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ABREVIATURAS

GC: glomerulopatia colapsante

GEFyS: glomeruloesclerosis focal y segmentaria

ECM: enfermedad de cambios minimos

EMD: esclerosis mesangial difusa

BUN: nitrdgeno ureico sanguineo

CrS: creatinina sérica

PrU: proteinuria

FG: filtrado glomerular

TAS: tension arterial sistélica

TAD: tensioén arterial diastdlica

ALB: albUmina sérica

COL: colesterol total

TG: triglicéridos

FI: fibrosis intersticial

DV: dafo vascular

BCL-2: proto-oncogen BCL-2 protector de apoptosis

BCL-2 G: expresion de BCL-2 a nivel glomerular (células epiteliales viscerales y

parietales)



BCL-2 T: expresion de BCL-2 en células tubulares

BCL-2 I: expresion de BCL-2 en células inflamatorias del intersticio

PvB19: parvovirus B19



RESUMEN.

La glomerulopatia colapsante es una forma relativamente nueva de enfermedad
glomerular clasificada como wuna entidad aparte y diferente de la
glomeruloesclerosis focal y segmentaria. Se caracteriza por disregulacion vy
proliferacion del podocito con decremento en la expresion de marcadores de
maduracién celular (como p21 y p27) y expresion a la alza de otros marcadores
que usualmente solo predominan en las fases precoces de la nefrogénesis

humana.

Una de las moléculas implicadas en el ciclo celular del podocito es la proteina
BCL-2, esta es un proto-oncogen regulador protector de la apoptosis, el cual
promueve la supervivencia celular a través del bloqueo de la muerte celular
programada o apoptosis. Es expresada durante la fase de transicion
mesénquima- epitelio  durante el fendmeno de la nefrogénesis humana,
encontrandose marcadamente reducida después de la fase de asa capilar

glomerular, conjuntamente con una regulacion a la alza de la expresion de p27.

A partir de este conocimiento se ha establecido que el incremento en la
expresion glomerular de BCL-2 parece jugar un papel importante como
antiapoptotico y pro-proliferativo en algunas formas de glomerulonefritis en las
cuales la hipercelularidad puede ser al menos en parte el resultado del
incremento en la expresion de factores de supervivencia como BCL-2.

En base a lo anterior, planteamos la hipétesis de que BCL-2 también podria jugar
un papel importante en la génesis de la glomerulopatia colapsante como

promotor de la proliferacion de los podocitos.



Por otro lado, la posible asociacion entre infeccion por PvB19 y enfermedad
glomerular ha sido sugerida por numerosos reportes que describen la aparicion
de sindrome nefritico o nefrético en el curso de la infeccion por parvovirus, de
hecho, en algunas series se ha encontrado una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de DNA de parvovirus B19 en pacientes que
desarrollaron glomerulopatia colapsante, por lo que también planteamos la
posibilidad de que existiese una mayor afeccion por parvovirus B19 en los
pacientes portadores de glomerulopatia colapsante comparada con el resto de

las podocitopatias estudiadas y los controles.

El objetivo de este estudio fue analizar tanto la expresion de la proteina BCL-2
como la positividad para parvovirus B19 en tejido renal de pacientes con el
diagnostico histolégico de glomerulopatia colapsante, comparado con la
glomeruloesclerosis focal y segmentaria, enfermedad de cambios minimos vy

controles.

Para ello se utilizaron biopsias renales analizadas en el departamento de
Nefropatologia del Instituto Nacional de cardiologia con diagndsticos
histolégicos de GC, GEFyS, ECM vy controles sanos entre el periodo de 1997-
2008 a las cuales se les realizo inmunohistoquimica para BCL-2 y parvovirus

B19.

Al finalizar el estudio no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la expresion de la proteina BCL-2 en las células epiteliales viscerales,
parietales, células tubulares e inflamatorias entre el grupo con diagnostico
histolégico de glomerulopatia colapsante comparado con  glomeruloesclerosis

focal y segmentaria, enfermedad de cambios minimos y controles (p>0.782,
9



0.961 y 0.293 respectivamente), por lo que no parece haber una correlacion
significativa entre la expresion positiva para BCL-2 cuando se compara a la

glomerulopatia colapsante con los otros grupos de estudio.

Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en la positividad para
PvB19 a nivel glomerular, tubular y endotelial en el grupo de la GC al compararlo
con el de GEFyS, ECM y controles (p> 0.992, 0.991 y 0.994 respectivamente), lo
que sugiere participacion de factores demogréficos, medioambientales vy
susceptibilidad individual variable entre las distintas poblaciones para el

desarrollo de esta infeccion.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

INTRODUCCION.

Las enfermedades glomerulares comprenden cerca del 90% de las causas de
enfermedad renal crénica avanzada y al afio representan un costo de méas de 20
millones de dolares en los Estados Unidos. Estas entidades pueden ser
consideradas como una consecuencia de la disfuncion del podocito causada por
factores medioambientales y/o genéticos (3)

Los podocitos sufren diversos grados de lesion a través de  mdltiples
mecanismos en las enfermedades glomerulares las cuales comprenden todo un
espectro clinico-patolégico que incluye a la  esclerosis mesangial difusa,
sindrome nefrético congénito tipo Finlandés, sindrome de Alport, enfermedad de
cambios minimos, glomeruloesclerosis focal y segmentaria, glomerulopatia
colapsante, glomerulopatias inmunoldgicas e inflamatorias, nefropatia
hipertensiva, nefropatia diabética y otras glomerulopatias relacionadas con la
edad. (Figura 1).

El dafio podocitario juega un papel fundamental en el mecanismo fisiopatogénico
del sindrome nefrético. Se ha demostrado que distintos eventos moleculares
ocurren a diferentes niveles en la estructura del podocito, (especialmente a nivel
del cuerpo celular, nucleo, procesos podocitarios y en particular en el diafragma
de filtracién) y pueden finalmente condicionar esfacelamiento de los procesos
podocitarios con aparicién subsecuente de proteinuria (9).

En el marco de estos descubrimientos en la biologia del podocito, se ha

propuesto una nueva clasificacion de las enfermedades podocitarias (Tabla 1):
11



ESTRUCTURA DEL PODOCITO

Los podocitos son células post mitéticas altamente especializadas con toda una
gama de funciones estructurales y metabodlicas las cuales incluyen el
mantenimiento de la barrera de filtracién glomerular y la estructura normal del
penacho glomerular, remodelamiento de la membrana basal glomerular,
endocitosis de proteinas filtradas y participacion en el mantenimiento de la
presion hidrostatica intracapilar (6).

Su estructura basicamente consiste de un cuerpo celular, procesos mayores con
microtubulos y filamentos intermedios y procesos menores con pedicelos con
flamentos de actina en contacto con la membrana basal glomerular. Los
procesos mayores estan constituidos por filamentos intermedios y microtubulos,
los pedicelos estan constituidos primordialmente por una red cortical de actina 'y

haces contractiles de actina F (9) (Figura 2).

El cuerpo celular estd conectado a la pared del capilar glomerular por
estructuras que finalmente se dividen formando los procesos podocitarios
interdigitados en la superficie externa de la membrana basal glomerular, de tal
forma que la barrera de filtracion glomerular consiste de 3 componentes basicos:

endotelio fenestrado, membrana basal glomerular y procesos podocitarios. (9)

El cuerpo celular contiene un nudcleo prominente, lisosomas y multiples
mitocondrias, en contraste con el cuerpo celular, los procesos celulares contienen
solo unos pocos organelos (9).

Se han identificado un conjunto de moléculas responsables del mantenimiento de

la compleja estructura tridimensional del podocito. Los podocitos estan
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organizados de forma polarizada con un dominio de membrana luminal y un
dominio basal interconectados entre si, a partir de un citoesqueleto de actina de
tal forma que estas moléculas estan distribuidas entre estos dos dominios. (9).
Asi, el dominio apical (luminal) comprende el cuerpo celular del podocito y los
procesos podocitarios mayores y menores por encima del diafragma de filtracion.
Este dominio contiene dos importantes proteinas, la podocalixina y el GLEEP-1.
La primera es el mayor determinante de la carga negativa de la superficie del
podocito y puede contribuir al mantenimiento de la arquitectura glomerular y la
integridad de los procesos podocitarios
Para fines didacticos, estas proteinas constitutivas del podocito se han clasificado
de acuerdo a su estructura y funcién en (Figura 3):

a) proteinas que mantienen la arquitectura del podocito,

b) proteinas de anclaje a la membrana basal, y

c) proteinas de la barrera de filtracion.

CICLO CELULAR DEL PODOCITO

Las nefronas de los rifiones maduros se desarrollan a partir del blastema
metanéfrico a partir del reborde ureteral. Al principio del desarrollo renal, este
proceso se centra alrededor del desarrollo glomerular y es generalmente dividido
en los siguientes estadios: vesicula, forma de coma, forma de S, asa capilar
glomerular y glomérulo maduro (22), tal como podemos observar en el siguiente

esquema:
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Como consecuencia del alto grado de diferenciacion de los podocitos,
anadlogamente con las neuronas, son incapaces de proliferar. Durante la
glomerulogénesis, los podocitos inmaduros o indiferenciados, entran al ciclo
celular y comienzan a proliferar. Sin embargo una vez que adquieren el fenotipo
maduro y diferenciado, los podocitos salen del ciclo celular y dejan de proliferar,
adquiriendo el fenotipo quiescente del podocito maduro. (7) (Figura 4).

La planificacion del ciclo celular se halla bajo el control de multiproteinas
complejas constituidas por subunidades cataliticas (las Kinasas) y subunidades
reguladoras (las Ciclinas). Estos complejos proteicos regulan secuencialmente el
ciclo celular a través de la activacion ciclina/ciclina-kinasa dependiente (CdK)
incluyendo la progresion a la fase inactiva del ciclo celular denominada (Go), la
sintesis del DNA (fase S) y la mitosis (fase M). (24) (Figura 5).

Cada una de estas fases esta regulada por genes que expresan proteinas
especificas. Durante la glomerulogénesis las células precursoras de los podocitos
proliferan. En la fase S, los futuros podocitos son captados por el ciclo celular, a
partir de este momento, se expresan marcadores de proliferacion tisular y
antigenos nucleares (PCNA, Ki67) los que asociados a las ciclinas A 'y B
provocan sintesis del DNA. Las ciclinas B1 y Cdc2 inducen mitosis de los
podocitos (22).
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Los inhibidores de CdK (p27 y p57) en las fases iniciales de la glomerulogénesis
se hallan ausentes. Cuando se forman los capilares del glomérulo la actividad
mitética cesa, se reorganiza el citoesqueleto y aparecen marcadores de
maduracién celular: sinaptopodina, proteina epitelial glomerular 1, y se
desarrollan los procesos podocitarios (22).

Los cambios operados llevan a una disminucion de los promotores del ciclo
celular (ciclinas y CdK) y concomitantemente a una sobreexpresion de los
inhibidores del ciclo celular: (p21, p27). El resultado final es: maduracion de los
podocitos, inactividad del fenotipo, y la detencién de la proliferacion. (2,22).

Luego de una agresion, los podocitos retornan al ciclo celular. En la mayoria de
las glomerulopatias: nefropatia diabética, glomeruloesclerosis focal vy
segmentaria, enfermedad de cambios minimos y nefropatia membranosa, a pesar
del ingreso al ciclo celular, los podocitos no proliferan pues predominan los
marcadores p21, p27, p57 que son inhibidores de CdK. (2,7).

Las fases G/S que preceden a la detencion del ciclo celular limitan la sintesis del
DNA y la mitosis; por consiguiente, no hay proliferacién, pero los cambios
operados provocan apoptosis o desprendimiento de los podocitos de la
membrana basal glomerular (2).

En ciertas Glomerulopatias sin embargo, se puede observar cierto grado de
proliferacion. En la Glomerulopatia colapsante, el nimero de podocitos aumenta
pero son des-diferenciados pues pierden marcadores de maduracion: el fenotipo
se disregula y la sinaptopodina desaparece. Estos aspectos proliferativos se
superponen con areas colapsantes como se puede observar en la nefropatia por
HIV. Por otro lado, la proliferaciéon no es reparativa resultando en un rapido

deterioro de la funcion renal (Figura 6 y 7).
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Laura Barisoni y cols analizaron el patron de expresion de los marcadores de
maduracion  WT-1, CALLA, el receptor C3b, GLEPP-1, podocalixina y
sinaptopodina y el marcador de proliferacion Ki-67 en pacientes portadores de
glomerulopatia colapsante y nefropatia asociada al VIH (NAVIH) comparados
con aquellos portadores de enfermedad de cambios minimos, glomerulopatia
membranosa y controles sanos. Encontraron que en la enfermedad de cambios
minimos y en la nefropatia membranosa, todos los marcadores de maduracion
se encontraban expresados normalmente a pesar de la proteinuria severa y el
esfacelamiento y fusion de los procesos podocitarios, no observandose tampoco
proliferacion celular. En contraste, en la glomerulopatia colapsante y en la NAVIH
hubo desaparicion de todos los marcadores de maduracion en todos aquellos
glomérulos colapsados y desaparicion de la sinaptopodina en 16% de todos los
glomérulos no colapsados. Esta disregulacion en el fenotipo del podocito fue
asociada con proliferacion celular en ambas enfermedades, concluyendo que la
pérdida de marcadores especificos de maduracion celular define a un nuevo
fenotipo disregulado sugiriendo un mecanismo fisiopatogénico comin tanto para

la glomerulopatia colapsante como la nefropatia asociada al VIH (5).

Una de las moléculas implicadas en el ciclo celular del podocito es la proteina
BCL-2, esta es un proto-oncogen regulador protector de la apoptosis, el cual
promueve la supervivencia celular a través del bloqueo de la muerte celular
programada o apoptosis. Es expresada durante la fase de transicion
mesénquima- epitelio  durante el fendmeno de la nefrogénesis humana,

encontrandose marcadamente reducida después de la fase de asa capilar

16



glomerular, conjuntamente con una regulacion a la alza de la expresion de p27
(12).

El principal producto del gen BCL-2 es una proteina de 26 kD que reside
primariamente en el interior de la membrana mitocondrial, membrana nuclear y
partes del reticulo endoplasmico. El gen BCL-2 normalmente es expresado en
células de supervivencia prolongada o en zonas de proliferacion celular de
tejidos apoptoticos como el timo, piel, intestino y cerebro. Estudios usando lineas
celulares de leucemia o linfoma han mostrado que la proteina BCL-2 interfiere
con el proceso apoptético mediado por el antigeno FAS y el receptor de TNF, por
otra parte, estudios de inmunohistoquimica han mostrado que la expresién de
BCL-2 esta regulada a la alza en rifiones fetales humanos (14).

La migracion celular, proliferacion, diferenciacion y apoptosis juegan un papel
importante durante el desarrollo embrionario fetal. BCL-2 est4 altamente
expresado en el reborde ureteral y mesénquima metanéfrico en etapas
tempranas de la morfogénesis humana y gradualmente va declinando su
expresion en los rifiones posnatales. La pérdida del BCL-2 durante el desarrollo
renal temprano afecta el ambiente en el cual las células epiteliales renales
necesitan para sobrevivir, diferenciarse y madurar (14).

A partir de este conocimiento se ha establecido que el incremento en la
expresion glomerular de BCL-2 parece jugar un papel importante como
antiapoptotico y pro-proliferativo en algunas formas de glomerulonefritis en las
cuales la hipercelularidad puede ser al menos en parte el resultado del
incremento en la expresion de factores de supervivencia como BCL-2 (16).
Recientemente se ha reportado in incremento en la expresion de la proteina BCL-

2 en la nefritis lapica, nefropatia por IgA y glomeruloesclerosis focal y

17



segmentaria, la cual ha sido correlacionada con el ndmero de células que
expresan el antigeno de proliferacion celular (PCNA) o células intraglomerulares
positivas para el marcador Ki-67, con el grado del incremento de proliferacién
mesangial asi como con la magnitud de la proteinuria, indicando una asociacion
entre la expresion de BCL-2 vy la proliferacion celular glomerular (12,15,16). En
base a lo anterior, creemos que BCL-2 también podria jugar un papel importante
en la génesis de la glomerulopatia colapsante como promotor de la proliferacion
de los podocitos.

N.A. Fathi y cols. estudiaron la expresion glomerular del antigeno FAS y BCL-2
en pacientes con nefritis lUpica, para lo cual estudiaron 36 pacientes con nefritis
lupica y 10 controles determinandose la expresion glomerular del antigeno FAS
y BCL-2 mediante inmunohistoquimica evaluandose ademas los niveles séricos
de ambos marcadores mediante la técnica de ELISA, encontrando que en
glomérulos normales  tanto el antigeno FAS como BCL-2  estuvieron
completamente ausentes en comparacion con los pacientes portadores de
nefritis lUpica , la expresion glomerular tanto de FAS como BCL-2 fue observada
en células mesangiales. Igualmente, se encontrd que los niveles séricos de BCL-
2 (217.1 £85.9) y FAS (767.9 + 271) en estos pacientes con nefritis lUpica eran
significativamente mas altos comparados con los controles sanos (148.6 + 87, y

550. 3 £ 91 para Bcl-2 y Fas respectivamente) con p <0.05

Se encontré demas, una correlacion entre los niveles séricos de FAS y BCL-2
con los indices de cronicidad. Comparados con los controles sanos, los
pacientes con nefritis IUpica se asociaron con una expresion glomerular

incrementada y mayores niveles séricos de FAS y BCL-2, estos hallazgos

18



sugieren un posible rol de BCL-2 y FAS en el dafio glomerular durante la

evolucion de la nefritis lGpica.

La expresién de BCL-2 en rifiones normales no es un hallazgo consistente, el
MmRNA de BCL-2 ha sido identificado dentro del glomérulo, en las células
mesangiales y algunos leucocitos que ocasionalmente pueden infiltrar el
glomérulo (14).

Los mecanismos subyacentes para la apoptosis tanto renal como no renal
incluyen al gen supresor de tumores p53, la familia de proteinas relacionadas al
BCL-2 la cual comprende tanto moléculas proapoptéticas (BAD, BAX) como
antiapoptoticas (bcl-2, bcl-XL), de tal forma que la manipulacion genética de la
expresion de BCL-2 en las células glomerulares podria revelar exactamente el

rol de este gen en la patogénesis de diversas formas de glomerulonefritis (16).

PATRONES MORFOLOGICOS DE LAS PODOCITOPATIAS.

Se conocen 4 patrones histolégicos mayores de las podocitopatias (esclerosis
mesangial difusa, glomeruloesclerosis focal y segmentaria, glomerulopatia
colapsante y enfermedad de cambios minimos), los cuales son
morfolégicamente distintos pero todos ellos tienen  grados variables de
esfacelamiento podocitario (9).

La histologia de cada una de estas variedades es muy diferente y especifica, la

cual podemos observarlo en los siguientes esquemas:
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Enfermedad de cambios minimos: los
glomérulos se aprecian normales a la
microscopia de luz. A la microscopia
electréonica la membrana basal glomerular es
normal en sus contornos y espesor, los
podocitos revelan esfacelamiento ademas de
condensacion del citoesqueleto basado en
actina contra la superficie del podocito asi como

transformacion microvellosa.

Esclerosis focal y segmentaria: los glomérulos
se encuentran parcialmente obliterados por
esclerosis segmentaria y hialinosis. El
penacho glomerular puede encontrarse
parcialmente adherido a la capsula de
Bowman, ademés de existir un decremento en

el numero de podocitos (podocitopenia).

Esclerosis mesangial difusa: definida por la
presencia de esclerosis mesangial con o sin
proliferacion mesangial, e incremento
moderado en la actividad proliferativa de los

podocitos

20



Glomerulopatia  colapsante  donde  por
definiciébn el dafio glomerular causa colapso
segmentario o global de las paredes de los

capilares glomerulares, el numero de

podocitos se encuentra sustancialmente
incrementado con formaciones

pseudocrescenticas.

GLOMERULOPATIA COLAPSANTE.

ANTECEDENTES

La glomerulopatia colapsante es un tipo de lesion glomerular descrito de manera
relativamente reciente en la literatura medica. En 1986, Weiss informo de 6 casos
con sindrome nefrético, insuficiencia renal progresiva y cambios histopatologicos
caracterizados por colapso de los capilares glomerulares y alteraciones en las
células epiteliales viscerales. En este trabajo se sugiri6 que esta lesion podria
representar una nueva entidad clinica y patolégicamente distinta de la esclerosis
focal y segmentaria y de la nefropatia asociada al virus de la inmunodeficiencia
Humana (4).

En el informe original de Weiss, uno de los pacientes desarrollo SIDA y se
desconocia el status con respecto al VIH del resto. Esta omision produjo cierta
especulaciéon acerca de que si los pacientes descritos originalmente por Weiss

tenian una nefropatia asociada al SIDA (5,6).
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La controversia termind cuanto a partir de los afios 90s se informa en la literatura
de casos de pacientes con GC primaria, VIH negativos incluyendo una serie de

43 pacientes de la Universidad de Columbia (4).

EPIDEMIOLOGIA

La GC afecta principalmente a personas jovenes pero puede presentarse a
cualquier edad. Existe cierta predominancia por el sexo masculino y en algunos
paises hay predileccion por ciertas razas. En los Estados Unidos la prevalencia
de la enfermedad es mayor en la raza negra, sin embargo, existe una mayor
susceptibilidad de la raza negra para la incidencia y progresion de las
enfermedades renales en general, sobre todo, dafio renal por hipertension (3).

Con respecto a la frecuencia de la GC se ha informado que la prevalencia de la
GC ha ido en aumento en los centros de concentracion de biopsias renales en
los ultimos afios. En México, un estudio multicéntrico retrospectivo mostro una
prevalencia de GC del 15% entre las biopsias renales diagnosticadas como
esclerosis focal y segmentaria en 1985 a 1995. Este porcentaje se aproxima al

informado en la literatura mundial que es de alrededor del 10% (4).

HALLAZGOS HISTOLOGICOS

Las alteraciones glomerulares son caracteristicas. Los glomérulos presentan
colapso y retraccion de los capilares glomerulares que puede ser segmentario o
global y generalmente focal (afeccion de menos de 40% de los glomérulos

observados) y que es més evidente con la tincion del acido peryddico de Schiff
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(PAS). Las células epiteliales viscerales son muy prominentes, se agrupan y
rodean a los capilares colapsados llenando el espacio de Bowman (3,4).

Estas células presentan vacuolas y depdésitos en forma de gotas hialinas que al
estudio de inmunofluorescencia directa muestran positividad para albumina. Esta
acumulacion de células epiteliales viscerales se debe distinguir de la proliferacion
extracapilar (medias lunas celulares) por la presencia en esta ultima de células
fusiformes con matriz intercelular (4).

Al estudio de inmunofluorescencia directa en los segmentos colapsados se
pueden observar depdsitos irregulares positivos para IgM, C3 o C1q atrapados en
la luz capilar. Algunos glomérulos con lesion mas avanzada pueden mostrar
cicatrizacion de zonas segmentarias con el aspecto morfologico a la
microscopia de luz de esclerosis focal y segmentaria y es por esto que en
muchas ocasiones, la GC avanzada se diagnostica como GEFyS primaria (4).

Los cambios intersticiales también son caracteristicos, los tubulos presentan
dilataciones quisticas con aplanamiento del epitelio tubular y fibrosis. En los
glomérulos aparentemente normales a la microscopia de luz se pueden observar
capilares glomerulares con é&reas denudadas de procesos podociticos u
obliteracion de los mismos (4).

Ultraestructuralmente, los podocitos muestran ademas esfacelamiento, edema o
desaparicion de los procesos primarios y pérdida del citoesqueleto basado en la
actina ademas se observan los cambios degenerativos que presentan las células
epiteliales viscerales como son la presencia de vacuolas Yy lipidos en los

glomérulos afectados (4) (Figura 8).
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MANIFESTACIONES CLINICAS

Al inicio de la enfermedad los pacientes refieren sintomas de una infeccion como
son: malestar general, fiebre, adenomegalias y pérdida de peso que preceden a
las manifestaciones renales por algunas semanas. El signo clinico mas constante
y caracteristico de la GC es la presencia de sindrome nefrético con proteinuria
masiva (usualmente mayor a 10 gr/dia) con una evolucion muy rapida hacia
enfermedad renal avanzada a pesar de cualquier forma de tratamiento o a la
muerte por complicaciones de sindrome nefrético (3,4). Otras manifestaciones
clinicas son hipertension arterial, diarrea, mialgias y/o artralgias y erupciones
cutaneas (Tabla 2).

Los hallazgos bioquimicos suelen ser muy diversos y generalmente incluyen
aparicion de dislipidemia, proteinuria en rangos nefroticos, elevacion de azoados,
hipoalbuminemia y disminucion del filtrado glomerular, entre otros (4) (Tabla 3).
La proteinuria es el resultado del dafio producido en las células epiteliales
viscerales, las cuales al degenerar abruptamente pierden su capacidad de

filtracion, produciendo colapso capilar glomerular y proteinuria (3).

PATOGENIA DE LA GLOMERULOPATIA COLAPSANTE

En la patogénesis de la glomerulopatia colapsante se han implicado diversos
factores. Una de las teorias mas apoyadas anteriormente es que se trataba de
una infeccion viral por un retrovirus como por ejemplo, el del VIH. Esta infeccion
viral seria la responsable de los sintomas que refieren los pacientes con

glomerulopatia colapsante al inicio de su enfermedad como son malestar general,
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fiebre, adenomegalias y pérdida de peso, otra situaciobn que apoyaba esta
suposicion es el hecho de que puede aparecer de novo en el injerto renal. En un
estudio en el que se revisaron 892 biopsias de injertos renales entre 1978 y
1998 se encontré un porcentaje de presentacion de la GC de novo de 3.2 %.
Estudios recientes sugieren la idea de que tanto la glomerulopatia colapsante
idiopética y la asociada a infeccion por VIH tienen un mecanismo fisiopatogénico
similar el cual fomenta la disregulacion del fenotipo del podocito. Este concepto
esti basado en el hecho de que ambas entidades muestran idénticos cambios
en el fenotipo del podocito manifestado por la pérdida de marcadores
especificos de maduracion. Igualmente existe un numero comparativamente
similar de podocitos que son reclutados en el ciclo celular, y las alteraciones
morfolégicas en la citoarquitectura del podocito son indistinguibles entre ambas
formas de glomerulopatia colapsante (5).

Esta disregulacién del fenotipo del podocito se encuentra asociada con la
proliferacion celular en ambas enfermedades. Por lo tanto en estudios previos se
ha concluido que la perdida de marcadores de maduracion especificos del
podocito define un nuevo fenotipo disregulado y sugiere un mecanismo
fisiopatogénico en ambas variantes de la glomerulopatia colapsante (idiopatica
o asociada a VIH) (5).

Los podocitos enfermos exhiben una perdida y una ganancia de marcadores de
diferenciacion y proliferacion respectivamente. Recientes estudios indican que las
células epiteliales parietales también pueden ser reclutadas en el proceso de
proliferacion a nivel visceral local, lo cual sugiere que distintos mecanismos
fisiopatogénicos pueden inducir el mismo patron de dafio a nivel glomerular en la

glomerulopatia colapsante (2).
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En cuanto al desarrollo de esta entidad de novo en el periodo postrasplante, se
han propuesto varios factores de riesgo de entre los que destacan los siguientes
(23):

1.- Trasplante renal de donador cadavérico: se ha sugerido que el injerto
procedente de donante cadaver tiene una vulnerabilidad incrementada para el
desarrollo de cambios glomerulares compatibles con Glomerulopatia
colapsante, sin embargo se necesitan estudios subsecuentes de estas
anormalidades histolégicas en el injerto  para la confirmacion de esta posible
asociacion.

2.- Factores en el periodo post trasplante como medicacion inmunosupresora,
dafio inmunoldgico, enfermedad microvascular e infeccion:

- Tanto el rechazo agudo celular o humoral como la disfuncién retardada del
injerto ocurren comunmente en injertos diagnosticados subsecuentemente de
GC de novo (40 y 70% respectivamente) pero esto no es menos frecuente en
otros pacientes con diagnostico subsecuente de GEFyS de otras variedades no
colapsantes.

- Inmunosupresién basada en ciclosporina fue mas frecuentemente empleada en
injertos  diagnosticados posteriormente de GC comparados con aquellos con
GEFyS no colapsante.

- En el rifion trasplantado, anormalidades histolégicas crénicas ocurren
frecuentemente en ausencia de una lesion primaria siendo catalogadas bajo el
término de “Nefropatia cronica del injerto” las cuales pueden ser consideradas
como una via final comin de dafio mediado por mecanismos inmunoldgicos y no

inmunoldgicos a los cuales el injerto puede ser susceptible.
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En este contexto es importante notar que en algunas series de pacientes, la
nefropatia cronica del injerto han sido identificada en la mayor parte de los
pacientes que han desarrollado GC post trasplante encontrandose con mayor
grado de severidad en la GC con respecto a otras formas de GEFyS primaria.
También la combinacion de dafio arterial y arteriolar ha sido més frecuentemente
asociado con el desarrollo subsecuente de GC. Recientemente Nadasdy et al
mostré una distribucion de lesiones glomerulares colapsantes en territorio con
evidencia de cambios vasculares obliterativos sugiriendo un posible rol del dafio
vascular en la patogénesis de la GC.

De tal forma que existe la posibilidad de que el desarrollo pre-existente de
enfermedad microvascular contribuye a los cambios histoldgicos caracteristicos
que distinguen a la GC de otras formas de GEFyS en el periodo post trasplante.
Dentro de la patogenia de la enfermedad, también se ha citado la posible
participacion de agentes virales. Inicialmente esta fue asociada con el VIH mas
sin embargo posteriormente se comprob6 que puede desarrollarse en pacientes
seronegativos, como ya se menciono anteriormente. Otro agente infeccioso viral

asociado a la patogenia de la GC es el parvovirus B19 (1).

Tanawattanacharoen y cols estudiaron la asociacion existente entre infeccion
por parvovirus B19 y glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiopatica, para lo
cual estudiaron 40 biopsias renales de pacientes con los diagnosticos de GEFyS
idiopatica, GC, nefropatia membranosa, enfermedad de cambios minimos y
controles sanos, a partir de la amplificacion de DNA de PvB19 del tejido renal
mediante PCR, encontrando que la prevalencia PvB19 fue mayor en el grupo

de pacientes con GEFyS idiopatica y en las formas colapsantes comparadas con
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los otros diagnosticos (p> 0.05), lo cual podria indicar un posible rol para el

virus en la patogenia de la GEFyS (25).

En un estudio subsecuente Asha Moudgil y cols estudiaron la asociacion entre la
infeccién por parvovirus B19 con el desarrollo de glomerulopatia colapsante
idiopética, para lo cual analizaron biopsias renales de pacientes con el
diagnostico de GC, GEFyS, NAVIH y controles en busqueda de DNA de PvB19
mediante inmunohistoquimica, ademas, también se determino la presencia de

DNA de PvB19 en suero de pacientes mediante PCR.

Ellos encontraron presencia de DNA de PvB19 en el 78.3% de los pacientes con
el diagnostico de GC, 15.8% de aquellos con NAVIH, 22.2% con GEFySy en
25.9% de los controles, el DNa de PvB19 a nivel sérico fue detectado en el
87.5% de los pacientes con GC, 13.6% con GEFyS y en 3% de los controles
sanos (p < 0.001 en GC vs GEFyS, NAVIH vy controles). PvB19 fue
identificado a nivel de células epiteliales viscerales y parietales asi como en
células tubulares. Al final del estudio concluyeron que existe una prevalencia
elevada y estadisticamente significativa de DNA de PvB19 en tejido renal y a
nivel sérico de pacientes con el diagnostico de GC comparado con los otros
grupos de estudio, sugiriendo una asociacion especifica entre la infeccion por
PvB19 vy el desarrollo de GC, del tal forma que en individuos susceptibles la
infeccién viral a nivel de células epiteliales renales podria inducir los cambios

caracteristicos de la glomerulopatia colapsante (1).

Finalmente, un estudio mas reciente mostro que la erradicacion de PB19 con
terapia basada en inmunoglobulina intravenosa fue asociada con ausencia de

recurrencia de la enfermedad en pacientes con GC documentada al recibir un
28



segundo trasplante. Con toda esta evidencia de ha sugerido que es posible que
una infeccion intrainjerto con este virus pueda participar en la patogénesis de la
Glomerulopatia colapsante (1).

Sin embargo, otros estudios no han encontrado una asociacion significativa entre
el desarrollo de la GC y la presencia de PvB19, lo cual implica la posible
participacion de factores regionales y/o étnicos, como en el estudio publicado por
Sundararaman Swaminathan y cols. en 2001, quienes estudiaron 29 biopsias de
tejido renal de pacientes con GEFyS (N=19) y GC (N=10), en el cual todas las
biopsias fueron negativas en la determinacién de DNA de PvB19 (22).

Parvovirus B19 es un miembro de la familia Parvoviridae y es el tnico miembro
de esta familia con capacidad para infectar a los humanos. Ese virus fue
descubierto en 1975 en la sangre periférica de un donador sano. El genoma
consiste en una estructura simple de DNA de 5596 nucleétidos. El genoma de
PvB19 esté contenido en una cépside constituida basicamente por dos proteinas
virales (proteina viral VP1 y proteina viral VP2) asi como otras proteinas no
estructurales (NS1). Las particulas virales de PvB19 poseen una simetria
icosaédrica de 20 lados consistente en 60 capsémeros compuestos
predominantemente por VP2. Esta proteina viral parece facilitar la invasion a las
células huéspedes a través de su extremo amino terminal la cual protruye a
través de la superficie del virion. NS1 es una proteina multifactorial, ya que tiene
funciones regulatorias en el ciclo vital del virus permitiendo por un lado la
replicacion de DNA viral y por otro inhibiendo las vias de apoptosis de las

células hospederas (21) (Figura 9).
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La infeccion por parvovirus es muy comun, presentandose con una distribucion
cosmopdlita. La adquisicion del virus ocurre usualmente en la infancia vy
continla con una prevalencia mas baja en la juventud y la edad adulta, de tal
forma que entre el 70 y el 85% de los adultos muestran evidencia seroldgica de

infeccion previa (21).

La capacidad de infectividad del virus muestra una variacion estacional siendo
mMAs comun en invierno y primavera. La transmision de la infeccién usualmente
ocurre a través de inhalacion del virus a través de las gotitas de “flugge”. Sin
embargo, la infeccion también puede adquirirse en forma vertical de la madre al
feto y menos comunmente a través de transfusiones sanguineas, trasplante de

medula ésea y de 6rganos solidos (21).

El Parvovirus humano B19 es el agente causal del eritema infeccioso o quinta
enfermedad, sin embargo también se ha visto asociado con una amplia variedad
de desérdenes, especialmente con anemia aplasica, anemia crénica en
huéspedes inmunocomprometidos, hidrops fetalis en mujeres embarazadas,
artropatia aguda o cronica y hepatitis (21).

La posible asociacion entre infeccion por PvB19 y enfermedad glomerular ha
sido sugerida por numerosos reportes que describen la aparicion de sindrome
nefritico o nefrético en el curso de la infeccion por parvovirus. Las lesiones
glomerulares han sido caracterizadas por la presencia de proliferacion
endocapilar, incluyendo infiltrado por células polimorfonucleares y linfocitos
ademés de lesiones vasculares caracterizadas por la presencia de infiltrado
leucocitario con edema alrededor de las arterias interlobulares y arteriolas (Figura
10).
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En todos los pacientes, el estudio de inmunofluorescencia muestra depdésitos
granulares de C3 en el glomérulo, arteriolas y arterias interlobulares. El
microscopio electronico revela la presencia de pequefios depoésitos electron-
densos en el mesangio y/o subendotelio, de ahi que se haya especulado que las
lesiones renales pueden ser inducidas por el deposito de complejos inmunes
circulantes o por formacién local de complejos inmunes (17) (figura 8).
Parvovirus B19 también se ha asociado con el desarrollo de vasculitis como la
Purpura de Henoch Schdnlein involucrando venas de pequeiio calibre, arteriolas
y capilares asi como también se ha asociado con vasculitis necrotizante en la
poliarteritis nodosa (21).

La presencia de un receptor celular especifico parece ser necesario para la
susceptibilidad a la infeccion viral. El antigeno P eritrocitario P es el receptor
celular para PvB19. El virus se une al antigeno del sistema del grupo sanguineo

P conocido como antigeno P o globésido (18).

El antigeno eritrocitario P no solo esta presente en los eritrocitos o eritroblastos,
sino también en los megacariocitos, células endoteliales, placenta, higado fetal,
células cardiacas y tejido renal por lo que este tropismo tan especifico determina

los sitios potenciales de afeccion en el humano (18).

El antigeno eritrocitario P fue descubierto en el afio 1927 por Landsteiner y
Levine y esta constituido por tres antigenos glicolipidicos PI, PyP2 y PC, de cuya
combinacion resultan fenotipicamente personas Pi o P2 como se muestra en la

siguiente tabla (19):
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Tabla. Grupos sanguineos

Fenotipo Frecuencia Antigeno presente en los GRs | Anticuerpos en el suero
P1 20-90 % P1, Pk, p Minguna
P2 10-80 % Pk, P Anti-P1
Pk Raro p1, pk anti-p
Pk Raro pk Anti-pP1
P Raro Minguno Anti-PRP1RK {anti . Tja)

Mas del 99 % de la poblacién pertenece a los fenotipos P1 o P2. Ambos expresan
los antigenos P y P* en sus células y se diferencian entre si por la expresion del

antigeno P1 (19).

Los 3 fenotipos restantes, p, P, y P,X, son extremadamente raros,
aproximadamente 1:200 000 individuos y se ha descubierto que la gente que no
tiene antigenos P en sus células son naturalmente resistentes a la infeccion con

este patégeno (19).

Por otro lado, los receptores de trasplante renal son especialmente susceptibles
a muchas infecciones virales primarias o0 reactivaciéon de virus latentes. Las
infecciones virales mas relevantes en el periodo postrasplante son aquellas
causadas por el grupo Herpesviridae, virus respiratorios y virus de hepatitis B y
C. El primer reporte de infeccién por parvovirus B19 en un receptor de trasplante
renal fue publicada en 1986, y a partir de esta fecha se ha reconocido su
importancia como agente infeccioso en el trasplante de drganos sdlidos. A la

fecha de acuerdo a diferentes estudios longitudinales, entre el 1 y el 12% de los
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pacientes sometidos a trasplante renal, presentan infeccién sintomética por
PvB19 durante el primer afio postrasplante.

Esta bien demostrado que en individuos sanos, el mecanismo de infeccion
predominante es a través de las vias respiratorias, sin embargo en los receptores
de organos solidos esto no esta bien definido. La aparicién de los sintomas
desde unos pocos dias hasta varios afios posterior al trasplante sugieren que en
este caso el virus presenta diferentes vias de transmisiébn en donde participe
tanto la via respiratoria, como reactivacion viral en el contexto de
inmunosupresion intensa postrasplante, infeccion a partir del injerto renal e
incluso a través de transfusiones sanguineas.

Una vez establecida la infeccién, existe una inhabilidad para montar una
respuesta inmune humoral y celular eficiente para combatir al virus, por lo que en
algunos casos la infeccién puede ser persistente

Independientemente de la etiologia, el curso clinico de la Glomerulopatia
colapsante es marcadamente uniforme y la mayoria de los casos progresan
rapidamente a enfermedad renal avanzada.

En cuanto al tratamiento de la Glomerulopatia colapsante, los diferentes reportes
en la literatura sugieren un beneficio sustancial con el empleo de plasmaféresis
en el decremento de la proteinuria y mejoramiento de la funcion renal, en
algunas de ellas, hasta un 50% de los pacientes sometidos a esta modalidad de
tratamiento han respondido satisfactoriamente, siempre y cuanto esta terapia
inicie tempranamente en el periodo post trasplante en aquellos pacientes que
experimenten recurrencia temprana o bien su empleo profilactico y terapéutico
(plasmaféresis pre y post trasplante) en aquellos pacientes a los que se les haya

documentado la enfermedad en los rifiones nativos.
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Mas recientemente se han obtenido resultados alentadores con el empleo de
inmunoabsorcion y rituximab para la prevencion y el tratamiento de la

recurrencia de la enfermedad de base.
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CAPITULO Il.- DISENO DEL ESTUDIO, MATERIAL Y METODOS

JUSTIFICACION.

La glomerulopatia colapsante es una forma relativamente nueva de enfermedad
glomerular clasificada como wuna entidad aparte y diferente de la
glomeruloesclerosis focal y segmentaria. Se caracteriza por que el numero de
podocitos aumenta pero son des-diferenciados pues pierden inmunomarcadores
de maduracion celular, presentando una expresion a la alza de otros
inmunomarcadores caracteristicos de las fases inmaduras del desarrollo
podocitario. Por otro lado, se ha visto que una expresion a la alza de la proteina
BCL-2, juega un papel fundamental como antiapoptético y promotor de
proliferacion en algunas formas proliferativas de glomerulonefritis, por lo que
creemos que puede tener un papel importante como promotor de la disregulacion
y proliferacién del podocito contribuyendo a la patogenia de la glomerulopatia

colapsante

Ademas de lo anterior, en diversos estudios, se ha sugerido la participacion de
agentes virales en la patogenia de la GC, especificamente PvB19. Su
identificacion y posterior replicacion en células epiteliales viscerales, parietales y
tubulares podrian inducir los cambios histolégicos caracteristicos de la GC,
principalmente en cuanto al desarrollo de hipertrofia e hiperplasia de las células

epiteliales viscerales y parietales.

El poder definir el patron de afeccién en cuanto a la variabilidad de la expresion
de BCL-2, asi como la posible participacion viral en la induccion de las

alteraciones fenotipicas del podocito abre las puertas al entendimiento de la
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fisiopatologia de esta enfermedad tan devastadora a fin de crear estrategias

futuras de tratamiento con la finalidad de modificar el curso natural de la misma.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢Existen diferencias en la expresion del inmunomarcador BCL2 y en la
positividad para la determinaciéon de DNA de parvovirus B19 en muestras de
tejido renal de pacientes portadores de sindrome nefrotico secundario a
glomerulopatia colapsante con respecto a los controles sanos y a aquellas otras
patologias estudiadas causantes de sindrome nefrético, que permitan establecer
un patron especifico y diferente que defina a la glomerulopatia colapsante del

resto de las podocitopatias?

OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO:

Determinar la expresion del inmunomarcador BCL2 y la presencia de parvovirus
B19 en tejido renal de pacientes portadores de glomerulopatia colapsante,
comparandola con enfermedad de cambios minimos, esclerosis focal vy

segmentaria y en controles sanos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

- Correlacionar la expresion de BCL2 con los parametros clinicos

estudiados
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- Correlacionar la expresion de BCL2 con el grado de severidad de los

cambios histolégicos en las diferentes patologias

- Determinar si existe una correlacion entre el hecho de tener el
diagnostico de glomerulopatia colapsante con una expresion a la alza del

inmunomarcador BCL2

- Identificar si presencia de parvovirus B19 esta relacionada con el hecho

de tener el diagnostico de glomerulopatia colapsante.

HIPOTESIS.

HIPOTESIS NULA:

a).- Existen diferencias en el patron de expresion del inmunomarcador BCL2 y la
positividad para parvovirus B19 en la glomerulopatia colapsante comparada con

otros tipos de podocitopatias y en controles sanos

HIPOTESIS ALTERNATIVA:

a).- No existen diferencias en el patron de expresion del inmunomarcador BCL2 y
la positividad para parvovirus B19 en muestras de tejido renal con diagnostico
histologico de  glomerulopatia colapsante comparada con otro tipo de

podocitopatias y en controles sanos
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CRITERIOS DE INCLUSION

1.- Pacientes de ambos sexos de todas las edades sometidos a biopsia renal
en la que se haya documentado los diagnosticos de glomerulopatia colapsante,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria o enfermedad de cambios minimos, en el
Departamento de Nefropatologia del Instituto Nacional de Cardiologia en el

periodo comprendido de 1997 a 2008.

2.- Se establecera un grupo control constituido por pacientes sanos sometidos a

nefrectomia para donacién con estudio histoldgico renal normal.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.- Pacientes cuyas secciones de tejido renal sean suficientes para el analisis

con microscopia de luz, inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.

2.- Pacientes quienes no cuenten con un resumen y datos clinicos suficientes.

3.- En el caso de los controles sanos se excluiran aquellos cuyo reporte

histolégico presente alguna enfermedad glomerular ya sea primaria o secundaria.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS

DESCRIPCION DE RESULTADOS.

Se estudiaron un total de 88 biopsias renales (45 hombres y 43 mujeres) con
diagnéstico de glomerulopatia colapsante (N=29), glomeruloesclerosis focal y
segmentaria (N=30), enfermedad de cambios minimos (N=10) y controles sanos

(N=14).

La edad media al momento de la toma de biopsia fue de 30.3+13.7 afios para
glomerulopatia  colapsante (rango  8-65), 34.36+£18.17 afios para
glomeruloesclerosis focal y segmentaria (rango 2-74), 28.1+15.65 afios para
enfermedad de cambios minimos (rango 5-60) y 29.68+5.91 afios para los
controles sanos (rango 29-46). No hubo diferencias significativas en cuanto a los
grupos etareos y la distribucién por sexos entre la poblacion estudiada (p>0.53 y

p>0.73 respectivamente).

El nimero total de glomérulos analizados por seccion para cada una de las
entidades estudiadas fue de 13.2+6.43 en glomerulopatia colapsante, 14.93+11.3
en esclerosis focal y segmentaria, 11.5+6.7 en enfermedad de cambios minimos
y 15.4746.31 en controles sanos, no encontrandose diferencias significativas

entre los grupos de estudio (p>0.67, 0.56. 0.71y 0.62 respectivamente).
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Fl
DV

BCL-2G
%

BCL-2T
%

BCL-21
%

PvB19 %

GC (N=29)

15:14

30.3+13.7
39.8+25.7
2.98+3.27

6.66+4.98

46.9+29.64

152.57+27.54

96.42+16.39

283+141.2

275+154.4
2.7+0.6
13.246.4
1.2+41
1.13+0.91
33.9(20)

23.5(4)

0(0)

20(2)

TABLA 1. RESULTADOS

GEFyS (N=30)

15:15

34.3+18.1
23.4+15.7
1.1.58+0.78

5.2+2.76

68.5+30.78

138.68+12.68

87+12.20

312.7+127.5

268.5+152.8
2.840.8
14.9+11.3
1.640.9
1.26+1.08

22(13)

11.8(2)

4(28.6)

50(5)

ECM
(N=10)

4:6
28.1+15.6
13.2+6.5

1.00+0.27

5.7+2.27

81.3+19.41

133.75+11.05

82.25+10.48

386+113.5

260+130.5
2.540.7
11.546.7
0.40.8
0.7+0.69
13.6(8)

11.8(2)

7.1(1)

20(2)

Controles
(N=19)

11:8

29.615.9
11.26+1.8
0.91+0.10

0.19+0.00
5

98.82+48.7
5

114.5+7.6

79.38+5.6
7

175.2+36.
2

181+34.9
4.2+0.2
15.4+6.3
0.05+0.2
0.10+0.3

30.5(18)

52.9(9)

64.3(9)

10(1)

Valor de P

NS

NS
0.001
0.002

0.001

0.001

0.001

0.001

0.000

0.091
0.000
0.000

PvB19. Se detecto en las células epiteliales viscerales, células epiteliales

parietales, tubulos y endotelio.
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Tabla 2. Comparaciones mdltiples entre las variables estudiadas y los grupos de

estudio. (Valor de P)

NS 0.033 | NS NS 0.048 | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
GEFYS

NS 0 0018 | NS 0.002 | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
ECM

NS 0 0.012 |0 0 0 0.002 |0.007 NS 0 0 0 NS NS NS
Controles

NS 0.033 | NS NS 0.048 | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
GC

NS NS 0.008 | NS NS NS NS NS NS NS 0.006 | NS NS NS NS NS
ECM

NS 0.003 |0 0 0 0 NS 0 0.042 |0 0 0 NS NS NS NS
Controles

NS 0 0.018 | NS 0.002 | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
GC

NS NS 0.008 | NS NS NS NS NS NS NS 0.006 | NS NS NS NS NS
GEFYS

NS NS 0883 |0 NS 0.006 | NS 0.005 | NS 0 NS NS NS NS NS
Controles

NS 0 0012 |0 0 0 0.002 |0.007 NS 0 0 0 NS NS NS
GC

NS 0.003 |0 0 0 0 NS 0 0.042 |0 0 0 NS NS NS NS
GEFYS

NS NS NS 0 NS 0.006 | NS 0.005 | NS 0 NS NS NS NS NS
ECM

Glomerulopatia colapsante

Todos los pacientes con el diagnostico de glomerulopatia colapsante
mostraron la presencia de colapso de los capilares glomerulares (segmentaria o
global) vy retraccion del ovillo glomerular con obliteracion de la luz capilar
en ausencia de proliferacion mesangial y endotelial.

En los glomérulos colapsados, las células epiteliales viscerales se observaron
prominentes y numerosas (con hipertrofia e hiperplasia) conteniendo gotas de
reabsorcion proteica.

Tres casos (10.3%) mostraron fibrosis intersticial grado 1ll, 10 casos (34.5%)

mostraron fibrosis intersticial grado Il y 7 casos (24.1%) mostraron una fibrosis
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grado 1. Es importante destacar que 9 casos (un 10.2%) no tenian fibrosis
intersticial, probablemente debido a que 7 de ellos correspondieron a
enfermedad de novo en los primeros 3 meses posterior al trasplante renal por lo
que aun no habian desarrollado un porcentaje significativo de fibrosis intersticial.
El dafio vascular grado 3 se observo en el 10.3% (N=3) de los casos, el grado 2
en el 17.2% (N=5), el grado 1 en el 48.3% (N=14) y en el 24.1% (N=7) no se
encontraron lesiones vasculares.

La funcién renal al momento del diagnostico estimado por la determinacion de
nitrégeno ureico sanguineo y filtrado glomerular se encontré con mayor deterioro
entre los pacientes con el diagnostico histolégico de GC comparado con la
GEFyS, ECM vy controles. Igualmente se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles séricos de creatinina entre la
glomerulopatia colapsante con la enfermedad de cambios minimos y los
controles.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la determinacion de
proteinuria, fibrosis intersticial y dafio vascular entre los grupos de GC, GEFyS

y ECMtal y como se puede apreciar en la tabla 2 y las graficas 1-6
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GRAFICAS 1-6. Correlacion de las variables clinicas e histoldgicas entre los

grupos de estudio

Gréfica 1 Nitrogeno ureico sanguineo

P-0.005

P-0.001
P 0.000

GEFYS ECM CONTROLES

Creatinina serica

Grafica 2
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25
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15
1 | & |

GEFYS ECM CONTROLES
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Grafica 3
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Grafica 4

Proteinuria
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Filtrado glomerular
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Grafica 5

Grafica 6

Fibrosis intersticial

ECM CONTROLES

L 4
Dano vascular

P 0.000

ECM CONTROLES

45



Esclerosis focal y segmentaria no colapsante

En las muestras con diagnostico histologico de GEFyS, 73.33% (N=22)
correspondieron a la variante no especificada, seguida de la variante de la punta
con un 20 % (N=6) y finalmente las variantes del hilio y celular, ambas en un
3.3% (N=1). Se observé fibrosis intersticial grado Il en el 20% (N=6) de los
casos, fibrosis intersticial grado Il en el 43.3% (N=13) de los casos Yy fibrosis

intersticial grado | en el 20% (N=6) de los casos

Varlantes histologicas de la GEFyS

4%

™ NOS

¥ PUNTA
™ CELULAR
® HILIO

El dafio vascular grado 3 se observé en el 16.7% (N=5) de los casos, el grado 2
en el 23.3% (N=7), el grado 1 en el 30% (N=9) y en el 30% (N=9) no se

encontraron lesiones vasculares.

Enfermedad de células epiteliales sin esclerosis (cambios minimos)

En el grupo de enfermedad de cambios minimos el hallazgo predominante fue el

esfacelamiento difuso y obliteracion de los procesos podocitarios asi como la
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presencia de multiples vacuolas de reabsorcién proteica a la microscopia
electrénica. El grado de fibrosis intersticial no fue mayor de 1 y este se encontrd
en un 40% de los tejidos estudiados, igualmente el dafio vascular solo alcanzo el

grado | en un 5.3%.

Grupo control

Los controles mostraron una histologia normal y ausencia de positividad en la
inmunofluorescencia, destacando Unicamente un caso con presencia de
arteriolonefroesclerosis moderada

No hubo diferencias estadisticamente significativas en el grado de fibrosis
intersticial del grupo de GC comparado con el de GEFyS (P>0.496) asi como

entre el grupo de ECM con el grupo control (p>0.738)
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TABLA 2. Hallazgos morfologicos (fibrosis intersticial y dafio vascular) en los

grupos de estudio

GC N (%) GEFYS N (%) ECM N (%) Controles N (%)

Fibrosis intersticial
Grado 0 7(24.1) 9(30) 5(50) 17(89.5)
Grado | 14(48.3) 9(30) 4(40) 2(10.5)
Grado Il 5(17.2) 7(23.3) 1(10) 0(0)

Grado Il 3(10.3) 5(16.7) 0(0) 0(0)

Dafo vascular

Grado 0 9(31) 5(16.7) 8(80) 18(94.7)
Grado 1 7(24.1) 6(20) 0(0) 1(5.3)
Grado 2 10(34.5) 13(43.3) 2(20) 0(0)

Grado 3 3(10.3) 6(20) 0(0) 0(0)

Expresion de BCL-2 vy deteccién de PvB19 en los grupos de estudio.

Se encontrd positividad para BCL2 a nivel de células epiteliales viscerales y
parietales en el 33.9% (N=20) en el grupo de glomerulopatia colapsante, 22%
(N=13) en el grupo de GEFyS, 13.6% (N=8) en el grupo de enfermedad de
cambios minimos y en el 30.5% (N=18) de los controles.

La expresion positiva de BCL-2 a nivel tubular fue de 23.5% (N=4) para el grupo
de GC, 11.8% (N=2) para el grupo de GEFyS, 11.8% (N=2) para ECM y en
52.9% (N=9) de los controles

Finalmente, la expresion a nivel de células inflamatorias e intersticio fue de 0%
(N=0) para GC, 28.6% (N=4) en GEFyS, 7.1% (N=1) en ECM y 64.3% (N=9) de

los controles.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
la proteina BCL-2 en las células epiteliales viscerales, parietales, células
tubulares e inflamatorias entre el grupo con diagnostico histolégico de
glomerulopatia colapsante comparado con glomeruloesclerosis focal vy
segmentaria, enfermedad de cambios minimos y controles (p>0.782, 0.961 y

0.293 respectivamente).

Expresion de BC-2 en el tejido renal

ECM CONTROLES

PvB19 se detecto en el 11.1% (N=2) en el grupo de GC, 17.2% (N=5) en el grupo
de GEFyS, 20% (N=2) en el grupo de ECM y en el 5.9% (N=19 de los controles.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en la positividad para PvB19
a nivel glomerular, tubular y endotelial en el grupo de la GC al compararlo con el

de GEFyS, ECM y controles (p> 0.992, 0.991 y 0.994 respectivamente).
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Deteccidén de PvB19 en tejido renal

oL R _BE BN

ECM CONTROLES

Positividad para PvB19 a nivel glomerular y tubular. Magnificacion 40x

~
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Expresion de BCL-2 a nivel de células epiteliales parietales y epitelio tubular.

Magnificacion 40x
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DISCUSION.

La glomerulopatia colapsante es un tipo de lesion glomerular descrito de manera
relativamente reciente en la literatura médica. Afecta principalmente a personas
jovenes pero puede presentarse a cualquier edad con cierta preponderancia por
el sexo masculino. En nuestra serie de casos, esta se presento en un rango de
edades de 8 a 65 afios, sin encontrar preponderancia por alguno de los sexos.

El signo clinico mas constante y caracteristico suele ser la presencia de sindrome
nefrotico con proteinuria masiva incluso superior a 10 gr/dia, observandose
grados variables de insuficiencia renal al momento del diagnostico, pudiéndose
presentarse como enfermedad primaria en rifiones nativos o bien como
enfermedad recurrente o de novo tras el trasplante renal. En nuestro estudio en
el grupo con GC se presento en un 24.1% (7/30) como enfermedad de novo tras
al trasplante renal, la proteinuria oscilo desde los 2.3 gr/ dia hasta los 22 gr/dia,
sin embargo esta no tuvo diferencias significativas con el nivel de proteinuria
con el grupo de GEFyS y el de ECM. Es importante hacer notar que si se
observo mayor deterioro de la funcién renal con niveles mayores de BUN y
disminucién mayor del FG comparada con los grupos antes mencionados, lo cual
concuerda con la literatura en el sentido de que usualmente los pacientes con el
diagnostico de glomerulopatia colapsante debutan con deterioro de la funcion
renal, proteinuria y sindrome nefrético con mayor gravedad con respecto a los
otros grupos de estudio.

Las alteraciones glomerulares son caracteristicas, los glomérulos presentan
colapso y retraccion de los capilares glomerulares que puede ser global o

segmentario. Las células epiteliales viscerales son muy prominentes,
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presentando vacuolas y depdsitos en forma de gotas hialinas. Los cambios
tubulointersticiales también son caracteristicos con dilataciones quisticas,
aplanamiento del epitelio tubular y fibrosis intersticial asi como también puede
existir dafio a la microvasculatura en grados variables desde engrosamiento de
la intima, proliferacion de la media o arteriolonefroesclerosis, tal y como se
observo en este estudio.

En la patogenia de la enfermedad se han implicado una serie de factores sin
que hasta el momento se haya demostrado completamente la participacion de
alguno de ellos. Dentro de los agentes infecciosos sugeridos como agentes
causales o promotores del desarrollo de glomerulopatia colapsante destacan el
virus de la inmunodeficiencia humana y parvovirus B19. Recientemente Asha
Moudgil y cols reportaron una prevalencia incrementada de PvB19 en tejido
renal obtenido de pacientes con glomerulopatia colapsante comparada con
nefropatia membranosa y enfermedad de cambios minimos (p> 0.001). Ellos
reportaron positividad para PvB19 a nivel de las células epiteliales viscerales,
parietales y células tubulares. Interesantemente nosotros no pudimos demostrar
esta diferencia.

Sin embargo en otras series no se ha demostrado claramente esta asociacion lo
que sugiere participacion de factores demogréficos, medioambientales vy
susceptibilidad individual variable entre las distintas poblaciones. En este
sentido es importante mencionar que no existen hasta la fecha reportes en la
literatura sobre la prevalencia de los diferentes fenotipos del antigeno eritrocitario
P en poblacion mexicana lo cual pudiese explicar una resistencia natural al

desarrollo de esta infeccidn viral en nuestra poblacion.
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En la literatura, se ha mencionado el hecho de que individuos inmunosuprimidos
como los receptores de trasplante renal pueden tener defectos especificos en la
inmunidad celular resultando en la incapacidad para generar una respuesta
celular y humoral adecuada Yy suficiente para eliminar al virus, permitiendo la
persistencia de las particulas virales, posterior a lo cual el virus puede entrar a
una fase productiva pudiendo ser responsable de los cambios histologicos
iniciales observados en la glomerulopatia colapsante, especialmente en cuanto a
la disregulacion del podocito.

En este estudio no se encontré6 una asociacion significativa para la positividad
para el PvB19 entre los diferentes grupos de estudio lo cual revela una baja
prevalencia de infeccion por parvovirus B19 en nuestra poblacion comparado con
otras series, de tal forma que parece no tener participacion en la patogenia de la
glomerulopatia colapsante.

La familia del proto-onco gen BCL-2 que incluye moléculas proapoptoéticas
(BAD y BAX) y antiapoptéticas (BCL-2 y BCL.XI), promueve la supervivencia
celular a través del bloqueo de la muerte celular programada. Se ha postulado
que los niveles relativos de estas dos moléculas podrian jugar un papel
importante en la proliferacion celular durante el curso de algunas enfermedades
glomerulares humanas.

Tsukasa Takemura y cols en 1995 demostraron que el namero de células
positivas para BCL-2 fue mas alta en pacientes portadores con nefritis lUpica,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria y nefropatia por IgA y previamente
Harrison y cols describieron la presencia de cuerpos apoptoticos en los
glomérulos de los pacientes con glomerulonefritis proliferativa. También se ha

documentado que la poblacién con células glomerulares positivas para BCL_2
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correlacionaron en forma significativa con el nimero de células intraglomerulares
positivas para el antigeno de proliferacion nuclear PCNA (p> 0.001), con el grado
de incremento en las celularidad mesangial (p> 0.005) y con la magnitud de la
proteinuria.

Si bien no se ha estudiado hasta la fecha, la proteina BCL-2 podria también jugar
un rol importante en la génesis de la glomerulopatia colapsante al promover la
proliferacion de las células epiteliales parietales y viscerales y la disregulacion
del podocito con expresion a la alza de marcadores de proliferacion celular y a
la baja de marcadores de maduracion celular. Sin embargo en este estudio, no
parece haber una correlacién entre la expresion positiva para BCL-2 cuando se
compara a la glomerulopatia colapsante con los otros grupos de estudio.

Incluso, se encontré positividad en el interior del glomérulo tanto en células
epiteliales viscerales y parietales, asi como en el tibulo en glomérulos sanos
por lo que en nuestra serie, la funcion de BCL-2 como protector de apoptosis no
parece jugar un rol en el desarrollo de glomerulopatia colapsante.

Sin embargo creemos que se requieren mayores estudios a este respecto,
especialmente ante las discrepancias de expresion de BCL-2 tanto en controles
sanos como en diversas glomerulopatias con patrén proliferativo para
determinar exactamente el papel de esta proteina en estas enfermedades
glomerulares, ademas de las limitantes observadas durante el desarrollo de este
estudio como son el tamafio de la muestra dado que se descartaron muchas
muestras dada la baja calidad y cantidad del tejido renal, por otro lado, tampoco
se determino la serologia (PCR) para PvB19 en los casos positivos por lo que
no podemos asegurar que por el solo hecho de encontrar positividad para

parvovirus B19 en tejido renal, impliqgue necesariamente la presencia de
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enfermedad activa o Unicamente el hecho de haber estado en contacto con el
virus previamente.

Otro aspecto importante es el hecho de haber reportado la expresion del
marcador BCL-2 y la presencia de parvovirus B19 en el tejido renal Unicamente
en forma cualitativa, es decir como positivo 0 negativo y no de manera
cuantitativa mediante el uso de histomorfometria lo cual nos brindaria informacion
MAs objetiva y precisa sobre la presencia de estas dos sustancias estudiadas en
el tejido renal.

Tampoco tuvimos una muestra homogénea en cuanto a las diferentes variedades
de la GEFyS por lo que no podemos asegurar si existiera alguna diferencia
significativa en la expresion de BCL-2 y la presencia de PvB19 entre las

diferentes variedades histologicas de esta glomerulopatia.
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CONCLUSIONES

1.- Encontramos positividad para PvB-19 en todas las variantes de enfermedad
de células epiteliales viscerales e incluso en controles por lo que podemos
concluir que en nuestro grupo de pacientes no hubo una mayor asociacion de Pv-

B19 y glomerulopatia colapsante como se ha descrito en la literatura.

2.- No se pudo demostrar de forma estadisticamente significativa, el papel
protector de apoptosis de BCL-2 y eventualmente  condicionante de
supervivencia celular y proliferacion entre una glomerulopatia con rapido
deterioro histoldgico y clinico como es la glomerulopatia colapsante y las otras

variedades.

3.- Hubo mayor dafio tubulointersticial en las biopsias de pacientes con
glomeruloesclerosis focal y segmentaria no colapsante al momento del
diagnéstico, lo que probablemente refleja mayor cronicidad, comparadas con el
grupo de GC en la cual la forma de presentacion y curso clinico suele ser mas
agudo y severo lo que probablemente condicionaria una deteccién mas temprana

y por ende menor cronicidad.

4.- No hubo diferencias estadisticamente significativas en el género en la

glomerulopatia colapsante a pesar de lo reportado en la literatura en donde se

menciona discreto predominio por el sexo masculino
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5.- El grupo etario de pacientes con enfermedad de células epiteliales viscerales
sin esclerosis (enfermedad de cambios minimos) predominante se observd
alrededor de la tercera década de la vida, lo que difiere con respecto a la
literatura en donde se ha reportado dos picos de incidencia en los extremos de la

vida como causante de sindrome nefrético
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