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RESUMEN

Introduccién: La enfermedad de Fabry (EF) es un trastorno hereditario causado por una defi-
ciencia de la actividad de la enzima a-galactosidasa A, cuya transmision estd relacionada
con el cromosoma X.

Objetivos: Los objetivos del estudio fueron: 1. Cuantificar la presencia de podocitos en pacien-
tes pediatricos con EF y compararla con el valor de la podocituria medida en controles
sanos. 2. Determinar en pacientes con EF si una mayor podocituria esta relacionada con la
albuminuria patolégica. 3. Determinar los factores de riesgo asociados con la albuminuria
patolégica.

Meétodos: Implementamos un estudio analitico observacional de casos y controles, separados
en 2 grupos de acuerdo con la ausencia de enfermedad (grupo control) o con la presencia de
enfermedad (grupo Fabry).

Resultados: Estudiamos a 31 pacientes, 11 con EF y 20 controles, con una media de edad
de 11,6 anos. La diferencia entre el tiempo medio transcurrido desde el diagndstico de EF
hasta la medicién de la podocituria (40 meses) y la aparicién de la albuminuria patolégica
(34 meses) no fue significativa (p: 0,09). Los podocitos se identificaron mediante tincién para
sinaptopodina y las diferencias medias cuantitativas entre ambas podociturias fueron esta-
disticamente significativas (p: 0,001). La albuminuria fue fisiolégica en 4 de las pacientes
Fabry y el riesgo relativo para desarrollar albuminuria patolégica de acuerdo con la podoci-
turia fue en el grupo control 1,1 y en el grupo Fabry 3,9, con un coeficiente de correlaciéon
entre la podocituria y la albuminuria en el grupo Fabry de 0,8354. Finalmente los 2 factores
de riesgo asociados al desarrollo de albuminuria patolégica fueron la podocituria (OR 14) y
la edad mayor a 10 anos (OR 18). No encontramos riesgo significativo ni en el filtrado glo-
merular (FG) (OR 0,5), ni en el género (OR 1,3). El FG medio se mantuvo dentro de valores
normales.
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Conclusién: La deteccién de podocituria en pacientes pediatricos con EF podria utilizarse
como un marcador temprano de dano renal previo y relacionado con la albuminuria pato-

logica.
© 2018 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Podocyturia in paediatric patients with Fabry disease
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Introduction: Fabry disease (FD) is a hereditary disorder caused by a deficiency of a-
galactosidase A enzyme activity. The transmission of the disorder is linked to the X
chromosome.
Objectives: The objectives of the study were: 1. To quantify the presence of podocytes in
paediatric patients with FD and compare them with the value of the measured podocyturia
in healthy controls. 2. To determine whether a greater podocyturia is related to the onset
of pathological albuminuria in patients with FD. 3. To determine the risk factors associated
with pathological albuminuria.
Methods: We performed an analytical, observational study of Fabry and control subjects,
which were separated into 2 groups in accordance with the absence of the disease (control
group) or the presence of the disease (Fabry group).
Results: We studied 31 patients, 11 with FD and 20 controls, with a mean age of 11.6 years.
The difference between the mean time elapsed from the diagnosis of FD to the measurement
of podocyturia (40 months) and the onset of pathological albuminuria (34 months) was not
significant (p=0.09). Podocytes were identified by staining for the presence of synaptopo-
din and the mean quantitative differences between both podocyturias were statistically
significant (p=0.001). Albuminuria was physiological in 4 of the patients with FD and
the relative risk to develop pathological albuminuria according to podocyturia was 1.1in the
control group and 3.9 in the Fabry group, with a coefficient of correlation between podocy-
turia and albuminuria in the Fabry group of 0.8354. Finally, the 2 risk factors associated with
the development of pathological albuminuria were podocyturia (OR: 14) and being aged over
10 years (OR: 18). We found no significant risk with regard to glomerular filtrate renal (GFR)
(OR: 0.5) or gender (OR: 1.3). The mean GFR remained within normal values.
Conclusion: The detection of podocyturia in paediatric patients with FD could be used as an
early marker of renal damage, preceding and proportional to the occurrence of pathological
albuminuria.
© 2018 Sociedad Espafiola de Nefrologia. Published by Elsevier Espaifia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

El tratamiento se basa fundamentalmente en la terapia de
reemplazo enzimatico y las medidas generales contra la pro-
gresién de la enfermedad renal crénica®.

La enfermedad de Fabry (EF) constituye un desorden here-
ditario causado por la deficiente actividad de la enzima
a-galactosidasa A, se transmite ligada al cromosoma X y afecta
mas gravemente a hombres que a mujeres.

Estos pacientes desarrollan por completo la enfermedad
hacia la quinta década de la vida, sin embargo, su inicio
es pediatrico, con sintomas especificos tales como acro-
parestesias, angioqueratomas, opacidad corneal e hipo- o
anhidrosis’.

En al rinén, la acumulacién progresiva de glucoesfingoli-
pidos ocasiona alteraciones funcionales de podocitos, células
endoteliales, musculo liso y células tubulares. La proteinuria
y la insuficiencia renal progresiva son las principales manifes-
taciones de esta nefropatia?.

A pesar de conocer la historia natural de la enfermedad y,
especificamente, los cambios anatomopatolégicos en la nefro-
patia de Fabry, el mecanismo inicial inductor de la albuminuria
patolégica y la consecuente evolucién hacia la enfermedad
renal crénica atin no estan esclarecidos.

Si bien siempre se consideré a la membrana basal glome-
rular como la principal determinante del proceso de filtracién,
actualmente se ha visto que es el epitelio visceral de la
capsula de Bowman el que define las caracteristicas del
ultrafiltrado®. En efecto, el podocito tiene una estructura
compleja, constituida por un cuerpo y sus prolongaciones
primarias de las que se originan los pies o pedicelos, en
contacto directo con la membrana basal del capilar glome-
rular; el espacio entre 2 pedicelos constituye una estructura
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conocida como diafragma de filtracién, con poros de 4 a
14nm?.

Siadmitimos que el desprendimiento de los podocitos de la
membrana basal glomerular y su aparicién en la orina (podo-
cituria) es un proceso natural, el cual se ve incrementado
ante un dano renal (por ejemplo, la presencia de depbésitos
de Gb3 en la citoarquitectura podocitaria), entonces deberia-
mos aceptar la presencia de una podocituria minima en los
individuos sanos y su aumento cuantitativo representaria un
hallazgo temprano de la enfermedad glomerular?, que lleva al
desprendimiento de los podocitos, con su consecuente apa-
ricién en orina®. De este modo, la identificacién de podocitos
urinarios constituye potencialmente un biomarcador previo a
la aparicién de albuminuria patolégica, tanto en las glomeru-
lopatias primarias como en las secundarias®’.

El objetivo primario de nuestro trabajo fue estudiar la orina
de pacientes pediatricos con EF, para cuantificar la presen-
cia de podocitos, comparandola con el valor de la podocituria
medida en nifos sanos. Los objetivos secundarios fueron
determinar en los pacientes pedidtricos con EF si una mayor
podocituria se relaciona con la aparicién de albuminuria pato-
logicay cudles son los factores de riesgo potenciales asociados.

Materiales y métodos

Diseiio del estudio

Implementamos un estudio analitico observacional de casos y
controles, con una distribucién desigual de muestras (A: 2, B: 1)
en 2 grupos de acuerdo con la ausencia de enfermedad (grupo
control: controles sanos) o con la presencia de enfermedad
(grupo Fabry: pacientes con EF).

Fueron incluidos en el protocolo controles sanos y pacien-
tes con EF, entre 5 y 17 anos, eutréficos y con filtrado
glomerular (FG) mayor a 90 ml/min/1,73 m?. Todos con el con-
sentimiento médico aprobado.

Por otra parte, quedaron excluidos los pacientes con
diabetes, malnutricién con un puntaje Z<2 DE, obesidad,
hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, alteraciones primarias
del metabolismo, acidosis tubular renal y proteinuria ortosta-
tica.

Se retird del trabajo a los nifios que presentaron reduccién
del FG superior al 20% a partir del ingreso al protocolo y a aque-
llos que no cumplieron conlas indicaciones para larecoleccién
de la muestra.

Variables evaluadas

Identificamos como variables independientes la ausencia de
enfermedad (grupo control), la presencia de enfermedad (EF),
el género y la edad del paciente al momento del ingreso. Por
su parte, las variables dependientes que consideramos fueron
el valor de la podocituria, la albuminuria patolégica (definida
como albuminuria con valores superiores a 20 ucg/min), el
tiempo transcurrido en meses desde el diagnéstico de la EF
hasta la medicién de la podocituria y el tiempo transcurrido
desde el diagnéstico de EF hasta la aparicién de albuminuria
patolégica.

Estudios de laboratorio

En el grupo Fabry se determiné en sangre: creatininemia,
aclaramiento de creatinina (método de Scwhartz), ionograma,
urea.

En orina de 24 h se midié: albuminuria, creatininuria, pHy
densidad urinaria.

Podocituria

Se utiliz6 la misma orina recolectada para estudios de labora-
torio (orina recolectada en 24 h) tanto de sanos como de ninos
con Fabry.

Las muestras fueron procesadas dentro de la hora de emi-
tida, utilizando un volumen de 10mL al que se agregé 1mL
de formol buffer al 10% en PB (pH 7,2- 7,4). Fueron centrifuga-
das a 1.500rpm durante 5 min y se descarté el sobrenadante.
Se agreg6 al sedimento formol buffer al 10% hasta cubrirlo y
se mantuvo a temperatura ambiente hasta la realizacién del
estudio.

Se realizé un extendido del sedimento urinario en portas
xilanizados de cada muestra.

Se realizé una técnica de inmunofluorescencia indirecta en
cdmara humeda. En primer lugar, se incubaron las muestras
con suero de bloqueo durante 30 min a temperatura ambiente.
Luego, sin lavar, se incubd con el anticuerpo primario antisi-
naptopodina (1:100, ABCAM, Cambridge, RU) utilizado como
marcador podocitario toda la noche a 4°C. Posteriormente se
realizaron 3 lavados con PBS de 5 min cada uno y se incubé con
el anticuerpo secundario IgG Alexa 488 (1:200, ABCAM, Cam-
bridge, RU) durante 2h a temperatura ambiente. Al término
de este tiempo de realizaron 3 lavados con PBS de 5 min cada
uno y se contracolore6 con DAPI (ABCAM, Cambridge, RU). Las
muestras fueron observadas en un microscopio de epifluores-
cencia Nikon Eclipse E- 200. Se cuantificé el nimero de células
positivas para sinaptopodina en 10 campos 200x para cada
muestra a doble ciego (Image Pro Plus 5.1, Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EE. UU.).

Estadistica

Calculo del tamafno muestral:

[
=

Porcentaje de pacientes con EF en quienes se estima detec-
tar podocituria (p): 50% y 50% sin la alteracién (q)

b) IC: 10%

Error alfa: 0,05, p: 95% (1,96)

Error estandar: IC/1,96

QN
R—Ne)

Tamano muestral: p x q 50 x 50=34

ES? 72

La determinacién cuantitativa de la variable podocituria
se realizé mediante la presentacién de datos continuos, con
su desvio estdndar en cada grupo, y para comparar las dife-
rencias medias cuantitativas de esta variable continua entre
los 2 grupos con datos no paramétricos utilizamos el test de
Mann-Whitney.

La relacién entre el valor de albuminuria y el valor de
podocituria se evalué mediante el coeficiente de correlacién
de Pearson y analizamos el riesgo de desarrollar albuminuria
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Figura 1 - Deteccion de podocituria por inmunofluorescencia indirecta. A) Vista panoramica de sedimento urinario sin
sinaptopodina (GC). B) Sedimento urinario en GF, se observa sinaptopodina positiva en podocitos. Magnificacién: A x100;

B x400.

Tabla 1 - Descripcién de los controles urinarios realizados en ambos grupos

Grupo A (control) N: 20 Grupo B (EF) N: 11 P
Media de edad (afios) 11,1 (r: 5-17), 11,7(r: 5-17) 0,09
Género M/V 7/13 5/6 0,08
Edad media en anos de realizado el diagnéstico de la EF 7,9 (r: 5-11)
Valor medio de filtrado glomerular (ml/1,73 m?/min) 102 (DE 8)
Proteinuria (mg/m?/h) 1,5 (DE 0,7) 4,3 (DE 0,5) 0,05
Albuminuria (ucg/min) 10 (DE 5,2) 21(DE 12) <0,01
Albuminuria patolégica (%) 0 64% <0,001
Podocituria/mg de creatininuria 0,4 (DE 0,3) 1,5 (DE 0,8) <0,01

DE: desviacién estandar; EF: enfermedad de Fabry.

(variable dicotémica si/no) en pacientes con y sin podocituria
(variable dicotémica si/no), de acuerdo con el riesgo relativo.

Finalmente para la asociacién entre factores de riesgo
potenciales presentes y la aparicién de albuminuria patolégica
utilizamos el coeficiente de riesgos proporcionales de Cox. Se
establecié como nivel de significacién estadistica un valor de
p <0,05.

Se utilizaron como soportes estadisticos los programas:
EPIDAT 3 y GraphPad inStat.

Resultados

Se estudi6 a 31 pacientes, 11 con EF (5 del género femenino) y
20 controles (12 del género femenino), con una media de edad
de 11,6 anos (r: 5-17).

La diferencia entre el tiempo medio transcurrido desde
el diagnéstico de EF hasta la medicién de la podocituria
(40 meses) y la aparicién de la albuminuria patoldgica
(34 meses) no fue significativa (p: 0,09).

Se detect6 la presencia de sinaptopodina en podocitos de
pacientes con EF y de pacientes del grupo control (fig. 1) y

las diferencias medias cuantitativas entre ambas podociturias
fueron estadisticamente significativas (p: 0,001).

Los resultados promedio de los estudios urinarios se mues-
tran en la tabla 1.

En el grupo Fabry no todos los pacientes tuvieron albu-
minuria patolégica. De hecho, en 4 de ellos fue normal
(tabla 2).

Asociado a estos resultados, el riesgo relativo para desa-
rrollar la albuminuria patoldgica de acuerdo con la podocituria
fue en el grupo control de 1,1 (IC 95%: 0,883-1,112) y en el grupo
Fabry de 3,9 (IC 95%: 3,110-4,485), con un coeficiente de corre-
lacién entre la podocituria y la albuminuria en el grupo Fabry
de 0,8354 (IC 95%: 0,4341-0,9601) (fig. 2).

Finalmente, los 2 factores de riesgo asociados al
desarrollo de albuminuria patolégica hallados en el modelo
de regresién de Cox fueron la podocituria (OR 14; IC 95%:
1,1-20) y la edad mayor a 10 anos (OR 18; IC 95%: 1,1-39). No
encontramos riesgo significativo ni en el FG (OR 0,5; IC 95%:
0,2-11), ni en el género (OR 1,3; IC 95%: 0,13-13).

Durante todos los controles, el FG medio se mantuvo dentro
de valores normales (102 ml/min/1,73 m?).
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Tabla 2 - Descripcion de las variables recolectadas en el grupo B

Género  Edad Podocituria/mg  Tiempo transcurrido  Albuminuria Tiempo transcurrido  Mutacién Biopsia Inicio y tiempo
(afios) de creatininuria  desde el diagndstico  (ucg/min) desde el diagnéstico renal de tratamiento
de la EF hasta la de la EF hasta la enzimatico
medicién de la aparicion de la
podocituria (meses) albuminuria

patolégica (meses)

Hombre 17 0,5 59 25 59 A292T Enero 2012
(5 anos de
tratamiento)

Hombre 16 0,8 85 33 85 A292T St Enero 2012
(5 aflos de
tratamiento)

Hombre 10 2,3 29 39 29 L415P Marzo 2015
(2 anos de
tratamiento)

Mujer 15 1,1 46 27 29 A292T Si Febrero 2015
(2 anos de
tratamiento)

Mujer 12 2,2 35 26 23 T1941 Si Febrero 2017
(3 meses de
tratamiento)

Mujer 12 2,6 18 17 18 L415P Octubre 2017
(7 meses de
tratamiento)

Hombre 10 1,6 9 31 9 - Octubre 2016
(1 afio de
tratamiento)

Mujer 5 2,5 7 4 . =

Hombre 12 1,6 32 6 - A292T Febrero 2015

Hombre 12 1,1 46 11 - A292T

Mujer 8 1,9 8 3 - A292T

n: 11 pacientes. EF: Enfermedad de Fabry.

10 - - 40
Pacientes con enfermedad de Fabry - -
9 - 36
- 34
-
8 - - 32
.
- 30
7 - 28
——
val -— - 26
alor 6 ; - 24
medio 2 >
. ] " g
podocitos g 20 35
(cada 10 / - 18 3 g.
campos de | 4 / / - 16
200 X) / - 14
Sird - 12
g L 10
2] - 8
- 6
14 - 4
- 2
0 0

Figura 2 - Niveles de podocituria y albuminuria en orina de nifios con enfermedad de Fabry (flecha negra) y nifios normales.
Se observa subgrupo de 4 pacientes con enfermedad de Fabry que presentan niveles bajos de albuminuria y podocituria.
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Los 7 pacientes con albuminuria patolégica comenzaron
con tratamiento nefroprotector (enalapril 0,2 mg/kg/dia) a par-
tir de las albuminurias patolégicas halladas.

Discusion

En este trabajo estudiamos a 11 pacientes con EF y a 20
controles. Nuestros resultados indican una relacién positiva
temprana entre la podocituria y la albuminuria patolégica en
los pacientes con EF. Hasta la fecha, existen en la poblacién
pediatrica muy pocos informes al respecto®°.

En esta enfermedad, la deficiencia de la actividad de la
enzima a-galactosidasa A genera una acumulacién lisosomal
progresiva de glicoesfingolipidos e induce un dafo de la mem-
brana basal con la consecuente aparicién de podocitos en
orina®.

En efecto, se sabe que los podocitos recubiertos por una
sialoproteina del glicocdliz son los principales reguladores
del pasaje fisiolégico de proteinas y que en el diafragma
de filtracién estdn unidos entre si y con el citoesqueleto
de actina, regulando el pasaje proteico'’’*. Muchas de las
alteraciones en estas estructuras son inducidas por la acu-
mulacién lisosomal de Gb3 y pueden manifestarse como
borramiento pedicelar, desprendimiento y desarrollo de albu-
minuria patolégica'®'®. Si esta secuencia de eventos, al menos
inicialmente, estd asociada con lo propuesto por Eng'®, enton-
ces estaria justificada la busqueda de la podocituria como un
biomarcador adecuado para evaluar el compromiso glomeru-
lar precoz. De esta manera, su cuantificacién tendria un valor
pronéstico relevante, al representar un indicador temprano,
no invasivo, de dano renal e incluso preceder a la presencia
patoldgica de la proteinuria. Reforzando esta idea de dafo
inicial silente, deberia valorizarse su control, especialmente
en aquellos familiares en los que se ha realizado un diag-
néstico enzimatico confirmatorio y atin no se detecta otra
afectacién renal. Su utilidad parece robustecerse con la des-
cripcién realizada por Tondel sobre el borramiento podocitario
y su desprendimiento ulterior en la mayoria de los ninos con
EF, de modo que ambos marcadores histolégicos han sido cate-
gorizados como etapas fisiopatogénicas del dano podocitario
precoz'’.

Por otra parte, Trimarchi refiere en sus pacientes estu-
diados y sin tratamiento una alta podocituria con baja
proteinuria. En concordancia con estas pruebas, nuestras
podociturias decrecen significativamente en el grupo Fabry,
sin embargo, estos hallazgos parecen invertirse en los suje-
tos tratados (los cuales tienen mayor tiempo de dafo), lo que
indica una relacién cambiante entre ambas variables a medida
que progresa la enfermedad!®.

En términos generales, podemos decir que la magnitud de
la podocituria (igualando la podocituria por gramo de creati-
ninuria) presente en la poblacién pediatrica, comparada con
los adultos, parece ratificar esta teoria de reduccién progre-
siva podocitaria, no restituida, relacionada con la edad y con
la eventual nefropatia existente.

Coherentemente con esta hipétesis, nosotros vimos en los
pacientes mas jévenes de nuestro grupo Fabry una concor-
dancia positiva inicial entre la podocituria y la albuminuria,

posiblemente relacionada con el tiempo de afectacién, evento
mas evidente tratdndose de una poblacién pediétrica y en la
que esta asociacién puntual se present6 en los ninos de menor
edad. Esto ratifica, como informé Hughes, un patrén estable-
cido entre la edad y el riesgo de desarrollar dafio renal’. Este
concepto parece afirmarse en los pacientes con EF, a partir de
la similitud entre los tiempos transcurridos hasta la deteccién
de la podocituria y de la albuminuria patoldgica, y ratificaria la
propuesta especulativa sobre el transcurso del tiempo como
un condicionante para los cambios cuantitativos entre ambas
variables?.

Nosotros, siguiendo las indicaciones habituales frente a la
albuminuria patolédgica, iniciamos tratamiento con enalapril
en dosis progresivasy, sibien larespuesta a esta terapéutica no
estd incluida en el desarrollo del trabajo, podemos mencionar
que la mayoria de los pacientes tratados presentaron descenso
de sus albuminurias.

Existe consenso general en que la terapia de reemplazo
enzimatico se debe iniciar precozmente en la enfermedad
clasica de Fabry, para atenuar o evitar la nefropatia pro-
gresiva y otras complicaciones organicas’!. Sin embargo, si
debemos guiarnos por nuestro grupo de pacientes, el tiempo
promedio hasta la medicién de los 2 pardmetros fisiopa-
togénicos fundamentales (podocituria y albuminuria) fue
demasiado prolongado. Esta situacién deberia revertirse si
pretendemos una intervencién terapéutica efectiva y, aun-
que no existe unanimidad sobre el momento éptimo para
su inicio ni se han documentado datos a largo plazo res-
pecto a si la prescripcién enzimética prevendria la nefropatia
en ninos, el uso de un método no invasivo como la podo-
cituria para la deteccién precoz de dano glomerular podria
ser un importante indicador para iniciar el tratamiento
especifico.

El trabajo muestra determinadas debilidades, especial-
mente un bajo tamano muestral y la imposibilidad de
correlacionar los estudios realizados con la anatomia pato-
légica. Sin embargo, por otra parte, su originalidad reside
en el hallazgo de una analogia positiva temprana entre
2variables tan significativas como la podocituria y la albu-
minuria en pacientes pediatricos. El propésito final en
marcha es establecer la relacién secuencial entre ambas
variables y determinar cudl seria el intervalo de tiempo
de sus apariciones sucesivas, para implementar una pre-
coz terapéutica especifica, especialmente beneficiosa en
la poblacién Fabry que aun no desarrolld la albuminuria
patolégica.

En conclusién, nuestro estudio muestra que la deteccién de
podocituria en pacientes pediatricos con EF podria utilizarse
como un marcador temprano de dafio renal, que precede y se
relaciona en forma directamente proporcional con la aparicién
de albuminuria patolégica.
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