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Introduccié

Aquests ultims anys, donada la prevalenca de les malalties renals i la gravetat
gue comporten, han anat sorgint diversos treballs amb la finalitat de trobar una
nova magnitud bioquimica que reflecteixi preco¢cment la lesié renal i aixi poder
detectar la malaltia en etapes menys avancades que les que es detecten amb
la mesura de la concentracié de creatinini en el plasma® o el calcul del cabal de
filtrat glomerular. Un dels marcadors que compleix millor amb aquestes
necessitats és una proteina, aillada per primer cop I'any 1992, que s'expressa a
partir del gen LCN2 (1) denominada lipocalina associada a la gelatinasa dels
neutrofils (NGAL), que deu el seu nom al fet que es va aillar per primer cop de
la gelatinasa B (EC 3.4.24.35) dels neutrofils (2), denominada també
metal-loproteinasa 9.

Aquesta revisié té la intencio de recollir els treballs de diversos autors en els
quals s'estudia la possible utilitat de la mesura de la concentracié de massa de
la NGAL en el plasma i en l'orina per a l'avaluacié de la funcié renal. Tot i que
diversos d'aquests estudis han obtingut resultats prou concloents, moltes
guestions romanen encara per resoldre fins a la seva definitiva implantacié en
el diagnostic, prevencio i seguiment de les malalties renals.

S'ha demostrat recentment que aquesta proteina exhibeix un gran nombre de
funcions biologiques (3) i que participa en activitats dependents del seu grup
siderofor com a donant i quelant del ferro (4). Una de les seves funcions
biologiques és la participacio en la formacio de la nefrona a I'embrié, aixi com la
seva rapida i massiva resposta a la lesio renal. A més, s'ha estudiat la seva
participacio activa en processos de proteccio del ronyo (5), desenvolupament
del cancer, apoptosi de limfocits B (6,7), efecte bacteriostatic (8-10) i inhibicio
de l'eritropoesi (10).

NGAL: una proteina aillada per primer cop als neutr  ofils

La NGAL pertany a la familia de les lipocalines, proteines que porten al seu
interior lligands hidrofobics (2). El lligand de la NGAL és un siderofor, un lligand
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no peptidic de petit tamany que uneix Fe(lll) i que esta implicat en moltes de les
funcions biologiques que posseeix la proteina (3).

Es va trobar per primer cop associada a la gelatinasa B dels neutrofils humans,
quan anticossos contra la gelatinasa B reconeixien també aquesta proteina,
que té una massa molar de 25 kg/mol (2). Mitjancant procediments
d'immunoprecipitacié es va observar que la gelatinasa B tenia 3 isoformes de
masses molars 92, 135 i 220 kg/mol i que la NGAL estava formant part de la
isoforma de 135 kg/mol, tot i que la forma més frequientment exocitada del
neutrofil no esta complexada a la gelatinasa B (2).

Aquesta proteina, denominada inicialment proteina p25, posseeix una
estructura primaria que consisteix en un residu de 178 aminoacids (2) i una
glicosilacié (2), conté ponts disulfur i forma dimers i trimers. Amb la intencio
d'identificar i caracteritzar aquesta proteina es va revisar la base de dades
MIPSX (2) i es va trobar que la seva sequeéencia era similar a la a,-
microglobulina de rata i a la proteina 24p3 de ratoli, que estaven relacionades
amb un deteriorament de la funci6 renal.

Expressié de la NGAL en la malaltia renal i activit  at biologica

En el moment de la purificacio la seva funcié era encara desconeguda. Va ser
posteriorment quan es va descobrir el seu paper actiu en la formacié de la
nefrona a I'etapa embrionaria (3,12).

Els monocits, macrofags, adipocits i sobretot els neutrofils immadurs expressen
la proteina NGAL, mentre que els madurs, que circulen per la sang, han perdut
aguesta capacitat d'expressio (3). Per tant, la implicacié de la NGAL en el teixit
malmes és impossible de determinar per procediments d'hibridacié de mRNA.

Pel que fa a la seva activitat biologica s'ha comprovat que depén del Fe(lll), ja
que la seva funcio no és la mateixa si esta unida al metall o no (3).

Quan la NGAL forma un complex amb Fe(lll), la seva activitat biologica esta
implicada en el desenvolupament de la nefrona, concretament en el pas de
cel-lules mesenquimals a epitelials i en la proteccio del rony6 davant d'una lesié

(5).

A més, és sobreexpressa en ceél-lules epitelials del colon en arees d'inflamacié
0 neoplasia (13,14) i participa en processos cancerosos actuant en la mutacié
del oncogen Ras (15). En canvi, el complex no unit a ferro esta implicat en el
segrest del Fe(lll) de les cel-lules i aquesta privacio participa en el mecanisme
d'apoptosi de les cél-lules B (6,7) i a més en la inhibicié del creixement bacteria
(8-10) i I'eritropoesi (10).

Donada I'amplia activitat biologica d'aquesta proteina, no s'ha trobat un
augment de la seva concentracio en I'orina de pacients amb malalties renals
exclusivament. També és considerada marcador d'activacié dels neutrofils,
marcador d'inflamacio, ja que la NGAL és una proteina de fase aguda, i s'ha
trobat augmentada en I'orina de pacients amb cancer. Actualment, s'esta



estudiant la utilitat de la seva mesura en l'orina 0 en el plasma per a l'avaluacio
de la funcié renal.

Implicacio de la NGAL a la lesi6 renal

La implicacié i el paper que juga la NGAL a les primeres etapes de la malaltia
renal ha estat descrita per diversos autors amb la finalitat d'esbrinar si la
mesura de la seva concentracio en el plasma o en I'orina son utils per a
I'avaluacié de la funcié renal i per entendre millor els mecanismes d'aquesta
malaltia.

Mori et al. (3) van a estudiar la implicacié de l'augment de la concentracio de
NGAL en el plasma i en 'orina per tal de predir un comengament del
deteriorament de la funcio renal, ja que en van trobar augments al cap de 1 0 2
hores de la lesi6 renal. També van estudiar 'augment de la concentracié de
NGAL tant en el plasma com en I'orina per detectar un empitjorament de la
insuficiencia renal cronica o I'evolucié de la insuficiencia renal aguda.

Segons Mishra et al. (13), en els estudis que van realitzar amb diversos models
animals utilitzant un microxip d'RNA es va comprovar que lI'expressio de la
proteina NGAL en la sang precedeix a I'augment de la concentracio de
marcadors utilitzats fins al moment com la mesura de la concentracio de
creatinini en el plasma, i la mesura de quitinasa (EC 3.2.1.14) i la 3,-
microglobulina en l'orina.

Els estudis més reveladors publicats en referéncia al paper desenvolupat per la
NGAL a la lesi6 renal van ser els proposats per Mishra et al. (16) i Wagener et
al. (17), que descriuen la mesura de la concentracié de NGAL en el plasma i en
I'orina per a l'avaluacio de la funcio renal en els humans, donats els diferents
avantatges que van observar en la seva recerca.

Al primer d'aquests estudis (16), realitzat en 71 individus de poblacié pediatrica
sotmesa a derivacio (bypass) cardiopulmonar, es va observar que la
concentracio de creatinini en el plasma va augmentar entre 1 i 3 dies despreés
de l'operacié quan ja s'havia desenvolupat una insuficiéncia renal. En canvi,
una analisi univariant realitzada al mateix estudi va mostrar una correlacié
significativa entre la malaltia renal aguda, la derivacié coronaria i 'augment de
les concentracions de NGAL tant en el plasma com en l'orina a les 2 h de la
intervencid. A més, van realitzar una analisi multivariant, on es va trobar que la
mesura de la concentracié de NGAL en l'orina a les 2 h de la derivacio, era la
millor opcio per avaluar la funcié renal, ja que presentava una area sota la
corba ROC de 0,998 amb una sensibilitat diagnostica de 1,00 i una especificitat
diagnostica de 0,98 per a un valor discriminant de 50 ug/L.

Els resultats es van obtenir per un procediment d'enzimoimmunoanalisi sobre
fase solida (ELISA) optimitzat per a aquest estudi i van ser contrastats amb
transferéncia de proteines (transferencia western), obtenint uns resultats amb
una diferéncia inferior al 20%.

A l'altre estudi (17), realitzat en una poblacié adulta també sotmesa a derivacié



cardiopulmonar, es confirmen els resultats trobats a I'anterior treball, donant-se
especial importancia a la possibilitat de discriminar si 'augment és degut a
processos inflamatoris generats per la mateixa intervencio o a una malaltia
renal originada per I'operacio. Tant en el cas de proceés inflamatori com de
malaltia renal, es produeix una sortida massiva de NGAL de dins de les
cel-lules immediatament després de la intervencio, disminuint a les poques
hores en el primer dels casos i mantenint-se elevada en el cas que es tracti
d'una lesio renal.

Gracies als diferents estudis realitzats en pacients hospitalitzats que han patit
isquemia renal degut a algun toxic administrat o per causa de la cirurgia, s'ha
pogut demostrar la rapidesa d'aparicio de la NGAL tant en el plasma com en
l'orina i que l'augment de la seva concentracio precedeix a I'augment de les
classiques magnituds emprades fins al moment com son les concentracions de
creatinini en el plasma, de quitinasa en l'orina i de 3,-microglobulina en l'orina
(13).

Procediments de mesura de la concentracié de NGALe n el plasmaien
I'orina per a l'avaluacio de la funcio renal

La mesura de la concentracido de NGAL en el plasma o en l'orina s'ha dut a
terme mitjancant diferents metodes, majoritariament immunoquimics, sensibles
i incruents (13), utilitzant diverses fases solides entre elles minicolumnes, tires
reactives o suports de poliestire amb un anticos enllacat a ells de forma
covalent i determinant la concentracio espectrométricament (11).

A l'actualitat es comercialitza un equip de reactius per a la mesura de la NGAL
en el plasma, el serum o 'orina, que permet desenvolupar un procediment de
mesura reproduibles i que és practicable a qualsevol laboratori. Es tracta d'un
procediment d'enzimoimmunoanalisi convencional sobre fase solida (27). En
aquest procediment, s'utilitza un anticos contra la NGAL enllacat covalentment
a la fase solida. Un cop superada una primera etapa d'incubacio, n‘hi ha una
altra de posterior que consisteix en I'addicié d'un anticos contra la NGAL que
esta biotinilat. Un cop acabada, s'afegeix peroxidasa de rave silvestre (EC
1.11.1.7) marcada amb estreptavidina. Aquest s'encarregara de transformar el
substrat en un producte que es pugui mesurar espectrometricament.

Tots els components de I'equip de reactius s'emmagatzemen a4 Tiles
incubacions es duen a terme a temperatura ambient. El temps complet de la
mesura és inferior a 4 h. L'interval de mesura és (0,02-1,00) ug/L i el limit de
deteccio de 0,024 ug/L.

Discussio

Amb la finalitat de millorar el pronodstic de la malaltia renal, han estat
nombroses les investigacions que han anat sorgint proposant diferents
molecules que reflecteixin més aviat el deteriorament de la funcié renal variant
la seva concentracio en el plasma i en I'orina més precogment.

La concentraci6 de cistatina C en l'orina reflecteix el deteriorament de la funcié



renal (18,19) pero el seu augment €s massa lent, tot i que si es compara amb la
concentracio de creatinini en el plasma s'observa que no presenta tanta
variabilitat interindividual.

Altres molécules han estat estudiades per diversos investigadors per a
I'avaluacio de la funcio renal sense gaire exit. Aquestes son la a-
microglobulina (21), la B.-microblobulina i la quitinasa (22), pero, en tots els
casos, la seva concentracio triga en augmentar en l'orina 4 0 5 dies (11).

També s'ha estudiat la proteina Cyr 61, rica en cisteina. Se sap que apareix en
l'orina entre 319 h de l'inici de la lesio (11,13,23), pero se'n desconeixen les
seves concentracions fisiologiques. A més, requereix un metode de mesura
gue sigui practicable.

Una altra molécula, la KIM-1 (24,25), va ser trobada a I'orina de rates a les (24-
48) h després de la isquémia provocada (13) i va donar resultats prometedors
com a marcador de lesio tubular. També es va trobar aquesta molecula
després d'una biopsia realitzada en pacients que havien patit necrosi tubular
(26). Malgrat tot, no es coneix quan triga en augmentar en I'orina dels humans
després de la lesio.

L'Gs de la concentracio de massa de NGAL en el plasma o l'orina com a
magnitud per al diagnostic i seguiment de les malalties renals, té avantatges
clars respecte les magnituds que es fan servir en els laboratoris clinics per a
aguesta finalitat. Si es compara amb la concentracié de creatinini en el plasma,
s'observa que aquesta ultima posseeix una amplia variabilitat interindividual, ja
gue depén de la massa muscular i de la dieta, entre altres factors, i augmenta
quan el ronyo ja ha perdut un 50% de la seva funcionalitat (20). Aixo fa
necessari buscar magnituds bioquimiques que reflecteixin el comengament del
deteriorament de la funcio renal a les primeres etapes de la malaltia.

Tot i que els darrers anys han estat sorgint articles i revisions alertant dels
problemes que comporta I'is de la concentracio de creatinini en el serum o en
I'orina per al diagnostic i seguiment de les lesions renals, aquesta és la principal
magnitud sol-licitada al laboratori amb aquesta finalitat. Aixo i el fet que la
concentracio de creatinini en el plasma és molt assequible, fa dificil la
substitucié d'aquesta magnitud per una altra desconeguda fins al moment pels
clinics.

Caldra doncs, informar als metges clinics dels beneficis que els pot aportar
aguesta nova magnitud, la qual cosa no ha d'implicar la substitucié d'una
magnitud per l'altre sinG que permetra aprofitar els avantatges de cadascuna.

Per tant, la implantacié de la concentracio de NGAL en el plasma o en l'orina
com a principal magnitud biologica per a la deteccio preco¢ d'un deteriorament
de la funcio renal s'ha de continuar estudiant, per identificar quins sén els
mecanismes principals pels que desenvolupa la seva activitat biologica i aixi
esbrinar quina és la seva funcié principal i la implicacio que té en les malalties
renals.



A més, cal aprofundir en 'estudi de les variables que poden modificar la seva
concentracio en el plasma i en l'orina i coneixer millor la seva estabilitat tant en
el plasma com en l'orina.

Seria interessant estudiar la seva utilitat en el cribratge de la lesi6 renal a la
poblacié general, pero si tenim en compte que pot estar augmentada en
infeccions o processos inflamatoris, seria molt facil donar falsos positius
donada l'elevada sensibilitat diagnostica obtinguda (16) per al procediment de
mesura utilitzat. D'altra banda, es podria proposar I'is d'aguesta magnitud en el
cribratge de la lesié renal en pacients que tinguin algun factor de risc que els
predisposi a patir la lesié perqué en aquest cas és molt important que la
sensibilitat diagnostica sigui molt elevada.
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'En aquest article, el terme "plasma" fa referéncia indistintament a plasma o
serum.
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