 315 5
mg/dl o mayores en la mitad de los pacientes. No debería despreciarse una anormalidad urinaria asintomática leve. 
Los datos de laboratorio sobre nefropatía por IgA son útiles para la evaluación de la actividad y progresión de 
trastornos renales. Se observa solo hematuria en la etapa temprana, y la proteinuria se desarrolla junto con la 
progresión de etapas de la enfermedad. Los ejemplos de factores desfavorables incluyen alta presión sanguínea, 
evolución de proteinuria leve a alta y disfunción renal observada en el primer examen médico. Por tanto, son 10
necesarios una evaluación integral de los diversos datos de laboratorio y un tratamiento adecuado de acuerdo con 
la actividad de glomerulonefritis y progresión del trastorno renal. Puesto que la nefropatía por IgA se detecta a 
menudo accidentalmente por proteinuria/hematuria, se requiere en primer lugar un diagnóstico diferencial de 
hematuria. Se efectúa entonces una biopsia renal como diagnóstico definitivo. Existen contraindicaciones implicada 
en la biopsia renal, y existen muchas restricciones. En el ámbito clínico actual, la biopsia renal no puede efectuarse 15
en muchos casos y, actualmente, no existe una indicación sólida exacta de si debería llevarse a cabo o no biopsia 
renal. En la biopsia renal para diagnóstico definitivo, se evalúan los síntomas de glomeruloesclerosis de focales y 
segmentados a difusos y globales (esféricos) con el uso de cambios proliferativos mesangiales como indicadores
en datos de microscopía óptica, y se evalúan los síntomas de glomeruloesclerosis difusa con el uso de deposición 
de IgA granular principalmente en la región mesangial como indicador para el procedimiento de anticuerpo de 20
agente fluorescente o procedimiento de anticuerpo de enzima (concretamente, IgA es dominante sobre las demás 
inmunoglobulinas). Se realiza la evaluación con la deposición de sustancias de alta densidad electrónica en la 
matriz mesangial (centrada en la región paramesangial, en particular) como indicador para datos de microscopía
electrónica. Se determina el pronóstico basado en la biopsia renal basándose en los datos histológicos de las 
imágenes de microscopía óptica de muestras de biopsia renal, y se dividen los pacientes en los siguientes 4 25
grupos.

1) Grupo de buen pronóstico: el grupo con poca probabilidad de progresión hasta terapia de diálisis. 
Datos glomerulares: se observa una proliferación leve de células mesangiales y matriz aumentada. No se observa 
glomeruloesclerosis, formación de medias lunas ni adhesión a la cápsula de Bowman.30
Datos tubulares, intersticiales y vasculares: no se observan cambios destacados en el túbulo renal, el intersticio ni 
los vasos sanguíneos.

2) Grupo de pronóstico relativamente bueno: el grupo con menos probabilidad de progresión hasta terapia de 
diálisis.35
Datos glomerulares: se observa una proliferación leve de células mesangiales y matriz aumentada. Se observan 
glomeruloesclerosis, formación de medias lunas y adhesión a la cápsula de Bowman en menos de un 10 % de los 
glomérulos de la biopsia. 

Datos tubulares, intersticiales y vasculares: no se observan cambios destacados en el túbulo renal, el intersticio ni 40
los vasos sanguíneos.

3) Grupo de pronóstico relativamente malo: el grupo con probabilidad de transición hasta terapia de diálisis 
en 5 a 20 años.
Datos glomerulares: se observan proliferación moderada de células mesangiales y matriz aumentada. Se observan 45
glomeruloesclerosis, formación de medias lunas y adhesión a la cápsula de Bowman en 10 a 30 % de los 
glomérulos de la biopsia.

Datos tubulares, intersticiales y vasculares: se observan una ligera atrofia tubular, ligera infiltración celular en el 
intersticio, excepto alrededor de algunos glomérulos esclerosados, y una leve esclerosis vascular en los vasos 50
sanguíneos.

4) Grupo de mal pronóstico: el grupo con probabilidad de transición hasta terapia de diálisis al cabo de 5 
años. 
Datos glomerulares: se observan proliferación grave de células mesangiales y matriz aumentada. Se observan 55
glomeruloesclerosis, formación de medias lunas y adhesión a cápsula de Bowman en un 30 % o más de los 
glomérulos de biopsia. Cuando los sitios de esclerosis se suman y se convierten en esclerosis global, 
adicionalmente la tasa de glomeruloesclerosis es de 50 % o más. Se observa ocasionalmente hipertrofia 
glomerular compensatoria. 

60
Datos tubulares, intersticiales y vasculares: se observan atrofia tubular, infiltración celular intersticial y fibrosis
graves. Se observa ocasionalmente hiperplasia o degeneración en algunas paredes arteriolares renales. 

La base para la medicación de nefropatía por IgA es una selección del fármaco adecuado para las condiciones 
patológicas de cada paciente. La terapia con esteroides corticosuprarrenales es adecuada para un caso con 65
aclaramiento de creatinina (Ccr) de 70 ml/min o superior, proteína urinaria de 1 a 2 g/día y síntomas de inflamación 
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aguda detectados por la biopsia renal como síntomas principales. En contraposición, la terapia farmacológica que 
implica el uso de inhibidores del sistema de renina-angiotensina o aceite de pescado se selecciona para casos que 
implican principalmente lesiones crónicas y que exhiben una progresión lenta. Las funciones renales de los 
pacientes del grupo de mal pronóstico que exhiben una disfunción renal moderada o grave y que implican 
principalmente lesión esclerosante crónica no pueden mantenerse solo mediante terapia de esteroides durante un 5
largo periodo de tiempo, y se ha esperado el desarrollo de técnicas terapéuticas eficaces capaces de mejorar el 
pronóstico de las funciones renales. Además, se emplea ocasionalmente el uso de agentes antiplaquetarios, 
terapia anticoagulante, terapia de Kurernejin, terapia de tonsilectomía o similares. La nefropatía por IgA aparece a
corta edad, y un 30 a 40 % de los pacientes desarrollan insuficiencia renal terminal. Las cargas económicas y 
sociales son importantes cuando un paciente tiene que empezar el tratamiento de diálisis a corta edad. Como se 10
describe anteriormente, no existen indicadores exactos y precisos de diagnóstico diferencial o predicción del 
pronóstico que posibilite el diagnóstico de nefropatía por IgA actualmente. 

El número de paciente con insuficiencia renal terminal que necesitan diálisis está creciendo en todo el mundo, y es 
un problema grave en términos de economía médica. La predicción y el diagnóstico de condiciones patológicas de 15
los trastornos renales y, en particular, nefropatía diabética o nefropatía por IgA, son los más críticos para 
proporcionar un tratamiento adecuado. Sin embargo, la exactitud de las técnicas de diagnóstico convencionales es 
insuficiente para una predicción del pronóstico o diagnóstico de la graduación del trastorno.

En la etapa precedente a nefropatía diabética, no se observa microalbuminuria en la orina, y la nefropatía no puede 20
detectarse basándose en datos clínicos actuales. Se deduce que aparece una albuminuria mínima en la etapa 
temprana de la nefropatía. Incluso si las funciones renales son normales, o a veces aceleradas, pueden estar 
presentes lesiones nodulares en los glomérulos en esta etapa. Por tanto, sigue siendo problemático si la 
microalbuminuria es útil o no como indicador del diagnóstico temprano de nefropatía diabética. En los últimos años,
se ha encontrado un caso de trastorno renal rápidamente progresivo que conduce a insuficiencia renal (nefropatía 25
diabética de etapa IV) sin la etapa de albuminuria manifiesta (nefropatía diabética de etapa III (etapa de nefropatía 
manifiesta)) en los grupos de pacientes de nefropatía diabética que exhiben microalbuminuria (nefropatía diabética 
de etapa II; etapa temprana de nefropatía). Por tanto, se ha discutido la posible naturaleza problemática de la 
importancia clínica del uso de la albuminuria para la predicción del pronóstico de una enfermedad renal y para el 
diagnóstico preciso y temprano de la graduación del trastorno (progresión de condiciones patológicas) como 30
indicador (Perkins B. A., Krolewski A. S. et al., 2007, J. Am. Soc. Nephrol. 18 (4), 1353-1361; de Boer I. H., Steffes 
M. W., 2007, J. Am. Soc. Nephrol. 18 (4), 1036-1037).

El pronóstico de nefropatía por IgA se clasifica histológicamente basándose en los datos de la biopsia renal, y se 
usan los resultados para predicción del pronóstico y determinación del curso de tratamiento. Sin embargo, existen 35
algunas restricciones sobre la biopsia renal, y la aplicación de biopsia renal está limitada a los siguientes casos: i) 
se observa 1,0 g o más de proteína en orina al día; ii) aunque se observa un trastorno renal de etiología 
desconocida, no se observa atrofia renal mediante una prueba de formación de imágenes; iii) se sospecha 
glomerulonefritis crónica con hematuria continua y progresiva y iv) se reducen rápidamente las funciones renales. 
Por su lado, las contraindicaciones de la biopsia renal son las siguientes: i) ya se ha observado atrofia renal 40
mediante la prueba de formación de imágenes debido a disfunciones renales crónicas; ii) es difícil detener la 
hemorragia debido a la tendencia a sangrar o una hipertensión sanguínea incontrolable; iii) el paciente tiene un 
riñón poliquístico y iv) el paciente no puede mantenerse quieto o seguir las instrucciones durante la biopsia renal o 
durante y después del ensayo. En el ámbito clínico actual, la biopsia renal no puede efectuarse en muchos casos, y 
no existen actualmente indicadores exactos y definitivos para la determinación de si la biopsia renal debería 45
efectuarse o no.

Además de los trastornos renales crónicos representados por la nefropatía diabética y la nefropatía por IgA 
descritos anteriormente, la lesión renal aguda (AKI) ha atraído la atención y se ha convertido en un tema de interés. 
Respecto a la AKI, las anormalidades funcionales de la hemodinámica renal se han considerado como críticas, 50
además de las anormalidades estructurales (concretamente, necrosis tubular aguda) en los últimos años.

El término “insuficiencia renal aguda” hace referencia a una afección en que las funciones renales se reducen 
rápidamente, y muchos casos de insuficiencia renal aguda se caracterizan por funciones renales reducidas 
causadas por necrosis tubular. Las causas de la insuficiencia renal aguda incluyen insuficiencia renal prerrenal, 55
insuficiencia renal intrínseca e insuficiencia renal postrrenal. La insuficiencia renal prerrenal aparece cuando el 
riñón se expone a isquemia mediante un volumen de fluido extracelular reducido debido a hemorragia por lesión, 
deshidratación, vómitos y diarrea, volumen de sangre en circulación eficaz reducido debido a choque cardiogénico 
y flujo sanguíneo renal reducido debido a aneurisma disecante de aorta o trombosis arterial renal. La insuficiencia 
renal intrínseca es un trastorno impuesto directamente al tejido renal, tal como en enfermedades glomerulares (por 60
ejemplo, glomerulonefritis aguda, glomerulonefritis rápidamente progresiva y poliarteritis nodular), necrosis tubular 
aguda (causada por el uso de un antibiótico aminoglucosídico, un agente antiinflamatorio y analgésico, un agente 
antitumoral o medio de contraste), o glomerulonefritis intersticial aguda (causada por el uso de un antibiótico -
lactámico, un agente antiinflamatorio o analgésico o un anticonvulsivo). En el caso de insuficiencia renal postrrenal, 
se obstruye el flujo de orina y se evita la excreción de orina por obstrucción ureteral (cálculo ureteral), obstrucción 65
vesical y uretral (hipertrofia prostática y cáncer de próstata) o tumores pélvicos.
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Muchos daños renales agudos requieren controles de UCI después de cardiotomía y cirugía de reemplazo de 
aorta, y se requiere el reconocimiento de las condiciones patológicas cada hora después del desarrollo de la 
enfermedad. Actualmente, no puede esperarse una mejora del pronóstico vital de insuficiencia renal aguda sin un 
diagnóstico temprano e intervención inmediata. 5

Actualmente, la insuficiencia renal aguda se diagnostica en general basándose en los niveles de creatinina en 
suero y orina; sin embargo, el diagnóstico basado en estos dos elementos tiene un problema. Es decir, no se han 
establecido estándares de diagnóstico para estos dos elementos, y había 35 definiciones diferentes de insuficiencia 
renal aguda. Para resolver este problema, se estableció la red de insuficiencia renal aguda como un esfuerzo 10
global y se propusieron estándares de diagnóstico para insuficiencia renal aguda. Según estos estándares de 
diagnóstico, una persona se diagnostica que tiene insuficiencia renal aguda cuando (1) el nivel de creatinina en 
suero aumenta 1,5 veces o más o es de 0,3 mg/dl o más y (2) una oliguria de 0,5 ml/kg/hora continúa durante 6 
horas o más. Como con el caso de la clasificación de la etapa de enfermedad renal crónica, se propone en 
particular la clasificación de la etapa de insuficiencia renal aguda (por ejemplo, clasificación RIFLE o AKIN).15

Sin embargo, el diagnóstico basado en los dos elementos descritos anteriormente sigue teniendo problemas. El 
nivel de creatinina en suero no se eleva inmediatamente cuando se reduce la tasa de filtración glomerular debido a 
un trastorno renal. El nivel de creatinina en suero continúa aumentando ocasionalmente durante un tiempo aunque 
la tasa de filtración glomerular tenga tendencia a la recuperación. Por tanto, la utilidad del nivel de creatinina en 20
suero como marcador temprano para monitorizar cambios agudos o marcador para monitorizar los efectos 
terapéuticos o la predicción del pronóstico no puede decirse que sea satisfactoria. Además, el nivel de creatinina 
en suero es probable que esté influido por factores extrarrenales, tales como peso corporal, raza, sexo, fármacos, 
metabolismo muscular o condiciones nutricionales. Puesto que el diagnóstico basado en el nivel de orina lleva un 
largo tiempo, tampoco es adecuado para marcador de insuficiencia renal aguda, que requiere el reconocimiento de 25
las condiciones patológicas cada hora después del desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, es una necesidad 
urgente el desarrollo de un biomarcador que posibilite una medida temprana sencilla, sea menos probable que se
influya por otros factores biológicos y posibilite una detección temprana, clasificación del riesgo y predicción del 
pronóstico de una enfermedad. 

30
El documento EP 2.006.683A1 da a conocer un procedimiento que puede aplicarse al diagnóstico de enfermedad 
renal o pulmonar mediante la detección de megalina humana, comprendiendo dicho procedimiento detectar 
cuantitativamente megalina que se expresa tópica y específicamente en células, tejidos y órganos donde se 
observa expresión de megalina de manera rápida y sencilla, para posibilitar así un diagnóstico directo y temprano 
del grado en que las células, tejidos y órganos están afectados y mejorar y evitar el empeoramiento de las 35
condiciones de los trastornos y el pronóstico mediante tratamiento.
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DIVULGACIÓN DE LA INVENCIÓN5

La presente invención proporciona el uso de megalina urinaria humana como marcador para detectar nefropatía 
por IgA.

Como se describe anteriormente, se esperaba el desarrollo de un marcador de detección novedoso usado para la 10
predicción del pronóstico de un trastorno renal y para el dictamen exacto y temprano de la graduación del trastorno 
(concretamente, la progresión de las condiciones patológicas) y de un procedimiento para detectar un trastorno 
renal usando dicho marcador en una etapa temprana. Sin embargo, no había dichos marcadores ni procedimientos 
de detección en el pasado. Dicho marcador posibilita la predicción del pronóstico de un trastorno renal y un 
dictamen exacto y temprano de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones15
patológicas), y dicho marcador posibilita también atenciones preventivas dirigidas a la inhibición del desarrollo y 
progresión del trastorno renal progresivo.

Los presentes inventores han realizaron estudios concentrados para desarrollar un marcador novedoso usado para 
la predicción del pronóstico de un trastorno renal y un dictamen exacto y temprano de la graduación del trastorno 20
(concretamente, la progresión de las condiciones patológicas). Como resultado, descubrieron un biomarcador al 
que se hace referencia como “megalina”, que aparece en la orina cuando la condiciones patológicas empeoran en 
nefropatía diabética, que exhibe una alta incidencia con mal pronóstico y, en particular, en trastornos renales 
progresivos tales como nefropatía por IgA. Específicamente, descubrieron que la cantidad de megalina excretada 
en la orina de un paciente con un trastorno renal progresivo, tal como nefropatía por IgA, era mayor que la de un 25
individuo sano, y por tanto era útil como marcador para predicción del pronóstico de un trastorno renal o 
diagnóstico de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones patológicas). Además, 
los presentes inventores han desarrollado un kit de detección (no reivindicado) para detectar trastornos renales y, 
en particular nefropatía por IgA, con el uso de megalina como marcador. Cuando se usa dicho kit, se recoge una 
muestra de orina, se mide cuantitativamente el nivel de megalina humana en la orina con el uso de un reactivo de 30
detección y se usa el nivel de excreción urinaria determinado como indicador de la predicción del pronóstico de un 
trastorno renal o diagnóstico de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones 
patológicas). Con el uso de este kit de diagnóstico, pueden reconocerse las condiciones patológicas de un 
trastorno renal. La predicción del pronóstico de un trastorno renal y, en particular nefropatía por IgA, o diagnóstico 
de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones patológicas) era difícil en el 35
pasado. Sin embargo, el kit de diagnóstico de la divulgación posibilita la predicción o monitorización de los efectos 
terapéuticos y la provisión de procedimientos terapéuticos más eficaces. 

Específicamente, la presente invención se define en las reivindicaciones.
40

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de 
corrección de creatinina) en casos de nefropatía diabética de tipo II (71 casos), nefropatía por IgA (81 casos) y 
síndrome nefrótico (18 casos).45

La Fig. 2 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de 
corrección de creatinina) en otros varios casos de nefropatía.

La Fig. 3 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de 50
corrección de creatinina) en casos de nefropatía por IgA (59 casos) basándose en la clasificación por pronóstico 
histológico (pronóstico conseguido mediante la clasificación histológica de biopsias renales).

La Fig. 4 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de 
corrección de creatinina) en casos de nefropatía diabética de tipo II (71 casos) clasificados de acuerdo con la 55
clasificación de albuminuria (clasificación basada en la gravedad del trastorno) de acuerdo con la estadificación de 
la nefropatía diabética.

La Fig. 5 muestra la correlación entre la concentración de albúmina en orina (valor de corrección de creatinina) y la 
concentración de megalina humana en orina (valor de corrección de creatinina) en casos de individuos sanos (66 60
casos) y en casos de nefropatía diabética de tipo II (71 casos) de acuerdo con la estadificación de la nefropatía 
diabética.

La Fig. 6 muestra la compatibilidad de la concentración de megalina humana en orina (valor de corrección de 
creatinina) con la tasa de filtración glomerular aparente de acuerdo con la estadificación de la nefropatía diabética 65
en casos de nefropatía diabética de etapas I a III (68 casos).
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La Fig. 7 muestra la compatibilidad de la concentración de albúmina en orina (valor de corrección de creatinina) 
con la tasa de filtración glomerular aparente de acuerdo con la estadificación de la nefropatía diabética en casos de 
nefropatía diabética de etapas I a III (68 casos).

5
La Fig. 8 muestra los resultados de la medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina (valor de 
corrección de creatinina) en casos de pacientes con insuficiencia renal aguda. Las enfermedades subyacentes del 
grupo de trastornos renales agudos (5 casos) son: 1: infarto cerebral, 2: choque séptico causado por necrosis 
intestinal, 3: trasplante de hígado, 4: neumonía aguda e insuficiencia respiratoria y 5: choque cardiogénico.

10
REALIZACIONES PREFERIDAS DE LA INVENCIÓN

De aquí en adelante, se describe la presente invención con detalle.

La presente invención implica el uso de megalina humana en una muestra de orina como marcador para un15
trastorno renal. El trastorno renal es nefropatía por IgA. 

La SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia nucleotídica de la megalina humana y la SEQ ID NO: 2 muestra la 
secuencia aminoacídica de la megalina humana. La megalina humana en orina puede medirse mediante cualquier 
técnica. Por ejemplo, puede usarse un ligando capaz de unirse a megalina humana. 20

Según una realización, se usan dos ligandos capaces de unirse a megalina humana, el primer ligando se une a un 
soporte sólido y el segundo ligando se marca y se usa.

Puede usarse cualquier soporte sólido que se use en técnicas inmunoanalíticas convencionales. Por ejemplo, 25
pueden usarse preferiblemente pocillos de una placa de microvaloración de plástico o partículas magnéticas. Es un 
ejemplo de ligando capaz de unirse a megalina humana un anticuerpo anti-megalina humana, y puede usarse un 
anticuerpo monoclonal o policlonal. La lectina, que es específica de una cadena de azúcar de la megalina humana, 
puede usarse como ligando capaz de unirse a megalina humana. Los ejemplos de lectina incluyen, pero sin 
limitación, concanavalina A, aglutinina de germen de trigo (WGA), lectina de Ricinus communis (RCA) y lectina de30
Lens culinaris (LCA). Los ejemplos adicionales de ligandos capaces de unirse a megalina humana incluyen 
sustancias seleccionadas del siguiente grupo de sustancias o fragmentos capaces de unirse a la misma: proteínas 
de unión a vitamina tales como transcobalamina-vitamina B12, proteína de unión a vitamina D y proteína de unión 
a retinol; lipoproteínas tales como apolipoproteína B, apolipoproteína E, apolipoproteína J/clusterina y 
apolipoproteina H; hormonas y receptores de hormonas, tales como hormona paratiroidea (PTH), insulina, factor de 35
crecimiento epidérmico (EGF), prolactina, leptina y tiroglobulina, y receptores de las mismas; proteínas asociadas a 
la respuesta inmunitaria y al estrés tales como cadena ligera de inmunoglobulina y PAP-1 o 2-microglobulina; 
enzimas e inhibidores enzimáticos tales como PAl-I, PAl-I-urocinasa, PAI-I-tPA, prourocinasa, lipoproteina lipasa, 
plasminógeno, -amilasa, -amilasa, 1-microglobulina y lisozima, e inhibidores de los mismos; fármacos y 
venenos tales como aminoglucósido, polimixina B, aprotinina y tricosantina; proteínas portadoras tales como 40
albúmina, lactoferrina, hemoglobina, proteína de unión sustancias odoríferas, transtiretina y L-FABP; y proteínas 
asociadas a receptor (RAP) tales como citocromo c, calcio (Ca2+), productos finales de glicación avanzada (AGE), 
cubilina e isoforma 3 intercambiadora de Na+-H+ (NHE3). El término “fragmento capaz de unirse a” hace referencia 
a un fragmento de una sustancia anteriormente mencionada que contiene un sitio de unión a megalina humana.

45
Un anticuerpo anti-megalina humana o similar puede unirse a un soporte sólido de un ligando capaz de unirse a 
megalina humana mediante un procedimiento bien conocido en la técnica hasta ahora. Cuando un anticuerpo anti-
megalina humana se une a un pocillo de una placa de microvaloración, puede aplicarse, por ejemplo una solución 
que comprende aproximadamente 3 a 10 µg/ml de anticuerpo (y preferiblemente aproximadamente 5 µg/ml)
respecto a un ligando capaz de unirse a megalina humana, a un soporte sólido y dejarse reposar entonces el 50
resultado a 4 ºC durante una noche (y preferiblemente 12 horas o más). El intervalo de concentración 
recomendado de soporte sólido descrito anteriormente se determinó teóricamente al inmovilizar un anticuerpo 
completo en un soporte sólido. La fórmula teórica es como sigue, y se emplea cuando se inmoviliza un anticuerpo 
mediante adsorción física:

55
Q = (2/3)·(MW/N)·(2r)-2·109 (ng/cm2)
Q: densidad del peso molecular (ng/cm2)
MW: peso molecular (dalton: Da)
N: número de Avogadro= 6·1023 (mol-1)
r: radio de Stokes de la molécula= (R·T20)/(6··20·D20·N) (cm)60
R: constante de los gases= 8,3 ·107 (g·cm2·s-2·ºK-1·mol-1)
T20: temperatura ambiente (20 ºC)= 293 °K
20: viscosidad del agua a 20 ºC = 1·10-2 (g·cm-1·s-1)
D20: coeficiente de difusión de la referencia molecular en agua a 20 ºC (cm2·s-1)

65
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Cuando se inmoviliza un ligando capaz de unirse a megalina humana, se determinan en consecuencia las 
concentraciones teóricas de soportes sólidos influidas por factores variables tales como el peso molecular 
individual, y las concentraciones varían dependiendo de la especie molecular del soporte sólido individual y de las 
configuraciones de la superficie del soporte sólido. Por tanto, la concentración del soporte sólido no está limitada al 
intervalo descrito anteriormente. Cuando la adsorción al soporte sólido es el resultado de unión covalente, es 5
aplicable la presente invención. Sin embargo, en dicho caso se tienen en consideración el número de grupos 
funcionales existentes sobre la superficie de adsorción y usados para unión covalente y otras condiciones. Por 
tanto, la concentración de soporte sólido no está limitada. Para bloquear la adsorción no específica de proteína 
después de la unión, se lleva a cabo el bloqueo con el uso de seroalbúmina bovina (abreviada de aquí en adelante 
como “BSA”), caseína o similar de acuerdo con una técnica convencional. Cuando el soporte sólido es una 10
partícula magnética, se lleva a cabo el mismo procedimiento que el usado con el caso de placa de microvaloración. 

Se deja reaccionar un ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana 
unido a un soporte sólido como se describe anteriormente, con una muestra de orina, y se une la megalina humana 
en la muestra de orina con un soporte sólido a través del ligando capaz de unirse a megalina humana unido a un 15
soporte sólido mediante reacción de unión ligando-receptor, tal como una reacción antígeno-anticuerpo. 
Específicamente, se forma un combinado del primer ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un 
anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte sólido, con megalina humana. Esta reacción antígeno-
anticuerpo puede llevarse a cabo preferiblemente a 4 a 45 ºC, más preferiblemente a 20 a 40 ºC y más 
preferiblemente a 25 a 38 ºC. La duración de la reacción es preferiblemente de aproximadamente 10 minutos a 18 20
horas, más preferiblemente de 10 minutos a 1 hora, y preferiblemente además de 30 minutos a 1 hora. 

Después de lavar, se deja reaccionar entonces el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana con 
megalina humana en la muestra unido a un soporte sólido. Específicamente, se forma un combinado del primer 
ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte 25
sólido, megalina humana y el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana. Puede usarse un anticuerpo 
anti-megalina humana u otra sustancia como segundo ligando capaz de unirse a megalina humana, como con el 
caso del primer ligando capaz de unirse a megalina humana. Cuando tanto el primer ligando capaz de unirse a 
megalina humana como el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana son anticuerpos monoclonales 
anti-megalina humana, sin embargo, el epítopo reconocido y unido por el primer anticuerpo anti-megalina humana 30
debería ser diferente del reconocido y unido por el segundo anticuerpo anti-megalina humana. Las combinaciones 
de primer anticuerpo anti-megalina humana y segundo anticuerpo anti-megalina humana pueden ser cualquiera de 
las siguientes: un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo 
policlonal, un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal y un anticuerpo policlonal. 
La reacción puede llevarse a cabo preferiblemente a 4 a 45 ºC, más preferiblemente a 20 a 40 ºC y además 35
preferiblemente a 25 a 30 ºC. La duración de la reacción es preferiblemente de aproximadamente 10 minutos a 18 
horas, más preferiblemente de 10 minutos a 1 hora, y además preferiblemente de 30 minutos a 1 hora. Por tanto, el 
segundo ligando capaz de unirse a megalina humana puede unirse a un soporte sólido a través de megalina 
humana y el primer ligando capaz de unirse a megalina humana.

40
Después de lavar, se mide entonces el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como el segundo 
anticuerpo anti-megalina humana, unido a un soporte sólido mediante diversas técnicas que se usan comúnmente 
en el campo del inmunoanálisis. Por ejemplo, el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana se marca 
con una enzima, marcador fluorescente, biotina o marcador radiactivo para preparar una sustancia marcada 
enzimáticamente, y se mide el marcador. Por tanto, puede medirse el segundo ligando capaz de unirse a megalina 45
humana unido a un soporte sólido. El marcaje con una enzima o marcador fluorescente es particularmente 
preferible. Los ejemplos de enzimas incluyen, pero sin limitación, peroxidasa, fosfatasa alcalina, -galactosidasa y 
glucosa oxidasa. Es un ejemplo de marcador fluorescente el isotiocianato de fluoresceína (FITC), aunque los 
marcadores fluorescentes no están limitados al mismo. El marcaje puede detectarse dejando reaccionar el 
correspondiente sustrato con una sustancia marcada enzimáticamente y midiendo un pigmento, marcador 50
fluorescente, luminiscente o similar resultante de la reacción. Cuando el segundo ligando capaz de unirse a 
megalina humana no está marcado, como alternativa, se deja reaccionar un tercer anticuerpo marcado que 
reacciona con el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana, y se mide el tercer anticuerpo basándose 
en dicho marcaje. Por tanto, puede medirse el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana.

55
El anticuerpo anti-megalina humana usado para inmovilización o marcaje puede ser un fragmento de 
inmunoglobulina específico de megalina humana, tal como Fab o F(ab’)2, o un anticuerpo recombinante tal como 
scFv, dsFv, diacuerpo o minicuerpo, que se ha expresado en una sustancia recombinante. El término “anticuerpo” 
usado en la presente invención hace referencia también a dicho fragmento específico de megalina humana. Es 
bien conocido en la técnica un procedimiento para preparar dicho fragmento.60

El procedimiento anterior comprende dos etapas: dejar reaccionar el primer ligando capaz de unirse a megalina 
humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte sólido, con una muestra seguido de 
lavado, y dejar reaccionar entonces el segundo ligando capaz de unirse a megalina humana con el mismo. Como 
alternativa, puede llevarse a cabo simultáneamente como etapa individual una etapa de dejar reaccionar el primer 65
ligando capaz de unirse a megalina humana, tal como un anticuerpo anti-megalina humana unido a un soporte 
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sólido, con una muestra, y una etapa de dejar reaccionar el segundo ligando capaz de unirse a una muestra y 
megalina humana. 

La presente divulgación incluye también un procedimiento para medir megalina humana en una muestra usando 
megalina humana unida a un soporte sólido o un fragmento parcial de la misma y un ligando capaz de unirse a 5
megalina humana, en el que se deja reaccionar una muestra con un ligando capaz de unirse a megalina humana, 
se deja reaccionar el producto de reacción con la megalina humana unida a un soporte sólido, se mide el ligando 
capaz de unirse a megalina humana unido a un soporte sólido y se cuantifica competitivamente la megalina 
humana en una muestra basándose en la reducción del ligando capaz de unirse a megalina humana unida a un 
soporte sólido. Para implantar este procedimiento, es necesario unir megalina humana a un soporte sólido, y esto 10
puede llevarse a cabo mediante el procedimiento de unión de una sustancia a un soporte sólido como se describe 
anteriormente. El fragmento parcial de megalina humana no está limitado, y puede usarse un fragmento parcial de 
megalina humana al que pueda unirse un ligando capaz de unirse a megalina humana. Puede prepararse un 
fragmento parcial de megalina humana a partir de una secuencia parcial de la secuencia aminoacídica de megalina 
humana como se muestra en la SEQ lD NO: 2 mediante síntesis química o ingeniería genética. Pueden usarse 15
ligandos capaces de unirse a megalina humana descritos anteriormente, siendo particularmente preferible un 
anticuerpo anti-megalina humana. En la técnica competitiva, es importante la cantidad de megalina humana unida 
a un soporte sólido para usar o de fragmento parcial de megalina humana y ligando capaz de unirse a megalina 
humana. Puesto que es conocida la técnica competitiva, puede determinarse adecuadamente un procedimiento 
basándose en una técnica convencional20

Adicionalmente, la presente divulgación incluye un procedimiento para medir megalina humana en una muestra
usando un ligando capaz de unirse a megalina humana, que comprende dejar reaccionar una muestra con un 
ligando capaz de unirse a megalina humana unido a una partícula, causando una reacción de aglutinación, y medir 
la megalina humana basándose en el grado de aglutinación resultante. 25

Los ejemplos de partículas usadas en dicho procedimiento incluyen partículas de látex que tienen cada una un 
diámetro de 0,05 a 10 µm y preferiblemente de 0,1 a 0,4 µm y partículas de gelatina y eritrocitos sanguíneos 
animales que tienen cada uno un diámetro de 0,5 a 10 µm. Los procedimientos de unión de un anticuerpo a una 
partícula son bien conocidos en la materia, y puede usarse adsorción física o unión covalente. 30

En el procedimiento anteriormente descrito, se mezclan las partículas con las que se ha unido anticuerpo anti-
megalina humana con la muestra, por ejemplo sobre un portaobjetos de vidrio negro, y se observan las partículas 
precipitadas tras aglutinación. Por tanto, puede detectarse la megalina humana en la muestra. Midiendo la 
absorbancia de dicha aglutinación, puede cuantificarse la megalina humana. Adicionalmente, la detección puede 35
llevarse a cabo mediante inmunoensayo por pulsos. 

Según el procedimiento de medida de megalina humana de la presente divulgación, pueden medirse fragmentos 
de megalina humana además de megalina humana intacta. 

40
Puede detectarse un trastorno renal usando megalina humana en orina recogida de un sujeto que es un paciente 
con nefropatía por IgA como marcador. Se observa una cantidad aumentada de megalina excretada en la orina en 
una etapa temprana de la nefropatía, y por tanto puede detectarse un trastorno renal en una etapa más temprana 
que la posible con el uso de los marcadores de diagnóstico existentes para trastornos renales. Puesto que la 
cantidad de megalina humana excretada en la orina aumenta debido a trastornos tubulares renales proximales y 45
fallo de la capacidad de resorción en la lesión, la medida de la megalina humana en orina puede utilizarse para 
determinar el sitio de un trastorno renal. Además, la medida de megalina humana en orina puede utilizarse para la 
evaluación de la actividad de trastornos renales progresivos (por ejemplo, el grado de progresión o pronóstico). 
Adicionalmente, la medida de megalina humana en orina puede utilizarse para predicción del pronóstico de un 
trastorno renal y dictamen de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones 50
patológicas), lo que posibilita la prevención de un trastorno renal en una etapa más temprana. En la presente 
invención, el término “detección de un trastorno renal” hace referencia también a la inspección de un trastorno
renal, y dicha detección posibilita la predicción del pronóstico de un trastorno renal que es nefropatía por IgA. 
También puede evaluarse el grado de nefropatía por IgA. La megalina humana se excreta en la orina en una etapa 
temprana de un trastorno renal, aumentando la cantidad de la misma excretada a medida que aumenta la gravedad 55
del trastorno renal y aumenta la concentración de megalina humana en orina. Cuando la concentración de 
megalina humana en orina es alta en un sujeto que es un paciente de trastorno renal, puede predecirse que el 
sujeto tiene un mal pronóstico. También puede detectarse disfunción tubular con el uso de megalina humana en 
orina como marcador para evaluar el grado de disfunción tubular. Específicamente, se realiza la predicción del 
pronóstico de trastorno renal descrita anteriormente para evaluar la disfunción tubular, y se realiza la evaluación de 60
la graduación del trastorno renal para evaluar el grado de disfunción tubular. De nuevo, el trastorno renal de la 
presente invención es siempre nefropatía por IgA.

65
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Ejemplos

La presente invención se describe con detalle con referencia a los siguientes ejemplos, aunque la presente 
invención no está limitada a estos ejemplos.

5
Ejemplo 1: Preparación de anticuerpo monoclonal de ratón anti-megalina humana

Se inmunizó por vía intraperitoneal un ratón con 50 µg de megalina y un coadyuvante varias veces, y se confirmó el 
título sérico elevado de la misma. Se extrajo el bazo 3 días después de la inmunización de recuerdo (en la vena), 
obteniendo células esplénicas. Se fusionaron las células esplénicas obtenidas con células de mieloma de ratón (10: 10
1) en presencia de polietilenglicol 3500, preparando células de hibridoma. Se cultivaron las células resultantes en 
CO2 a 37 ºC durante 1 semana y se inspeccionó la presencia de anticuerpos anti-megalina humana en el 
sobrenadante de cultivo. Se diluyeron mediante dilución limitante las células en pocillos positivos en que se 
observó producción de anticuerpo, se cultivó el resultado durante 2 semanas y se inspeccionó la presencia de 
anticuerpos anti-megalina humana en el sobrenadante de cultivo de la misma manera. Adicionalmente, se 15
sometieron de nuevo a dilución limitante las células en pocillos positivos en que se observó producción de 
anticuerpo y se realizó el cultivo de la misma manera. Se cultivaron en un matraz células en que se habían 
producido ya anticuerpos anti-megalina humana en esta fase, se suspendieron algunas de las resultantes en suero 
fetal bovino (FCS) que contenía 10 % de dimetilsulfóxido (DMSO) (5 x 106 células/ml) y se almacenaron el 
resultado en nitrógeno líquido.20

Posteriormente, se usaron los sobrenadantes de los pocillos para inspeccionar la reactividad de los anticuerpos 
producidos en el sobrenadante de cultivo contra megalina humana. Se disolvió megalina humana en NaCl 140 mM,
KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM (pH 7,3) (abreviado de aquí en adelante como "PBS (pH 7,3)"). Se 
aplicó la solución de megalina humana/PBS (pH 7,3) a pocillos de una placa de microvaloración de plástico (Nunc-25
Immune™ Module F8 Maxisorp™ Surface plate, fabricada por Nalge Nunc International) a 100 µl/pocillo y se 
inmovilizó la megalina humana sobre la placa de microvaloración a 3 pmol/pocillo a 4 ºC durante 12 horas. Se retiró 
por decantación 12 horas después la solución de megalina humana/PBS (pH 7,3) que se había aplicado a los 
pocillos, se aplicó una solución de lavado a los pocillos de la placa de microvaloración a 200 µl/pocillo, se retiró la 
solución de lavado por decantación y se lavó la megalina humana adsorbida en exceso en los pocillos. Se llevó a 30
cabo este proceso de lavado dos veces en total. Después de ello, se aplicó una solución de bloqueo a la placa con 
antígeno inmovilizado a 200 µl/pocillo para bloquear los pocillos de la placa de microvaloración con megalina 
humana inmovilizada a 4 ºC durante 12 horas. Después de pasar 12 horas, se almacenó la placa a 4 ºC. Para 
confirmar la reactividad de los anticuerpos en el sobrenadante de cultivo, se usó la placa de microvaloración con 
megalina humana inmovilizada resultante después del bloqueo. Se aplicó sobrenadante de cultivo de hibridoma a 35
pocillos de la placa de microvaloración con megalina humana inmovilizada a 100 µl/pocillo y se calentó la placa a 
37 ºC durante 1 hora. Después de ello, se retiró por decantación el sobrenadante de cultivo que se había aplicado 
a los pocillos, se aplicó una solución de lavado a las células de la placa de microvaloración a 200 µl/pocillo, se 
retiró la solución de lavado por decantación y se lavaron los interiores de los pocillos. Se llevó a cabo este proceso 
de lavado tres veces en total. Después de ello, se aplicó inmunoglobulina de cabra anti-ratón conjugada con 40
peroxidasa (fabricada por DAKO) a los pocillos a 100 µl/pocillo (diluida 2.000 veces, 0,55 µg/ml) y se calentó la 
placa a 37 ºC durante 1 hora. Se diluyeron los anticuerpos marcados con enzima con un diluyente para anticuerpos 
marcados enzimáticamente. Después de ello, se retiraron por decantación los anticuerpos marcados con enzima 
que se habían aplicado a los pocillos, se aplicó una solución de lavado a los pocillos de la placa de microvaloración 
a 200 µl/pocillo, se retiró la solución de lavado por decantación y se lavaron los interiores de los pocillos. Se llevó a 45
cabo este proceso de lavado tres veces en total. Después de ello, se aplicó una solución de 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (abreviada de aquí en adelante como “TMB”) (TMB One-Step Substrate System, fabricada por 
DAKO) a los pocillos a 100 µl/pocillo como solución de sustrato para la reacción de enzima peroxidasa, y se dejó 
reposar el resultado a 25 ºC durante 30 minutos. Inmediatamente después de ello, se añadió una solución de 
detención de la reacción a la solución de sustrato en los pocillos a 100 µl/pocillo para terminar la reacción 50
enzimática en los pocillos. Después de ello, se midió la absorbancia de los pocillos, se restó la absorbancia a 630 
nm de la de 450 nm y se designó el valor resultante como indicador de la evaluación de la reactividad. 

Como resultado, se seleccionaron las células de hibridoma monoclonadas en que el anticuerpo anti-megalina 
humana exhibiera una potente reactividad ante megalina humana inmovilizada, y se inspeccionó la clase y 55
subclase de inmunoglobulina en el sobrenadante de cultivo para cada clon a partir de 100 µI de solución madre de 
sobrenadante de cultivo usando el kit de tipado de inmunoglobulina de ratón (Wako Pure Chemical Industries, Inc.). 
Basándose en los resultados, se seleccionaron células de clase IgG a partir de la colección de células 
monoclonales resultante y se transfirieron al proceso de producción de ascitis descrito a continuación. 

60
Posteriormente, se cultivaron estas células en un matraz de 25 ml y se cultivaron adicionalmente en un matraz de 
75 ml. Se inyectaron por vía intraperitoneal las células resultantes en un ratón tratado con pristano para recoger
ascitis.

Ejemplo 2: Preparación de anticuerpo monoclonal de ratón (IgG) anti-megalina humana65
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Se mezcló la ascitis obtenida (10 ml) con un agente de tratamiento de suero sanguíneo opacificado (FRIGEN™ II: 
fabricado por Kyowa Pure Chemical Co., Ltd.) a una relación de 1,5:1 en volumen, y se sacudió y agitó el resultado 
durante 1 a 2 minutos para deslipidar la ascitis. Se centrifugó la ascitis usando una centrífuga a 3.000 rpm (1.930 x
g) durante 10 minutos y se fraccionó el sobrenadante centrifugado de ascitis clarificada (10 ml). Se sometió el 
sobrenadante centrifugado de ascitis (10 ml) a fraccionamiento con sulfato de amonio (concentración final: sulfato 5
de amonio saturado al 50 %) en un baño de hielo durante 1 hora y se suspendió y disolvió en PBS la fracción de 
inmunoglobulina precipitada. Se llevó a cabo este proceso de fraccionamiento con sulfato de amonio dos veces en 
total, obteniendo una fracción de inmunoglobulina bruta de ascitis. Se mezcló la fracción de inmunoglobulina bruta 
resultante (10 ml) con una cantidad equivalente de fosfato de sodio 20 mM (pH 7,0; designado de aquí en adelante 
como "NaPB 20 mM (pH 7,0)") y se sometió entonces a purificación por afinidad usando una columna de proteína 10
G (HiTrap Protein G HP, 5 ml; fabricada por GE Healthcare). Se adsorbió la muestra en una columna de proteína 
G, se hicieron circular 50 ml de NaPB 20 mM (pH 7,0) a través de la columna de proteína G y se retiraron los 
contaminantes distintos de IgG de la columna por lavado. Después de ello, se eluyó la IgG adsorbida por afinidad 
sobre la columna de proteína G con glicina-HCl 0,1 M (pH 2,7) y se neutralizó la fracción de elución 
inmediatamente después de la elución de la columna con tris(hidroximetil)aminometano-HCl 1 M (pH 9,0) (de aquí 15
en adelante, “tris(hidroximetil)aminometano” se abrevia como “Tris”) y entonces se recuperó. Después de la 
neutralización, se dializó el producto purificado por afinidad frente a PBS en una cantidad 500 veces mayor que la 
del producto purificado en volumen a 4 ºC durante 6 horas, y se llevó a cabo este proceso de diálisis dos veces en 
total. La membrana de diálisis usada para diálisis era un tubo de celulosa para diálisis (fabricado por Viskase 
Companies). Se designó la fracción de elución de IgG resultante como anticuerpo monoclonal anti-megalina 20
humana y se sometió a almacenamiento a 4 ºC y los procedimientos descritos a continuación. Se efectuó el 
proceso de purificación conectando la columna de proteína G anteriormente mencionada a un sistema BioLogic LP 
(fabricado por Bio Rad Laboratories) a un caudal constante de 1 ml/min.

Ejemplo 3: Medida de megalina humana en orina25

Se usaron dos tipos de anticuerpos monoclonales anti-megalina humana que reconocen epítopos diferentes para 
medir la cantidad de megalina humana excretada en la orina. Se usaron una placa de microvaloración sobre la que 
se habían inmovilizado anticuerpos monoclonales anti-megalina humana y anticuerpos monoclonales anti-megalina 
humana marcados con fosfatasa alcalina (abreviada de aquí en adelante como “ALP”) para medir la concentración 30
de megalina humana en orina. Al inicio, se mezclaron 90 µl de orina original con 10 µl de una solución que 
comprendía Tris-HCl 2 M, ácido etilendiamino-N,N,N’,N’-tetraacético 0,2 M (abreviado de aquí en adelante como 
“EDTA”) y polietilenglicolmono-p-isooctilfeniléter al 10 % (vol/vol) (abreviado de aquí en adelante como "Triton X-
100") (pH 8,0), y se aplicaron 100 µl de la mezcla resultante a pocillos de la placa de microvaloración sobre la que 
se habían inmovilizado anticuerpos monoclonales anti-megalina humana (placa FluoroNunc™ Module F16 Black-35
Maxisorp™ Surface, fabricada por Nalge Nunc International). Se dejó reposar el resultado a 37º C durante 1 hora, 
se retiró por decantación la solución de muestra de orina que se había aplicado a los pocillos, se aplicó NaCl 137 
mM, KCl 2,68 mM, Tris-HCl 25 mM y Tween 20 al 0,05 % (v/v) (abreviado de aquí en adelante como "TBS-T") a los 
pocillos de la placa de microvaloración a 200 µl/pocillo y se retiró el TBS-T por decantación, seguido de lavado. Se 
llevó a cabo el proceso de lavado tres veces en total. Después de ello, se aplicó la solución de anticuerpos 40
monoclonales anti-megalina humana marcados con ALP (0,5 ng/ml) a 100 µl/pocillo. Se prepararon los anticuerpos 
monoclonales anti-megalina humana marcados con ALP en TBS-T que contenía 0,2 % (p/v) de caseína (designado
de aquí en adelante como diluyente para anticuerpos marcados). Se dejó reposar el resultado a 37 ºC durante 1 
hora, se retiró por decantación la solución de anticuerpos marcados con ALP que se había aplicado a los pocillos, 
se aplicó TBS-T a los pocillos de la placa de microvaloración a 200 µl/pocillo y se retiró el TBS-T por decantación, 45
seguido de lavado. Se llevó a cabo el proceso de lavado cuatro veces en total. Posteriormente, se aplicó Tris-HCI
20 mM y MgCl2 1 mM (pH 9,8) (designado de aquí en adelante como “tampón de ensayo”) a los pocillos de la placa 
de microvaloración a 200 µl/pocillo y se retiró el tampón de ensayo por decantación, seguido de lavado. Se llevó a 
cabo el proceso de lavado dos veces en total. Posteriormente, se aplicó sustrato quimioluminiscente CDP-Star™ 
para fosfatasa alcalina listo para usar (0,4 mM) con potenciador Emerald-II™ (sistema ELISA-Light™, fabricado por 50
Applied Biosystems) a los pocillos como solución de sustrato para la reacción de enzima ALP a 100 µl/pocillo, y se 
dejó reposar el resultado a 37º C durante 30 minutos protegido de la luz. Inmediatamente después de ello, se midió 
la intensidad de emisión acumulada de los pocillos durante 1 s, y se designó el valor resultante como indicador de 
la medida y evaluación de megalina humana entera en orina. Se midió la intensidad de quimioluminiscencia usando 
el luminómetro Centro LB960 de Microplate y el software MicroWin2000 (fabricado por Berthold). Se usó como 55
muestra de referencia para la curva de calibración megalina humana nativa extraída de riñón. Se muestran en las 
Fig. 1 y Fig. 2 los resultados de medidas clínicas reales de megalina humana en orina. Se muestran en la Tabla 1 
los antecedentes de los pacientes sometidos a medida, pacientes con nefropatía diabética de tipo II (71 casos),
pacientes con nefropatía por IgA (81 casos) y pacientes con síndrome nefrótico (18 casos).

60
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Tabla 1
Parámetros 1: Individuo sano 2: Nefropatía 

diabética de tipo II
3: Nefropatía 
por IgA

4. Síndrome 
nefrótico

Número (n) 66 71 81 18
Sexo (F/M) 20/46 26/45 57/24 6/12
Edad 31,5 ± 10,3 65,5 ± 11,8 32,2 ± 10,5 52,9 ± 15,3
IMP (kg/m2) 20,5 ± 1,8 25,0 ± 5,5 21,0 ± 2,9 24,5 ± 2,9
Presión sanguínea 
sistólica (mm Hg)

108,5 ± 9,8 129,3 ± 14,7 112,3 ± 13,9 117,7 ± 13,1

Presión sanguínea 
diastólica (mm Hg)

64,5 ± 7,4 77,1 ± 9,8 64,9 ± 10,4 69,4 ± 8,6

Albúmina excretada en 
la orina (mg/g de 
creatinina en orina)

4,5 ± 2,5 2398,2 ± 8459,5 1204,5 ± 3136,5 12683,8 ± 17513,4

HbA1c (%) - 6,8 ± 1,6 - -
Nivel de azúcar en 
sangre en ayunas 
(mg/dl)

75,2 ±7,7 148,4 ± 55,7 - -

eGFR (ml/min/1,73m2) 90,2 ± 15,2 67,5 ± 18,7 84,0 ± 22,6 71,1 ± 23,1

La Fig. 1 y la Tabla 2 muestran los resultados de medidas clínicas reales respecto a nefropatía diabética de tipo II, 
nefropatía por IgA y síndromes nefróticos.

5
Tabla 2

Individuo 
sano

Nefropatía diabética 
de tipo II

Nefropatía por 
IgA

Síndrome 
nefrótico

Valor de referencia respecto al 
(número de casos)

2/66 casos 43/71 casos 56/81 casos 17/18 casos

Valor de referencia respecto al (%) 3,0 % 60,6 % 69,1 % 94,4 %

Como se muestra en la Fig. 1 y la Tabla 2, se encontró que la cantidad de megalina excretada en la orina 
aumentaba significativamente en los grupos de enfermedad, en comparación con los individuos sanos. Se evaluó 
la cantidad de megalina excretada en la orina dividiendo la concentración de megalina en orina entre la 10
concentración de creatinina en orina para corregir la concentración y evaluar el valor de corrección de creatinina 
obtenido. Esto se usa comúnmente en los biomarcadores en orina para confirmar que los resultados no se han 
influido por la relación de concentración en el momento de excreción de orina. Como valor de referencia para la 
cantidad de megalina excretada en la orina determinado para 66 individuos sanos (intervalo normal), se emplearon 
448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina. Es decir, se calculó un intervalo de confianza del 95 % 15
basado en la distribución normal de las concentraciones de megalina en la orina de 66 individuos sanos 
(concretamente, el valor de corrección de creatinina), el límite superior del intervalo de confianza del 95 % era de 
448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina y se usó el valor determinado como valor de referencia 
para las concentraciones de megalina en orina. Debería observarse que el valor de referencia obtenido puede 
variar dependiendo de la modificación de los procedimientos para ajustar los estándares a la plataforma de medida 20
o material de referencia, y el valor obtenido no se usaría permanentemente como valor de corte absoluto. 
Específicamente, el valor de corte no está particularmente limitado a 448 fmol de megalina en orina / g de 
creatinina en orina. Sin embargo, los resultados logrados en este ejemplo pueden suponerse representativos de un 
valor de referencia con validez consistente. Como se muestra en la Fig. 2, la cantidad de megalina excretada en la 
orina es mayor en pacientes con glomerulonefritis crónica, nefropatía membranosa, glomerulonefritis asociada a 25
ANCA, glomerulonefritis por lupus, nefritis por púrpura de Henoch-Schönlein, glomerulonefritis crescéntica, 
glomeruloesclerosis focal, nefroesclerosis, insuficiencia renal aguda, insuficiencia renal crónica, lesión glomerular 
menor; escleriasis, trastorno renal postransplante, infiltración celular intersticial, mieloma múltiple y nefropatía 
relacionada con la obesidad, en comparación con individuos sanos, aunque el número de dichos casos es 
pequeño. La mayoría de casos exhibe altos niveles de megalina en orina superiores al nivel de referencia para el 30
nivel de megalina en orina descrito anteriormente. Por tanto, se encontró que el nivel de megalina en orina era útil 
como marcador de diagnóstico para trastornos renales en diversas enfermedades mencionadas anteriormente.

El ejemplo 3 demuestra que la megalina humana en orina puede medirse y evaluarse específicamente y que la 
cantidad de megalina humana excretada en la orina aumentaba con nefropatía diabética de tipo II, nefropatía por 35
IgA, síndrome nefrótico y otros casos de nefropatía. Se consideró por tanto que la megalina humana en orina es 
eficaz para el reconocimiento de condiciones patológicas y el diagnóstico de nefropatía.

Ejemplo 4: Comparación de la utilidad del nivel de megalina en orina y otros marcadores de trastorno renal para 
predicción del pronóstico y diagnóstico cuando se usa como indicador el pronóstico determinado mediante la 40
clasificación histológica de nefropatía por IgA (59 casos) por biopsia renal (prueba de la diferencia significativa)
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Respecto a los datos sobre la concentración de megalina humana excretada en la orina a partir de los 81 casos de 
nefropatía por IgA obtenidos en el ejemplo 3, se sometieron adicionalmente 59 muestras sometidas a biopsia renal 
a subanálisis usando el pronóstico determinado mediante la clasificación histológica lograda por biopsia renal como 
indicador. Se pretendía que este análisis examinara si la cantidad de megalina excretada en la orina podía servir o 
no como indicador para la predicción del pronóstico, ya que el pronóstico empeora basándose en la clasificación de 5
pronóstico histológico de nefropatía por IgA. Se muestran en la Tabla 3 los antecedentes de los pacientes con 
nefropatía por IgA (59 casos) de acuerdo con el pronóstico determinado mediante la clasificación histológica 
conseguida por biopsia renal. 

Tabla 310
Parámetros 1: Individuo 

sano
2: Nefropatía por IgA 
(grupos de buen pronóstico 
y pronóstico relativamente 
bueno)

3: Nefropatía por IgA 
(grupo de pronóstico 
relativamente malo)

4: Nefropatía por 
IgA (grupo de mal
pronóstico)

Número (n) 66 8 29 22
Sexo (F/M) 20/46 6/2 25/4 17/5
Edad 31,5 ± 10,3 28,3 ± 8,1 29,8 ± 6,1 34,2 ± 8,6
IMP (kg/m2) 20,5 ± 1,8 20,5 ± 2,6 19,5 ± 2,8 21,6 ± 2,8
Presión sanguínea 
sistólica (mm Hg)

108,5 ± 9,8 104,0 ± 16,1 107,3 ± 8,2 118,0 ± 16,6

Presión sanguínea 
diastólica (mm Hg)

64,5 ± 7,4 57,6 ± 3,6 63,1 ± 10,5 64,6 ± 12,8

Albúmina excretada 
en la orina (mg/g de 
creatinina en orina)

4,5 ± 2,5 1474,0 ± 2929,6 1113,8 ± 3026,9 493,4 ± 413,5

HbA1c (%) - - - -
Nivel de azúcar en 
sangre en ayunas 
(mg/dl)

75,2 ±7,7 - - -

eGFR 
(ml/min/1,73m2)

90,2 ± 15,2 105,6 ± 18,0 88,6 ± 20,5 67,6 ± 19,6

La Fig. 3 y la Tabla 4 muestran los resultados del subanálisis de la cantidad de megalina excretada en la orina 
basándose en el pronóstico determinado mediante la clasificación histológica de nefropatía por IgA lograda por 
biopsia renal. 

15
Tabla 4

Individuo 
sano

Nefropatía por IgA
Buen pronóstico y pronóstico 
relativamente bueno

Diagnóstico 
relativamente malo

Mal 
pronóstico

Valor de referencia respecto
al (número de casos)

2/66 casos 4/8 casos 19/29 casos 17/22 casos

Valor de referencia respecto
a (%)

3,0 % 50,0 % 65,5 % 77,3 %

Como se muestra en la Fig. 3 y la Tabla 4, se encontró que la cantidad de megalina excretada en la orina aumenta 
y se encontró que el porcentaje de casos con niveles anormalmente altos de megalina en la orina aumenta a 
medida que el pronóstico empeora. Se sometieron a un análisis similar otros marcadores de diagnóstico de 20
enfermedades renales y el nivel de megalina en orina, y se compararon los resultados. Se muestran los resultados 
en la Tabla 5.
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Tabla 5
Nefropatía por IgA

Buen pronóstico y 
pronóstico 
relativamente bueno

Diagnóstico 
relativamente 
malo

Mal pronóstico Total

Megalina 
en orina

Valor de referencia 
respecto al (número de 
casos)

4/8 casos 19/29 casos 17/22 casos 40/59 casos

Valor de referencia 
respecto a (%)

50,0 % 65,5 % 77,3 % 67,8 %

Proteína en 
orina

Valor de referencia 
respecto al (número de 
casos)

1/8 casos 12/29 casos 15/22 casos 28/59 casos

Valor de referencia 
respecto a (%)

12,5 % 41,4 % 68,2 % 47,5 %

2-MG en 
orina

Valor de referencia 
respecto al (número de 
casos)

0/8 casos 1/29 casos 3/22 casos 4/59 casos

Valor de referencia 
respecto a (%)

0,0 % 3,4 % 13,6 % 6,8 %

1-MG en 
orina

Valor de referencia 
respecto al (número de 
casos)

0/8 casos 0/29 casos 2/22 casos 2/59 casos

Valor de referencia 
respecto a (%)

0,0 % 0,0 % 9,1 % 3,4 %

NAG en 
orina

Valor de referencia 
frente al (número de 
casos)

2/8 casos 11/29 casos 14/22 casos 27/59 casos

Valor de referencia 
respecto a (%)

25,0 % 37,9 % 63,6 % 45,8 %

Como se muestra en la Tabla 5, los niveles de megalina en orina para 40 casos superaban los valores de 
referencia para los 59 casos de nefropatía por IgA. Los resultados indican que el nivel de megalina en orina es el 
marcador más útil para diagnóstico de cribado de trastorno renal (Tabla 5).5

Además, se comparó la utilidad del nivel de megalina en orina con la de otros marcadores de diagnóstico en orina 
para enfermedades renales en términos de predicción del pronóstico y diagnóstico. Específicamente, se clasificó el 
desenlace de nefropatía por IgA basándose en el pronóstico determinado por la clasificación histológica lograda 
por biopsia renal como sigue: los grupos de buen pronóstico y pronóstico relativamente bueno (puntuación 1); el 10
grupo de pronóstico relativamente malo (puntuación 2) y el grupo de mal pronóstico (puntuación 3). En este caso, 
los desenlaces se indicaron por la cuota de aparición de desenlaces que exhibían valores mayores o iguales a los 
valores de referencia (concretamente, valores de corte) para cada marcador. Se determinó una reducción 
significativa mediante la prueba U de Mann-Whitney y se evaluó. Se usaron como marcadores de diagnóstico en 
orina para trastornos renales: 2-microglobulina en orina (corte: 300 µg/g de creatinina en orina), 1-microglobulina 15
en orina (corte: 12 mg/g de creatinina en orina), N-acetil--D-glucosaminidasa en orina (corte: 6 UI/g de creatinina 
en orina) y proteína en orina (corte: 0,5 g/g de creatinina en orina), y se emplearon como valores de corte para los 
marcadores de control los valores de referencia usados comúnmente en atención médica rutinaria. Se muestran los 
resultados en la Tabla 6.

20
Tabla 6

Frente a proteína urinaria 
(dominancia/recesividad)

Frente a proteína urinaria (diferencia 
significativa)

Valor de P 
exacto

Megalina en orina Dominante P < 0,001 0,0003
2-MG en orina Inferior P < 0,05 0,0383

1-MG en orina Inferior P < 0,05 0,0102

NAG en orina Inferior NS 0,1241

Como se muestra en la Tabla 6, se encontró que el nivel de megalina en orina solo era un marcador más útil en la 
predicción del pronóstico y diagnóstico, en comparación con proteína urinaria que es el marcador de diagnóstico en 
orina más común para nefropatía por IgA. La complicación de trastornos tubulares renales se considera que es un 25
factor de tendencia en datos clínicos de mal diagnóstico de nefropatía por IgA. Actualmente, se usan 2-
microglobulina en orina, 1-microglobulina y N-acetil--D-glucosaminidasa en orina como indicadores del 
diagnóstico de dichas complicaciones. Como se muestra en la Tabla 5 y la Tabla 6, sin embargo, se encontró que 
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el nivel de megalina en orina era el marcador más eficaz como indicador del diagnóstico de dichas complicaciones 
tubulares renales.

El ejemplo 4 demuestra que la megalina humana en orina puede medirse específicamente y evaluarse, y la 
cantidad de megalina humana excretada en la orina aumenta de acuerdo con la graduación de predicción del 5
pronóstico de nefropatía por IgA. Los resultados demuestran que la megalina humana en orina es eficaz para el 
reconocimiento de condiciones patológicas y el diagnóstico de nefropatía por IgA.

Ejemplo de referencia 5: Comparación de la compatibilidad de megalina humana en orina y otros marcadores de 
trastorno renal con la tasa de filtración glomerular aparente en los etapas I a III de nefropatía diabética (68 casos) 10
(prueba de la diferencia significativa)

Se sometieron a subanálisis los datos respecto a la concentración de megalina humana excretada en la orina de 71 
casos de nefropatía diabética de tipo II obtenidos en el ejemplo 3 usando la clasificación de la estadificación 
diabética como indicador. Este análisis pretende examinar si la cantidad de megalina excretada en la orina podría 15
servir o no como indicador del reconocimiento de la graduación del trastorno a medida que empeoran las 
condiciones patológicas cuando el análisis se lleva a cabo basado en la estadificación de la nefropatía diabética. 
Se muestran en la Tabla 7 los antecedentes de los pacientes con nefropatía diabética de tipo II (71 casos) de 
acuerdo con la estadificación de nefropatía diabética. 

20
Tabla 7

Parámetros 1: Individuo 
sano

2: Nefropatía diabética 
de tipo II (etapa I: etapa
precedente a la 
nefropatía)

3: Nefropatía diabética 
de tipo II (etapa II: 
etapa temprana de la 
nefropatía)

4: Nefropatía 
diabética de tipo II 
(etapa III: nefropatía 
manifiesta)

Número (n) 66 39 17 15
Sexo (F/M) 20/46 16/23 5/12 5/10
Edad 31,5 ± 10,3 65,1 ± 12,0 63,8 ± 11,7 68,7 ± 11,6
IMP (kg/m

2
) 20,5 ± 1,8 24,4 ± 5,1 25,4 ± 6,4 26,1 ± 5,7

Presión sanguínea 
sistólica (mm Hg)

108,5 ± 9,8 124,9 ± 10,8 134,4 ± 17,4 135,5 ± 17,4

Presión sanguínea 
diastólica (mm Hg)

64,5 ± 7,4 77,8 ± 8,8 75,6 ± 12,6 76,9 ± 9,4

Albúmina excretada en 
la orina (mg/g de 
creatinina en orina)

4,5 ± 2,5 10,2 ± 6,3 87,4 ± 56,4 11226,0 ± 15872,8

HbA1c (%) - 7,0 ± 1,6 6,6 ± 0,9 6,7 ± 2,2
Nivel de azúcar en 
sangre en ayunas 
(mg/dl)

75,2 ±7,7 74,0 ± 13,8 70,3 ± 14,9 44,8 ± 19,4

eGFR (ml/min/1,73m2) 90,2 ± 15,2 74,0 70,1 44,8

Se muestran en la Fig. 4 y la Tabla 8 los resultados del subanálisis de la cantidad de megalina excretada en la 
orina basándose en la estadificación de la nefropatía diabética.

25
Tabla 8

Individuo 
sano

Nefropatía diabética de tipo II
Etapa I (etapa
precedente a la 
nefropatía)

Etapa II (etapa
temprana de 
nefropatía)

Etapa III 
(nefropatía 
manifiesta)

Valor de referencia 
respecto al (número de 
casos)

2/66 casos 19/39 casos 10/17 casos 14/15 casos

Valor de referencia 
respecto a (%)

3,0 % 48,7 % 58,8 % 93,3 %

Como se muestra en la Fig. 4 y la Tabla 8, se encontró que la cantidad de megalina excretada en la orina 
aumentaba y se encontró que el porcentaje de casos que exhiben niveles anormalmente altos de orina se elevaba
a medida que empeoraban las condiciones patológicas. 30

La Fig. 5 muestra la correlación entre la cantidad de albúmina excretada en la orina (valor de corrección de 
creatinina) y la cantidad de megalina excretada en la orina (valor de corrección de creatinina). Como se muestra en 
la Fig. 5, se encontró que los casos que exhiben una cantidad anormalmente alta de megalina excretada en la 
orina que supera el intervalo normal (valor de referencia) daban cuenta de un 48,7 % de todos los casos en el 35
etapa de albuminuria normal antes del desarrollo de microalbuminuria. Esto indica que la cantidad de megalina 
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excretada en la orina refleja sensiblemente el desarrollo y progresión de la nefropatía y aumenta en un etapa más 
temprana que el indicador actual de diagnóstico de nefropatía diabética (concretamente, la cantidad de albúmina 
excretada en la orina). Se demostró por tanto que el uso del nivel de megalina en orina como marcador de 
diagnóstico para nefropatía diabética posibilita la predicción del pronóstico de nefropatía diabética de tipo II y un
dictamen exacto y temprano de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones 5
patológicas), y dicho uso sería útil desde el punto de vista de la atención preventiva en un etapa más temprana. Se 
usan como valores de referencia de la cantidad de albúmina excretada en la orina microalbuminuria (corte: 30 a 
300 mg/g de creatinina en orina) y albuminuria manifiesta (corte: 300 mg/g o más de creatinina en orina), y dichos 
valores se usan comúnmente para atención médica rutinaria. 

10
La Fig. 6 muestra la correlación entre la tasa de filtración glomerular aparente y la cantidad de megalina excretada 
en la orina. El término “tasa de filtración glomerular” hace referencia a la cantidad de plasma sanguíneo filtrado a 
través de todos los glomérulos del riñón por unidad de tiempo. La tasa de filtración glomerular aparente (eGFR) 
puede determinarse mediante la ecuación mostrada a continuación usando la concentración de creatinina en 
suero, edad y sexo como factores:15

eGFR (ml/min/1,73 m2)= 194 x Cr-1,094 x edad-0,287 x 0,739 (si es mujer)

La tasa de filtración glomerular aparente es un indicador de la evaluación de las funciones renales empleado para 
una prueba de cribado primaria para muchas enfermedades renales crónicas, tales como nefropatía diabética o 20
nefropatía por IgA. Según la estadificación de las enfermedades renales crónicas, se evalúa una eGFR de 60 a 89 
(ml/min/1,73 m2) como indicativa de una leve reducción de las funciones renales, se evalúa una de 30 a 59 
(ml/min/1,73 m2) como indicativa de una reducción moderada de las funciones renales, se evalúa una de 15 a 29
(ml/min/1,73 m2) como indicativa de una reducción grave de las funciones renales y se evalúa una menor de 
(ml/min/1,73 m2) como indicativa de insuficiencia renal. Como se muestra en la Fig. 6, la cantidad de megalina 25
excretada en la orina tiende a aumentar con la reducción de eGFR (concretamente, la reducción de las funciones 
renales), y se ha encontrado que una cantidad aumentada de megalina excretada en la orina es eficaz para un 
dictamen exacto y temprano de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones 
patológicas) de nefropatía diabética de tipo II.

30
La Fig. 7 muestra la correlación entre la tasa de filtración glomerular aparente y la cantidad de albúmina excretada 
en la orina. Como se muestra en la Fig. 7, el nivel de albúmina en orina tiende a aumentar con la reducción de 
eGFR (concretamente, la reducción de las funciones renales), como con el caso de la cantidad de megalina 
excretada en la orina (Fig. 6). Sin embargo, se observaron casos de albuminuria normal que exhibían una eGFR 
menor de 60 (ml/min/1,73 m2) (concretamente, disfunción renal) y casos de microalbuminuria que exhibían una 35
eGFR de 90 o más (ml/min/1,73 m2) (concretamente, funciones renales normales). Esto indica que la importancia 
clínica (concretamente respecto a la exactitud del diagnóstico) de la albuminuria como marcador de diagnóstico 
para nefropatía diabética es insuficiente. Los resultados demuestran que el uso del nivel de megalina en orina 
como indicador del diagnóstico de nefropatía diabética de tipo II posibilita un diagnóstico más exacto que el posible 
con el uso de albuminuria.40

Se comparó la utilidad del nivel de megalina en orina como marcador de diagnóstico para nefropatía diabética de 
tipo II como puede observarse en las Fig. 6 y Fig. 7 con la de otros marcadores de diagnóstico para enfermedades 
renales, para ensayar la compatibilidad del mismo con la tasa de filtración glomerular aparente. Específicamente, 
los resultados respecto a nefropatía diabética de tipo II se clasificaron como: eGFR de 90 o más (ml/min/1,73 m2)45
(puntuación 1); 60 a 89 (ml/min/1,73 m2) (puntuación 2); 30 a 59 (ml/min/1,73 m2) (puntuación 3) y 15 a 29 
(ml/min/1,73 m2) (puntuación 4). Esto se basó en la estadificación de las enfermedades renales crónicas en 
términos de la tasa de filtración glomerular aparente. Los desenlaces se indicaron por la cuota de aparición de un 
desenlace que exhibía valores mayores o iguales a los valores de referencia (concretamente, valores de corte) 
para cada marcador. En dicha prueba, se determinó la diferencia significativa mediante la prueba U de Mann-50
Whitney y se evaluaron los resultados. Se emplearon como marcadores de diagnóstico en orina de control para 
trastornos renales 2-microglobulina en orina (corte: 300 µg/g de creatinina en orina), 1-microglobulina en orina 
(corte: 12 mg/g de creatinina en orina), N-acetil--D-glucosaminidasa en orina (corte: 6 Ul/g de creatinina en orina), 
proteína en orina (corte: 0,5 g/g de creatinina en orina) y albúmina urinaria (corte: 30 mg/g de creatinina en orina), y 
se emplearon para los marcadores de control valores de corte estándares empleados comúnmente en atención 55
médica rutinaria. Se muestran los resultados en la Tabla 9.

Tabla 9
Frente a proteína urinaria 
(dominancia/recesividad)

Frente a proteína urinaria (diferencia 
significativa)

Valor de P 
exacto

Megalina en orina Dominante P< 0,01 0,0073
2-MG en orina Codominante NS 0,8733

1-MG en orina Codominante NS 0,5288

NAG en orina Dominante P< 0,05 0,0106
Proteína en orina Dominante P< 0,001 1,1 x 10-11
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Como se muestra en la Tabla 9, se encontró que el nivel de megalina en orina, N-acetill--D-glucosaminidasa y 
proteína urinaria eran más eficaces, en términos de compatibilidad con la tasa de filtración glomerular aparente, en 
comparación con la cantidad de albúmina en orina, que es el marcador de diagnóstico en orina más común para 
nefropatía diabética. Los resultados de análisis demostrados en este ejemplo (mostrado en la Tabla 9) reflejan 5
nefropatía diabética de etapas I a III (concretamente, desde la etapa precedente a nefropatía hasta nefropatía 
manifiesta). Desde el punto de vista del diagnóstico temprano, debería prestarse atención a la nefropatía de etapas 
I y II (concretamente, desde la etapa precedente a nefropatía hasta la etapa temprana de nefropatía). Esto se 
describió en el ejemplo 4.

10
Ejemplo de referencia 6: Comparación de la compatibilidad de megalina humana en orina y otros marcadores de 
enfermedades renales con la tasa de filtración glomerular aparente en los etapas I y II de nefropatía diabética (56 
casos), teniendo en consideración el diagnóstico temprano de enfermedad renal (prueba de la diferencia 
significativa)

15
Al prestar atención a los etapas I y II de nefropatía diabética (concretamente, desde el etapa precedente a 
nefropatía hasta la etapa temprana de nefropatía), se comparó la utilidad del nivel de megalina en orina como 
marcador de diagnóstico de nefropatía diabética de tipo II como puede observarse en las Fig. 6 y Fig. 7 con la de 
otros marcadores de diagnóstico de enfermedades renales en términos de compatibilidad con la tasa de filtración 
glomerular aparente. Específicamente, los resultados respecto a la nefropatía diabética de tipo II se clasificaron 20
como: eGFR de 90 o más (ml/min/1,73 m2) (puntuación 1), 60 a 89 (ml/min/1,73 m2) (puntuación 2), 30 a 59 
(ml/min/1,73 m2) (puntuación 3) y 15 a 29 (ml/min/1,73 m2) (puntuación 4), basándose en la estadificación de 
enfermedades renales crónicas en términos de la tasa de filtración glomerular aparente. Se indicaron los 
desenlaces mediante la cuota de aparición de un desenlace que exhibía valores mayores o iguales a los valores de 
referencia (concretamente, valores de corte) para cada marcador. Se determinó la diferencia significativa mediante 25
la prueba U de Mann-Whitney y se evaluaron los resultados. Como marcadores de diagnóstico en orina de control 
para trastornos renales se emplearon 2-microglobulina en orina (corte: 300 µg/g de creatinina en orina), 1-
microglobulina en orina (corte: 12 mg/g de creatinina en orina) N-acetil--D-glucosaminidasa en orina (corte: 6 UI/g 
de creatinina en orina), proteína urinaria (corte: 0,5 g/g de creatinina en orina) y albúmina en orina (corte: 30 mg/g 
de creatinina en orina), y se emplearon como valores de corte para marcadores de control los valores de referencia 30
usados comúnmente en la atención médica rutinaria. Se muestran los resultados en la Tabla 10.

Tabla 10
Frente a proteína urinaria 
(dominancia/recesividad)

Frente a proteína urinaria (diferencia 
significativa)

Valor de P 
exacto

Megalina en orina Dominante P< 0,01 0,0060

2-MG en orina Codominante NS 0,0810

1-MG en orina Codominante NS 0,1245

NAG en orina Codominante NS 0,0649
Proteína en orina Codominante NS 0,1273

Como se muestra en la Tabla 10, se encontró que el nivel de megalina en orina solo era más eficaz en términos de 35
compatibilidad con la tasa de filtración glomerular aparente, en comparación con el nivel de albúmina urinaria, que 
es el marcador de diagnóstico en orina más común para nefropatía diabética actualmente. El uso del nivel de 
megalina en orina como marcador de diagnóstico para nefropatía diabética de tipo II posibilita una predicción del 
pronóstico de nefropatía diabética de tipo II y un dictamen exacto y temprano de la graduación del trastorno 
(concretamente, la progresión de las condiciones patológicas) y dicho uso se considera por tanto útil desde el 40
punto de vista de la atención médica preventiva en un etapa más temprana.

Ejemplo de referencia 7: Medida de la cantidad de megalina humana excretada en la orina de un paciente con 
insuficiencia renal aguda

45
Como se muestra en la Fig. 8, se encontró que la cantidad de megalina excretada en la orina aumentaba
significativamente en el grupo de insuficiencia renal aguda, en comparación con individuos sanos. La insuficiencia 
renal aguda se diagnosticó de acuerdo con estándares internacionales relevantes (concretamente, la clasificación 
RIFLE). Se evaluó la cantidad de megalina excretada en la orina con el uso del valor de corrección de creatinina 
determinado dividiendo la concentración de megalina en orina entre la concentración de creatinina en orina y 50
corrigiendo la concentración. Se usa comúnmente lo anteriormente mencionado como biomarcador urinario para 
verificar que los resultados no están influidos por la tasa de concentración en el momento de la excreción urinaria. 
Como valor de referencia para la cantidad de megalina excretada en la orina obtenido a partir de 66 individuos
sanos (concretamente, el intervalo normal), se empleó 448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina. Es 
decir, se calculó un intervalo de confianza del 95 % basándose en la distribución normal de las concentraciones de 55
megalina en orina de 66 individuos sanos (concretamente, el valor de corrección de creatinina), el límite superior 
del intervalo de confianza del 95 % era de 448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina, y se usó el 
valor determinado como valor de referencia para las concentraciones de megalina en orina. Debería observarse 
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que el valor de referencia obtenido puede variar dependiendo de la modificación de los procedimientos para ajustar 
los estándares a la plataforma de medida o material de referencia, y el valor obtenido no se usaría 
permanentemente como valor de corte absoluto. Específicamente, el valor de corte no está particularmente limitado 
a 448 fmol de megalina en orina / g de creatinina en orina. Sin embargo, los resultados logrados en este ejemplo 
pueden considerarse como un valor de referencia de validez consistente. En este ejemplo, se midió y evaluó 5
específicamente la megalina humana en orina, y se observó una cantidad aumentada de megalina humana 
excretada en la orina en pacientes con insuficiencia renal aguda. Por tanto, se consideró que la megalina humana 
en orina era eficaz para el reconocimiento de condiciones patológicas y el diagnóstico de nefropatía.

Aplicabilidad industrial10

Al medir la cantidad de megalina excretada en la orina de un paciente con un trastorno renal, y en particular 
nefropatía por IgA, puede evaluarse la actividad del trastorno renal progresivo (por ejemplo, la graduación de la 
progresión o pronóstico). Para inhibir el desarrollo y progresión de la nefropatía, se evalúan las lesiones y la 
graduación del trastorno renal, y es necesario un tratamiento activo basado en evidencias. Puede usarse una 15
cantidad aumentada de megalina excretada en la orina para la evaluación de las graduaciones de trastornos 
tubulares renales proximales y fallo de la capacidad de resorción en una lesión. Los marcadores de diagnóstico 
existentes para trastornos renales no posibilitan la determinación respecto a lesiones de trastornos renales o la 
evaluación de las funciones en dichas lesiones. 

20
La cantidad aumentada de megalina excretada en la orina se observa en una etapa temprana de la nefropatía, y 
por tanto es más eficaz para el diagnóstico de un trastorno renal en una etapa más temprana que los marcadores 
de diagnóstico existentes para trastornos renales. Basándose en la cantidad de megalina en orina, en 
consecuencia, pueden determinarse la lesión y la graduación del trastorno con mayor exactitud en una etapa más 
temprana, en comparación con el uso de los marcadores de diagnóstico existentes para trastornos renales. En 25
consecuencia, la cantidad de megalina en orina es eficaz para la predicción del pronóstico de un trastorno renal y 
un dictamen exacto y temprano de la graduación del trastorno (concretamente, la progresión de las condiciones 
patológicas), y es útil desde el punto de vista del tratamiento preventivo en una etapa más temprana. 
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REIVINDICACIONES

1. Uso de megalina humana en una muestra de orina obtenida a partir de un sujeto como marcador de 
diagnóstico para detectar un trastorno renal que es nefropatía por IgA, en el que se mide el nivel de megalina 
humana en una muestra de orina y un nivel aumentado de megalina humana indica el trastorno renal.

5
2. El uso de megalina humana en orina según la reivindicación 1, en el que el trastorno renal se detecta para 
predicción del pronóstico.

3. El uso de megalina humana en orina según la reivindicación, 2, en el que se efectúa la predicción del 
pronóstico de un trastorno renal para evaluar disfunciones tubulares. 10

4. El uso de megalina humana en orina según la reivindicación 1, en el que se detecta el trastorno renal para 
evaluar la graduación del trastorno.

5. El uso de megalina humana en orina según la reivindicación 4, en el que se evalúa la graduación del 15
trastorno renal para evaluar disfunciones tubulares. 
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