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RESUMEN

Introduccion: Las alteraciones en el diafragma de filtracion
y/o citoesqueleto del podocito estan relacionadas con pro-
teinuria y sindrome nefrético. En nuestra poblacion, la glo-
merulopatia mas frecuente, demostrada por biopsia, es la
glomerulosclerosis focal y segmentaria. Nuestro objetivo
fue buscar alteraciones en la expresion de algunas de las
proteinas asociadas con el diafragma de filtracion en pa-
cientes con proteinuria en rango nefrético. Métodos: Teji-
do renal de 40 pacientes con proteinuria en rango nefroti-
co, de 10 pacientes con proteinuria leve, de tres con
hematuria aislada y 10 muestras de tejido renal normal (do-
nantes cadaveres) se estudiaron, por inmunofluorescencia in-
directa, para expresion de nefrina, podocina y a-actinina
4. Resultados: La expresion de estas proteinas fue lineal, ho-
mogénea, en las paredes capilares glomerulares del tejido
renal normal y de pacientes con hematuria aislada. En pro-
teinuria nefrética y en algunos casos de proteinuria leve este
aspecto normal estaba alterado y su expresién cambié de li-
neal a granular fina. En 22 casos (45%) de pacientes con pro-
teinuria nefrética y en 3 casos (30%) de pacientes con protei-
nuria subnefrética hubo pérdida en la expresion de al menos
una de estas proteinas (p = 0,49). Estas alteraciones se encon-
traron en las diferentes glomerulopatias que de forma mas
habitual causan sindrome nefrético, aunque ninguna en par-
ticular fue significativamente mas frecuente. Conclusiones:
En la proteinuria nefrotica es muy frecuente la redistribucion
o la pérdida de proteinas asociadas al diafragma de filtra-
cién, lo que en muchos casos podria ser una consecuencia mas
que una causa de la proteinuria. Estas alteraciones pueden eviden-
ciarse también en pacientes con proteinuria leve.
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ABSTRACT

Introduction: Slit diaphragm andl/or podocyte’s
cytoskeleton alterations are related to proteinuria and
nephrotic syndrome. In our population, focal and
segmental glomerulosclerosis causing nephrotic
syndrome is the more frequent biopsy demonstrated
glomerulopathy. Our aim was search for alterations in
some slit diaphragm-associated proteins in patients
with nephrotic range proteinuria. Methods: Renal tissue
from 40 patients with nephrotic range proteinuria, 10
patients with non-nephrotic proteinuria, 3 with isolated
hematuria, and 10 samples of normal renal tissue
(deceased donors) were studied, by indirect
immunofluorescence, for expression of nephrin,
podocin, and a-actinin-4. Results: Expression of these
proteins was lineal, homogeneous, in the glomerular
capillary walls in normal renal tissue and in patients
with isolated hematuria. In nephrotic proteinuria this normal
appearance was altered and immunostaining showed a fine
granular appearance. In 18 cases (45%) of patients with
nephrotic proteinuria and 3 cases (30%) of patients
with non-nephrotic proteinuria there was loss of at least
one of these proteins (p = 0.49). These alterations were
found in the diverse glomerulopathies more frequently
causing nephrotic syndrome. Conclusions: In nephrotic
range proteinuria redistribution or loss of expression of
slit diaphragm-associated proteins is very frequent. In
many of our cases this fact could be more a consequence
than a cause of proteinuria. These alterations can be
also evidenced in patients with non-nephrotic
proteinuria.

Key words: a-actinin 4. Nephrin. Podocin. Podocytes.
Nephrotic syndrome.

INTRODUCCION

Entre las causas de sindrome nefrético la enfermedad glome-
rular de cambios minimos, la glomerulonefritis membranosa
y la glomerulosclerosis focal y segmentaria (GEFyS) son las
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glomerulopatias mds frecuentes'. Esta tltima es también la
enfermedad glomerular mds frecuente, diagnosticada por
biopsia, en Colombia®’.

Las células epiteliales viscerales del glomérulo estdn unidas
a la membrana basal glomerular por medio de extensiones ci-
toplasmadticas que forman interdigitaciones conocidas como
procesos podocitarios®. Normalmente el filtrado glomerular
pasa entre estos procesos podocitarios a través de una unién
intercelular especializada, exclusiva de podocitos, que es co-
nocida como «hendidura de filtracién» (o «diafragma de hen-
didura», slit diaphragm), que aqui llamaremos, por ser un tér-
mino que describe mejor su estructura y funcion, «diafragma
de filtracion». Esta estructura estd anclada al citoesqueleto de
los procesos podocitarios, y en este complejo hay numerosas
proteinas estructurales y con funciones de mensajeros que no
han sido completamente conocidas ni entendidas®. Hasta el
momento se han caracterizado al menos 15 proteinas que for-
man parte de este complejo, todas ellas importantes en el
mantenimiento de su estructura y funcién: nefrina, podocina,
NEPHI1, 2 y 3, P-cadherina, proteina asociada a CD2
(CD2AP), cateninas, FAT 1y 2, zonula occludens 1 (ZO-1),
actina, alfa-actinina-4, densina y CRIM1°""?'. Desde finales
de los noventa, con el descubrimiento de varias mutaciones
en genes que codifican estas moléculas, se descubrié que ésta
es la principal barrera para la filtracién de proteinas®''>*.

En respuesta a muchos tipos de agresion, los podocitos su-
fren un cambio morfoldgico denominado «borramiento» (o
fusion) de procesos podocitarios, que se debe a una alteracion
arquitectural del citoesqueleto y la union intercelular®. Por
microscopia electronica, este borramiento se manifiesta con
retraccion y franca ampliacion de las extensiones citoplasma-
ticas de podocitos. Este proceso es reversible y estd directa-
mente relacionado con proteinuria en humanos y modelos ex-
perimentales®.

Estudios moleculares indican que las proteinas del diafrag-
ma de filtracién forman una estructura similar a una crema-
llera con una periodicidad constante de 40 nm**%. La loca-
lizaciéon exacta y las interacciones precisas entre las
proteinas del diafragma de filtracién no se conocen comple-
tamente. Estas proteinas interactdan con el citoesqueleto del
podocito y participan en la transmision de sefiales intracelu-
lares e intercelulares. Parece ser que el diafragma de filtra-
cion, ademads de ser un filtro dependiente del tamafio de las
moléculas, también ejerce su funcién de acuerdo con la car-
ga eléctrica, pudiendo asi repeler las proteinas y evitando
que este diafragma se tapone®.

Cuando hay alteraciones en alguno de los genes que codifi-
can estas proteinas, todo el complejo puede perder su estruc-
tura normal y alterar su funcién llevando a un sindrome ne-
frético, usualmente congénito. Sin embargo, en casos de
sindrome nefrético adquirido, mediado o no por complejos
inmunitarios y/o inmunidad celular, se describen alteraciones
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podocitarias (fusién o borramiento de procesos podocitarios)
como un fenémeno secundario al sindrome nefrético (o a su
causa)’*. Por lo tanto, parece ser que la desestructuracion y
la pérdida de funcién del diafragma de filtraciéon y su com-
plejo anclaje de proteinas pueden ser tanto causa como con-
secuencia del sindrome nefrético.

Siendo la GEFyS la glomerulopatia mds frecuente, diagnos-
ticada por biopsia, en nuestra poblacién®’, es muy importante
buscar mecanismos moleculares relacionados con su desarro-
llo para asi entender mejor su etiologia. Nuestro objetivo fue
buscar la alteracion en la expresion de algunas de estas pro-
tefnas en paciente nefréticos de Colombia.

MATERIAL Y METODOS

Casos de biopsias renales de pacientes con proteinuria en
rango nefrético (n = 40), en los que se dispuso de tejido
fresco congelado tras el estudio convencional para inmuno-
fluorescencia (IF), fueron seleccionados detectar algunas de
las proteinas asociadas con el diafragma de filtracion: nefri-
na, extremo C-terminal (C-ter), podocina, extremo C-ter, y
a-actinina 4, extremo C-ter. Como controles normales se
utilizaron 11 casos de tejido renal normal proveniente de
donantes renales caddveres, con estudio microscépico de-
mostrando histologia normal, IF negativa para depdsitos de
inmunoglobulinas y/o fracciones del complemento, y prue-
bas de funcién renal y citoquimico de orina normales. Para
efectos de comparacién se incluyeron también 10 casos de
pacientes con proteinuria no nefrdtica y 3 casos de pacien-
tes con hematuria aislada (sin proteinuria ni otras alteracio-
nes de la funcién renal).

Las muestras provienen de pacientes con edades entre 1 y
71 afios (mediana: 25); el 59,4% fueron hombres. La me-
diana de la edad de los pacientes con proteinuria nefrética
fue de 13,5 afios (1-71); la mediana de la edad de los pa-
cientes con proteinuria no nefrética fue de 33 afios (9-67);
la mediana de la edad de pacientes con hematuria aislada
fue de 11 afios (6-52), y la mediana de la edad de los donan-
tes caddveres con tejido renal normal fue de 48 afios (20-60).

Inmunofluorescencia

Las biopsias renales fueron procesadas de acuerdo a nuestro
protocolo de procesamiento sistemadtico, basado en las reco-
mendaciones internacionales?. Tejido fijado en formalina e
incluido en parafina fue utilizado para el estudio de micros-
copia de luz convencional. Para IF directa (para detectar IgA,
IgG, IgM, C3, Clq, y cadenas ligeras kappa y lambda), las
muestras fueron congeladas inmediatamente usando gel ade-
cuado para cortes por congelacion (Tissue-Tek, Nile, Inc., Ec-
khart, IN, EE.UU.); se realizaron los cortes necesarios para
la IF diagndstica y del tejido restante se realizaron cortes adi-
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cionales de 3 um de espesor, en placa cargada, adecuada para
técnicas de inmunohistoquimica (Fisher Scientific, EE.UU.).
Estos cortes fueron fijados en acetona, a temperatura ambien-
te, durante 10 minutos y luego fueron almacenados a -24 °C
hasta su utilizacién para la deteccién de proteinas asociadas
con el diafragma de filtracion. En todos los casos, antes de
los cortes para el presente estudio, se confirmé la presencia
de, al menos, 5 glomérulos.

Para la deteccion de proteinas asociadas con el diafragma de
filtracion utilizamos la técnica de IF indirecta. Todos los an-
ticuerpos primarios y secundarios, estos tltimos marcados
con fluoresceina isoticianato (FITC), son policlonales y fabri-
cados por el Laboratorio Santacruz Biotechnology Inc.
(EE.UU.): nefrina: nimero de catdlogo sc32530, podocina: nui-
mero de catdlogo sc22296, a-actinina 4: nimero de catdlogo:
sc7454, anticuerpo secundario: anti-IgG de cabra proveniente
de burro y marcado con FITC: nimero de catdlogo: sc2024,
suero normal de burro: nimero de catdlogo: sc2044.

Los pasos de la IF fueron los siguientes: los cortes fueron
descongelados, lavados con tris-buffer fosfato (TBS): dos la-
vados de 5 minutos, incubados con suero normal (para blo-
quear unién inespecifica) derivado de la misma especie de
la cual se origina el anticuerpo secundario, al 10% (dilucién
1:10) durante 20 minutos, lavados con TBS durante 5 mi-
nutos, incubados con el anticuerpo primario durante 60 mi-
nutos, dilucién 1:20, lavados tres veces, durante 5 minutos,
con TBS, incubados durante 45 minutos con el anticuerpo
secundario conjugado con la FITC, dilucién: 1:20, lavados
tres veces, durante 5 minutos, con TBS, las placas histolé-
gicas fueron finalmente montadas con glicerina al 90% y
almacenadas a 4 °C, en ausencia de luz, hasta su observa-
cion con el microscopio de fluorescencia.

Interpretacion

La inmunotincién fue evaluada en las paredes de capilares
glomerulares y su intensidad fue evaluada subjetivamente
por comparacién con los controles de tejido renal normal;
se registré el patrén de inmunotincion: lineal o granular, y
homogéneo o irregular (heterogéneo en diferentes dreas
del glomérulo). Se analizaron imédgenes estéticas de todos
los casos positivos con Phothoshop®, versién 10, para de-
terminar la relacion de la inmunotincién con la membrana
basal glomerular.

Andlisis estadistico

Los datos son expresados como mediana (y valores minimo-
maximo). Para comparar porcentajes utilizamos las pruebas
de la chi-cuadrado o de Fisher, segtin el nimero de casos y
sus valores. Los andlisis se relaizaron con el software SPSS®,
Chicago, IL, version 15.
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RESULTADOS

De los 40 pacientes con proteinuria en rango nefrético, 37
tenfan sindrome nefrético completo. La biopsia renal confir-
mo el diagndstico de GEFyS en 15 de estos casos, enferme-
dad de cambios minimos en siete, glomerulonefritis (GN)
membranosa en ocho, nefropatia IgA en dos, GN postinfec-
ciosa en dos, y un caso cada uno de GN membranoprolifera-
tiva tipo I, enfermedad de depésitos densos, nefropatia dia-
bética, amiloidosis, nefropatia asociada con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y nefropatia Clq.

En los 10 casos de pacientes con proteinuria en rango no ne-
frético el diagnéstico fue nefropatia IgA en 6 casos y uno
cada uno con GEFyS, nefropatia IgM, nefropatia hipertensi-
va y GN proliferativa mesangial no IgA. Tres biopsias de pa-
cientes con hematuria aislada, cuyos diagndsticos en la biop-
sia renal fueron: nefropatia IgA, enfermedad de membranas
basales delgadas y GN proliferativa mesangial no IgA, fue-
ron también incluidos.

Expresion de proteinas asociadas con el diafragma
de filtracién

Biopsias normales

En los 11 rifiones normales los anticuerpos policlonales con-
tra la podocina, nefrina y a-actinina-4 presentan el mismo pa-
trén de inmunomarcacién: positividad lineal, homogénea, di-
fusa, en paredes capilares glomerulares periféricas (figura 1),
en algunas zonas se evidencia una localizacién a lo largo de
la porcién externa de la membrana basal glomerular. Esta in-
munotincion serd considerada en adelante como «normal».

Figura 1. Expresion de nefrina en las paredes de los capilares
glomerulares. Este patrén de expresion fue el evidenciado en el tejido
normal y en las biopsias de pacientes con hematuria aislada. Esta
expresion fue similar para nefrina, podocina y a.-actinina-4.
Inmunofluorescencia indirecta para nefrina, extremo C-terminal, x400.
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Biopsias de pacientes con proteinuria nefrética

Hubo més casos con pérdida de la expresion de nefrina, podo-
cina y a-actinina-4 en pacientes con sindrome nefrético que en
pacientes con proteinuria subnefrética, aunque la diferencia no
fue estadisticamente significativa (p =0,70,p=0,57 y p=0,66,
respectivamente) (tabla 1). La expresion de estas proteinas fue
granular, con granulos finos o gruesos en la parte externa de los
capilares glomerulares (figura 2), en la mayoria de casos difu-
sa; solo en algunos casos, con lesiones hialinas o esclerosantes
segmentarias, esta positividad fue irregular y/o segmentaria. En
ninguno de los casos de proteinuria en rango nefrético la expre-
sién de estas proteinas fue lineal.

Biopsias de pacientes con proteinuria no nefrética

La expresion fue variable, con algunos casos de pérdida de la
expresion de nefrina o de a-actinina-4. No hubo casos con
pérdida de la expresion de podocina. En cuanto al patrén de
expresion (lineal o granular), éste fue variable, con algunos
casos lineal y otros con aspecto granular similar al encontra-
do en casos con proteinuria nefrética (tabla 1).

Biopsias de pacientes con hematuria aislada

En los 3 casos la inmunotincidn para nefrina, podocina y
a-actinina-4 fue lineal, similar a la del tejido renal normal.
No hubo ningtin caso con pérdida de la expresion de algu-
na de estas proteinas.

Figura 2. La expresién de nefrina, podocina y a-actinina-4. en
pacientes con proteinuria en rango nefrético estaba alterada, con
pérdida de la tincién continua, lineal, en las paredes capilares. Aqui se
evidencian granulos gruesos, discontinuos, en las paredes capilares
glomerulares. Compdrese con la figura 1. Inmunofluorescencia
indirecta para nefrina, extremo C-terminal, x400.
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En 2 casos hubo pérdida simultdnea en la expresion de las
tres protefnas estudiadas; uno de estos casos corresponde a
enfermedad de depdsitos densos y el otro a nefropatia asocia-
da con el VIH. En 5 casos hubo pérdida simultdnea en la ex-
presion de dos de estas proteinas, todos ellos en pacientes con
proteinuria nefrética, y en 14 casos hubo pérdida de la expre-
sién de s6lo una de las proteinas estudiadas, 11 en pacientes
con sindrome nefrético y tres en pacientes con proteinuria no
nefrética. En total en 18 de los 40 casos (45%) de pacientes
con proteinuria en rango nefrético hubo pérdida de la expre-
si6n de al menos una de las proteinas estudiadas, y en 3 ca-
sos de proteinuria no nefrética (30%) hubo pérdida en la ex-
presion de una de ellas (p = 0,49). En ninguna de las muestras
provenientes de pacientes con proteinuria no nefrética hubo
pérdida simultdnea en la expresion de varias proteinas.

Con respecto a la expresion de estas proteinas en diferentes
tipos histolégicos de glomerulopatias, no encontramos dife-
rencias estadisticamente significativas, aunque es llamativo
que en enfermedad glomerular de cambios minimos no se
produjeron casos de pérdida de expresion de nefrina o de po-
docina, y s6lo 2 de 7 casos mostraron pérdida de la expresion
de a-actinina-4 (tabla 2).

La intensidad de la inmunotincién varié algo entre casos,
pero esta variacion es completamente subjetiva ya que no dis-
ponemos de un sistema de cuantificacion de la intensidad;
ademds, ésta puede variar de acuerdo con la exposicion a la
luz de cada campo microscopico debido a la pérdida progre-
siva de la fluorescencia con la fotoexposicion. En lesiones es-
clerosantes segmentarias fue frecuente encontrar una pérdi-
da de la expresiéon de las proteinas asociadas con el
diafragma de filtracién. En ninguna de las muestras estudia-
das detectamos expresion de alguna de estas proteinas en si-
tios extraglomerulares.

DISCUSION

Alteraciones genéticas en alguna de las proteinas que hacen
parte del diafragma de filtracion se han asociado con pro-
teinuria o con sindrome nefrético de inicio temprano. Sin
embargo, otras causas no genéticas de sindrome nefrético
producen también alteraciones de aquéllas®**. En el pre-
sente trabajo nosotros intentamos inicialmente conocer si
hay alguna alteracién mds frecuente en nuestros pacientes
con sindrome nefrético; sin embargo, no encontramos al-
guna alteracion caracteristica o asociada con mayor fre-
cuencia a alguna de las glomerulopatias, entre ellas la
GEFyS, la cual es la enfermedad glomerular mas frecuen-
te en nuestros pacientes.

En nuestro trabajo, encontramos que en casos de protei-
nuria en rango nefrético, independientemente de su cau-
sa, hay alteracidn en la expresion de la nefrina, la podo-
cina y la a-actinina-4. Esta alteracion también se
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Tabla 1. Expresién de nefrina, podocina y a-actinina-4 de acuerdo con la presentacién clinica

Nefrina Podocina a-actinina-4
+gran + lineal - +gran + lineal - +gran + lineal -
Sindrome nefrético (n = 40) 27 (67) 0 13 (33) 35 (87) 0 5(13) 31 (78) 0 9(22)
Proteinuria no nefrética (n = 10) 2 (20) 6 (60) 2 (20) 5 (50) 5 (50) 0 9 (90) 0 1(10)
Hematuria aislada (n = 3) 0 3 0 0 3 0 0 3 0
Tejido renal normal (n = 11) 0 10 0 0 10 0 0 10 0

Los numeros entre paréntesis expresan porcentajes.

evidencia en algunos casos de proteinuria leve (no nefro-
tica), aunque con menor frecuencia. La pérdida de la ex-
presién de algunas de estas proteinas es un episodio co-
mun en casos de proteinuria en rango nefrdtico; sin
embargo, esto no indica que haya mutaciones en los genes
que las codifican; la pérdida simultdnea de varias de estas
proteinas en algunos de nuestros casos indica una altera-
cién no genética.

En rifiones normales la nefrina, podocina y a-actinina-4
aparecen codistribuidas a lo largo de la parte externa de
la membrana basal glomerular. Esta distribuciéon normal
se pierde en casos de proteinuria nefrdtica, lo que sugie-
re que la alteracién podocitaria encontrada en estos pa-
cientes tiene relacion directa con la redistribucién o pér-
dida de una o varias de las proteinas asociadas con el
diafragma de filtracién. En casos de mutacién de genes
codificando alguno de los extremos de estas proteinas po-
dria haber una pérdida en la expresién de dicho extremo,
pero puede conservarse la inmunomarcacion del otro ex-
tremo®, o la proteina mutada se continda detectando, pero
estaria alterada su localizacion®. Esto indica que en nues-
tros casos es posible que aunque se conserve la inmuno-
tincién para uno de los extremos de la nefrina, la podoci-
na o la o-actinina 4, este hallazgo no descarta la
presencia de mutaciones en los genes que las codifican.
Nosotros intentamos hacer inmunotincién de los otros ex-

tremos (N-ter) de la nefrina, de la podocina y de a-actinina-4,
pero no logramos resultados técnicamente adecuados con los
anticuerpos utilizados (del mismo fabricante) y, por lo tanto,
los resultados no se presentan. De igual manera, intentamos
determinar la alteracion en diferentes porciones de las protei-
nas CD2AP, TRPC6 y NEPHI1, sin lograr resultados satisfac-
torios con la técnica. El estudio de estas otras proteinas en los
casos del presente trabajo seria muy ttil para conocer otras
alteraciones o para determinar la frecuencia de pérdidas si-
multéneas de otras moléculas.

La expresion de la nefrina, podocina y a-actinina-4 como
granular y no lineal indica que estas proteinas se han re-
distribuido en el citoplasma podocitario y no logran en-
samblarse como en la estructura normal de glomérulos
sin enfermedad; sin embargo, nuestros resultados indican
que esto puede ser una consecuencia del sindrome nefré-
tico de diversa etiologia, y no necesariamente una causa.
Al parecer, los podocitos responden, de alguna manera, a
la proteinuria y alteran el ensamblaje de estas proteinas;
en consecuencia, estas proteinas representan una diana
terapéutica en la proteinuria, como parece sugerir la mo-
dificacion de la proteinuria con el uso de los inhibidores
de la enzima de conversion de la angiotensina (IECA) o de
los antagonistas de receptores de angiotensina II (ARA II)
en algunos pacientes, en los que se demuestra modifica-
cion en la expresion de nefrina®?'.

Tabla 2. Expresion de nefrina, podocina y a-actinina-4 en nuestras glomerulopatias mas frecuentes

Nefrina (C-ter)

Podocina (C-ter) a-actinina-4 (C-ter)

+gran  + lineal - +gran + lineal - +gran  + lineal -
GEFyS (n = 16) 12 0 4 14 0 2 14 0 2
GNM (n = 8) 5 0 3 8 0 0 8 0 0
NIgA (n =9) 4 2 3 4 5 0 5 3 1
CGM (n=7) 7 0 0 7 0 0 5 0 2
Normal (n = 11) 0 10 0 0 10 0 0 10 0

GEFyS: glomerulosclerosis focal y segmentaria; GNM: glomerulonefritis membranosa; NIgA: nefropatia IgA; CGM: cambios glomerulares minimos.
Con ninguna de las proteinas se encontraron diferencias estadisticamente significativas en su expresion entre las cuatro glomerulopatias mas fre-

cuentes de nuestra serie.
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Estos hallazgos plantean varios puntos muy importantes en
la patogenia de la proteinuria: /) en proteinuria grave (rango
nefrético), hay desestructuracion del diafragma de filtracion,
lo cual puede ser causa y/o consecuencia de la proteinuria;
2) ademas de la redistribucidn de estas proteinas, es frecuen-
te la pérdida de la expresion de algunas de ellas (o de alguna
porcion en particular), sin que necesariamente esto implique
alteraciones genéticas; 3) en proteinuria en rango no nefroti-
co, aunque menos frecuente, pueden evidenciarse alteracio-
nes en la expresion de proteinas asociadas al diafragma de fil-
tracion, similares a las detectadas en el sindrome nefrético, y
4) estas alteraciones se relacionan con proteinuria y no se evi-
dencian en casos de hematuria aislada.

En conclusidn, en pacientes con proteinuria nefrética es muy
frecuente la alteracion (redistribucion o pérdida) de proteinas
asociadas con el diafragma de filtracién, lo que en muchos
casos parece ser una consecuencia mas que una causa de la
proteinuria. Estas alteraciones pueden evidenciarse también,
aunque con menor frecuencia, en pacientes con proteinuria
subnefrdtica.
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