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INTRODUCCION

La enfermedad de células epiteliales viscerales comprende un sindrome clinico-
patolégico que cursa con proteinuria secundaria al dano de los podocitos. Aunque las
diferentes variantes morfologicas de la glomeruloesclerosis focal y segmentaria (EFyS)
comparten algunas caracteristicas patoldgicas, cada vez se conoce mas acerca de sus
diferencias en el curso clinico, lo cual ha sugerido que estas enfermedades son diferentes
en su patogénesis desde su inicio.

La primera imagen diagnodstica de la EFyS se publicé en 1925 y durante los ultimos 30
anos el concepto de EFyS se ha redefinido con mas detalle basado en los estudios
clinicopatologicos de muchos centros a nivel mundial. Actualmente se considera a la
EFyS como un sindrome clinicopatoldgico que se manifiesta clinicamente con proteinuria
en valores nefréticos (mayor de 3g/24 h) asociado con lesiones variables en la célula
epitelial visceral (podocito) que producen obliteracion de los procesos podociticos (1).
La EFyS comprende diferentes subtipos morfologicos que tienen diferente prondstico y
podrian tener diferentes implicaciones terapéuticas. Las variantes morfoldgicas de dafo a
los podocitos asociadas a EFyS incluyen: 1.- variante pertihiliar, 2.- variante celular, 3.-
EFyS con lesion de la punta, 4.- glomerulopatia colapsante (GC), 5.- EFyS con esclerosis
de la matriz mesangial (4). Aunque la apariencia del ovillo glomerular es diferente en
cada una de las variantes, todas tienen en comun el dafno a los podocitos a nivel
ultraestructural. Al momento actual no se ha dilucidado si las variantes morfologicas
reflejan verdaderas diferencias patogénicas o son el resultado de dano histopatoldgico al
podocito de diferente gravedad.

La variante morfologica mas grave por su prondstico es la glomerulopatia colapsante
(GC). En México una revision retrospectiva de la frecuencia de GC en biopsias de
pacientes con sindrome nefrotico mostro ser de 15%, similar a la informada en la
literatura mundial (5).

La glomerulopatia colapsante (GC) es un tipo de lesion glomerular descrito de manera
relativamente reciente en la literatura médica (6). En 1986 Weiss informo de seis casos
con sindrome nefrdtico, insuficiencia renal progresiva y cambios histopatologicos

caracterizados por colapso de los capilares glomerulares y alteraciones en las células
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epiteliales viscerales (1). En este trabajo se sugirio que esta lesion podria representar una
nueva entidad clinicopatologica. A pesar de sus semejanzas morfologicas, es una
enfermedad clinica y patologicamente distinta de la esclerosis focal y segmentaria y de la
nefropatia asociada al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (2). En el informe
original de Weiss, uno de los pacientes desarrollé SIDA y se desconocia el status con
respecto al VIH del resto. Esta omision produjo cierta especulacion acerca de que si los
pacientes descritos originalmente por Weiss tenian una nefropatia asociada al SIDA. La
controversia termin6 cuando a partir de los afios 90 se informa en la literatura de casos
de pacientes con GC primaria, VIH negativos (2-8), incluyendo una serie de 43 pacientes

de la Universidad de Columbia (5).

EPIDEMIOLOGIA

La GC afecta principalmente a personas jovenes pero puede presentarse a cualquier edad
(2-8). Existe cierta predominancia por el sexo masculino (6) y en algunos paises hay
predileccion por ciertas razas (6). En Estados Unidos la prevalencia de la enfermedad es
mayor en la raza negra (4-8). Sin embargo, existe una mayor susceptibilidad de la raza
negra para la incidencia y progresion de las enfermedades renales en general, sobre todo
dano renal por hipertension (9).

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 afnos
(2,5,6), a pesar de que sigue siendo una causa relativamente infrecuente de sindrome
nefrético en general a cualquier edad. En México, un estudio multicéntrico retrospectivo
mostré una prevalencia de GC de 15%, entre las biopsias renales diagnosticadas como
esclerosis focal y segmentaria de 1985 a 1995 (7), mientras que en la literatura mundial

es de 10% (8).
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MANIFESTACIONES CLINICAS

Al 1nicio 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 (1,5).

El signo clinico mas constante y caracteristico de la GC es la presencia de sindrome
nefrético con proteinuria masiva (mayor de 10g/dia), con una evolucion muy rapida a
insuficiencia renal terminal a pesar de cualquier forma de tratamiento o a la muerte por
complicaciones del sindrome nefrotico (9). Aunque existen algunos reportes del uso de
esteroides, ciclofosfamida y ciclosporina (3,5), no hay tratamientos efectivos para la GC.
También se han utilizado inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina ya que se
ha demostrado que son efectivos en disminuir la proteinuria en otras formas de
enfermedad glomerular, incluyendo la nefropatia asociada a VIH (7,10). Otras
manifestaciones clinicas que refieren con frecuencia los pacientes con GC son:
hipertension arterial (56%), diarrea (19%), mialgias y/o artralgias (13%) y erupciones
cutaneas (13%) (3) Tablas 1 y 2.

Es frecuente que los pacientes presenten datos de insuficiencia renal al momento del
diagnostico (7). La velocidad de progresion a insuficiencia renal terminal en la GC varia

de 2 a 15 meses en promedio en diferentes series (5,6).

HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS

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
mas evidente con la tincidon del acido peryoddico de Schiff (PAS) (1,3,4,6). Las células
epiteliales viscerales son muy prominentes, se agrupan y rodean a los capilares
colapsados llenando el espacio de Bowman (Fig 1). Estas células presentan vacuolas y
depositos en forma de gotas hialinas que al estudio de inmunofluorescencia directa
muestran positividad para albumina (4). 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. Al estudio de
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inmunofluorescencia directa en los segmentos colapsados se pueden observar depdsitos
irregulares positivos para IgM, C3 o Clq atrapados en la luz capilar (3). Algunos
glomérulos con lesién mas avanzada pueden mostrar cicatrizacion de zonas segmentarias
con el aspecto morfolégico a la microscopia de luz de esclerosis focal y segmentaria
(EFyS) vy es por esto que en muchas ocasiones la GC avanzada se diagnostica como
EFyS primaria (1, 2, 4). Los cambios intersticiales también son caracteristicos. Los
tubulos presentan dilataciones quisticas con aplanamiento del epitelio tubular y fibrosis
(1, 3, 4). A la microscopia de luz se pueden observar capilares glomerulares con areas

denudadas de procesos podociticos u obliteracion de los mismos (3.,5).

PATOGENESIS

En la patogénesis de la glomerulopatia colapsante se han implicado algunos factores, sin
que se haya podido demostrar la participacion fehaciente de alguno de ellos (2). Una de
las teorias mas apoyadas es que se trata de una infeccidén viral por un retrovirus
semejante al VIH, pero diferente del mismo (2,3). Inclusive para los casos de nefropatia
asociada al VIH se ha propuesto que las lesiones renales podrian ser el resultado de una
infeccion por un virus diferente al VIH, aun no demostrado (3,10). Esta infeccion viral
seria la responsable de los sintomas que refieren los pacientes con GC al inicio de su
enfermedad como son malestar general, fiebre, adenomegalias y pérdida de peso (1,5). En
apoyo a la teoria de que la GC es de origen viral se ha observado que esta lesion aparece
de novo en el injerto renal (6). 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% entre 1993 y 1998, siendo que era de 0% antes de 1993 (11). La
presentacion de la GC de novo en el injerto es mas frecuente cuando el paciente ha
recibido tratamiento anti-rechazo con anticuerpos monoclonales como el OKT3 (2).
Como es bien conocido, la utilizacion de anticuerpos monoclonales como el OKT3
predispone al paciente trasplantado a infecciones virales de novo o a la reactivacion de
infecciones preexistentes (2). Entre las infecciones virales mas frecuentes en el paciente
trasplantado estan las lesiones cutaneas por virus del papiloma humano y la infeccion por
citomegalovirus (12). La frecuencia de la infeccion puede variar de acuerdo con el

nimero de cursos de OKT3 y la cantidad total de inmunosupresion administrada (12).
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Por lo tanto, se ha propuesto que la aparicion de GC de novo en el injerto renal posterior
al tratamiento con monoclonales apoya su supuesto origen viral (2). Por ultimo, se ha
visto que los modelos animales del raton transgénico para el retrovirus recombinante
MPS neo y la porcion temprana del virus Simiano 40 desarrollan una lesion glomerular
de tipo EFyS (3).

A pesar de todas las evidencias indirectas acerca de un origen viral no se ha aislado hasta
el momento algun tipo de DNA viral en el tejido renal de los pacientes con GC. En 1989
Cohen et al reportaron haber aislado DNA viral en biopsias renales y autopsias de
pacientes con SIDA, con una distribucion diferente para los pacientes con nefropatia que
para aquellos sin alteraciones renales (13). En otro trabajo se estudiaron por medio de la
reaccion de polimerasa en cadena (PCR), 22 pacientes infectados por el VIH (14).
Veintiuno de los 22 pacientes estudiados por PCR mostraron la presencia del DNA viral
en glomérulos, tibulos y células inflamatorias, pero no en células del intersticio. El DNA
viral se identifico tanto en pacientes infectados por el VIH con nefropatia, como en

pacientes seropositivos sin afeccion renal (14).

MECANISMOS DE DANO A LAS CELULAS EPITELIALES VISCERALES

La proteinuria es el resultado del dano producido en las células epiteliales viscerales
(podocitos), las cuales al degenerar abruptamente pierden su capacidad de filtracion
produciendo colapso del capilar glomerular y proteinuria (1-3). Ya que no se ha
demostrado dafio citopatico viral directo a las células epiteliales viscerales, es posible que
el dafo que sufren los podocitos en la GC sea el resultado de factores indirectos como
serian factores humorales (15). En apoyo a esto Gltimo, se ha descrito que tanto la GC
como algunos tipos de EFyS no colapsante primaria, pueden recidivar en el injerto renal
al poco tiempo postrasplante, inclusive horas (16). En la EFyS de tipo idiopatico
recidivante, se ha demostrado recientemente la presencia de un factor sérico que podria
estar implicado en la produccion de la proteinuria que presentan estos pacientes (17, 18).
En algunos trabajos en pacientes con diagnostico de EFyS que presentan sindrome
nefrotico recidivante postrasplante, la remocion de ciertas proteinas séricas por medio de
plasmaféresis y adsorcion con Sefarosa A llevo a los pacientes a la remision de la

proteinuria (18 ,19). Sin embargo, el tratamiento con plasmaféresis no era definitivo, ya
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que los niveles de proteinuria de los pacientes regresaban a los niveles que presentaban
antes de la adsorcion a los 2 meses del procedimiento (19). El concepto de que la
sustancia adsorbida era la responsable de la proteinuria se enfatiz6 aun mas con el
hallazgo de que las elusiones de Sefarosa A obtenida de la plasmaféresis, producian
proteinuria en ratas (19). A pesar de grandes esfuerzos para su caracterizacion, las
propiedades de este factor no se han podido dilucidar totalmente. Aunque la
electroforesis con Sefarosa A fija principalmente inmunoglobulinas, la fraccion activa de
las proteinas eluidas inyectadas a las ratas tenia un peso molecular por abajo de 100,000
(19). Esta observacion indica que no se trataba de inmunoglobulinas (19). El analisis por
medio de la técnica de Western blot determind que tampoco se encontraban fragmentos
de inmunoglobulinas en el material eluido (19). Las caracteristicas del material eluido —
labilidad al calor y capacidad de precipitacion con sulfato de amonio- llevaron a la
conclusion de que se trata de una proteina, con la caracteristica poco usual de precipitarse
a concentraciones muy altas, en comparacion con otras proteinas séricas (17 — 20). Ya
que no se trata de una inmunoglobulina se ha propuesto que pudiera ser una linfocina (17
,19) El descubrimiento del factor proteico es importante ya que por medio de la
eliminacion del factor circulante utilizando la plasmaféresis, se beneficia a los pacientes

con EFyS vy se evita la recidiva en el injerto renal. (17- 20).

Un trabajo reciente ha sugerido la existencia de uno o varios factores circulantes que
afecten directamente a los podocitos, y por lo tanto alteren la permeabilidad glomerular a
la albimina en los pacientes con GC (21), de manera semejante a lo que sucede en la
esclerosis focal y segmentaria de tipo recidivante (17- 20). En este estudio se demostréd
que en el suero de los pacientes con GC pueden existir uno o varios factores que son
capaces de alterar la barrera de permeabilidad glomerular a la albumina in Vitro (21).
Utilizando glomérulos aislados de ratas Sprague-Dawley que se incubaron durante 10
minutos a 37°C con el suero de pacientes con GC y albumina sérica bovina, se
demostraron alteraciones en la permeabilidad a la albumina (21). Los resultados se
calcularon midiendo los cambios en el volumen glomerular en respuesta al gradiente
oncoético (21). En apoyo a la teoria de la presencia de factores humorales en la GC, un

estudio en nuestro laboratorio demostré que la inyeccién de suero de pacientes con GC a
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ratas Wistar produce proteinuria a las 24 horas de la inyeccion (15). El analisis
histologico a los 5 dias de observacion mostro alteraciones de los podocitos a nivel ultra
estructural (15). Estos resultados parecen ser concluyentes acerca de la existencia de un

factor sérico asociado a la producciéon de proteinuria en la GC.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Se debe considerar el diagnostico de GC en todo paciente que presente un sindrome
nefrotico de inicio subito con proteinuria masiva (> 10g/ 24 horas), sobre todo si presenta
datos de insuficiencia renal. El diagnéstico definitivo sélo puede establecerse mediante el
estudio histolégico por lo que la biopsia renal juega un papel primordial. Existen dos
enfermedades con las cuales se debe de hacer un diagnoéstico diferencial ya que se
manifiestan por sindrome nefrético y comparten algunas caracteristicas histopatologicos
con la GC, siendo en algunas ocasiones casi indistinguibles morfolégicamente.

Glomeruloesclerosis focal v segmentaria de tipo no colapsante. La GC no parece ser

unicamente una forma avanzada de esclerosis focal y segmentaria (EFyS). Esta
afirmacion se basa en la historia natural de la EFyS no colapsante que, aun en su fase
mas tardia, no se parece a la GC ni clinica ni morfolégicamente (22,23). La GC se
caracteriza por un tiempo de evolucion muy corto, los pacientes presentan un sindrome
nefrotico florido con proteinuria masiva (mayor de 10g/24 h) y evolucionan rapidamente
a insuficiencia renal terminal, independientemente del tratamiento (4-8, 24). La velocidad
de progresion a insuficiencia renal terminal en la GC es de 15 meses en promedio en
algunas series (5,6). La EFyS no colapsante tiene una evolucién lenta a insuficiencia
renal (y no en todos los casos), y el curso de la enfermedad puede ser modificado por el
tratamiento (25). Ademads, los cambios tubulointersticiales que se observan en los
pacientes con GC (dilatacion tubular y alteracion del epitelio tubular), no son los mismos
que en los pacientes con EFyS, aun en la lesion renal avanzada terminal (25). Posterior a
su descripcion se propuso que la GC podria ser una variante de la EFyS pero con un

curso mas agresivo (5). Actualmente esta propuesta sigue siendo controversial.
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Nefropatia _asociada al VIH. La nefropatia asociada al VIH, indistinguible

morfologicamente de la GC, es también mas frecuente en la raza negra (10).
Clinicamente los pacientes con nefropatia asociada al VIH presentan proteinuria en
limites nefréticos y tienen una evolucion rapida a insuficiencia renal terminal (10). Entre
los hallazgos morfologicos mas caracteristicos de la nefropatia asociada al VIH destacan
la presencia de colapso glomerular y los cambios intersticiales con dilatacion tubular y
alteraciones en el epitelio tubular, inclusive mitosis atipicas (26). Con el estudio
ultraestructural es frecuente encontrar numerosas estructuras tubuloreticulares tanto en el
endotelio de los capilares glomerulares como en capilares peritubulares y en células
inflamatorias del intersticio (4). Las estructuras tubuloreticulares son una serie de
microtubulos de aproximadamente 24 NM que se anastomosan entre si, localizados en
cisternas dilatadas del reticulo endoplasmico liso o en las cisternas del Golgi de
localizacion peri nuclear (4). Se ha visto que estas estructuras intracitoplasmicas se
forman en respuesta al interferén alfa (27). Los padecimientos en los que se ha observado
la presencia de estructuras tubuloreticulares, ademas de la nefropatia asociada al SIDA,
incluyen: pacientes con lupus eritematoso, en el injerto renal, en la glomerulopatia
colapsante y en aquellos que han recibido tratamiento con interferén, pero nunca con la
magnitud observada en los pacientes con SIDA (4,28). En un estudio morfologico
detallado de la nefropatia asociada al VIH se encontré un promedio de 0.92 inclusiones
tubuloreticulares por asa glomerular estudiada (4). Esto proporciona una idea de la
frecuencia de estas estructuras en los pacientes con SIDA. Aunque en la GC primaria se
pueden presentar estructuras tubuloreticulares, es muy raro encontrarlas y cuando éstas
se observan, son escasas (5,6).

Ademas, mientras en la nefropatia asociada al SIDA las estructuras tubuloreticulares se
encuentran en las células endoteliales tanto de capilares glomerulares como intersticiales,
en la GC se llegan a observar ocasionalmente en el endotelio de los capilares
glomerulares, pero nunca en otro tipo de capilares (4,28). Por lo tanto, aunque los
cambios a la microscopia de luz pueden ser indistinguibles, la presencia, localizacion y
numero de estructuras tubuloreticulares permiten establecer el diagnostico diferencial

entre GC y nefropatia asociada al SIDA.
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En un estudio retrospectivo en el que analizamos 138 autopsias de pacientes con SIDA
realizadas en un periodo de cinco afios en México, encontramos que 87 pacientes (63%),
tenian lesion renal y de éstos, el 48% tenia GC asociada a SIDA mientras que la EFyS no
colapsante se observo en 32%. El resto de los pacientes con afeccion renal presentaba

lesiones glomerulares inespecificas, lesion tubulointersticial y/o infecciones. (x )

GLOMERULOPATIA COLAPSANTE ASOCIADA A OTRAS ENFERMEDADES
Ademas de los casos de GC primaria, se ha informado en la literatura de casos de GC
secundarios, es decir asociados con otras enfermedades en pacientes VIH negativos. Un
ejemplo de éstos es un informe de un paciente con filariasis por Loa Loa, también
conocida como Loiasis, que presentaba glomerulopatia colapsante (29). La infeccion por
Loa Loa ha sido asociada con frecuencia a lesiones renales por complejos inmunes como
la glomerulopatia membranosa, la glomerulonefritis membranoproliferativa y en
algunas ocasiones a una lesion renal indefinida, esclerosante avanzada (29). También es
conocida la asociacion de GC con infeccion renal por citomegalovirus en pacientes VIH
negativos (Dr. V. Pardo, Universidad de Miami, Comunicacion personal). Una de las
asociaciones descritas de manera reciente que ha tenido importancia por su gran
prevalencia en los pacientes con sindrome nefrotico es la infeccion por parvovirus B-19
(30 -34). Se ha visto que esta asociacion es mayor entre la GC que entre la EFyS no
colapsante (30-34). Se han descrito pacientes con infeccion por PVB-19 que presentan
ademas algunos sintomas descritos en enfermedades autoinmunes como el lupus
eritematoso generalizado (LEG) (35), inclusive serologia positiva para lupus (30). Entre
los sintomas que presentan los pacientes con infeccion por PVB-19 que semejan LEG se
encuentran: erupciones cutaneas, fiebre, fotosensibilidad, vasculitis, artropatia, mialgias,
alteraciones hematologicas, hipocomplementemia, anticuerpos antinucleares (ANA) y
anticuerpos anti DNA de doble cadena, factor reumatoide y anticuerpos anti-linfocitos
(30,35). Es importante senalar que el dano renal que presentan estos pacientes es
secundario al dafio de las células epiteliales viscerales y no al deposito de complejos
inmunes como se esperaria en el LEG. Por ultimo, también se ha descrito recientemente

la asociacion de GC y sintomas de enfermedades autoinmunes (35,36). En una serie de 42
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pacientes con GC, VIH negativos, 13 pacientes fueron clasificados como portadores de

un sindrome semejante al LEG (36).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.- La glomerulopatia colapsante es una entidad agresiva que se presenta con sindrome
nefrotico grave que evoluciona rapidamente a insuficiencia renal terminal a pesar de
cualquier tratamiento.

2.- Aunque no existe todavia un consenso, hay evidencias suficientes para pensar que la
glomerulopatia colapsante es una entidad clinico patoldgica, diferente de la esclerosis
focal y segmentaria y de la nefropatia asociada al VIH, a pesar de que podrian tener un
factor fisiopatogénico comun.

3.- El hallazgo de un factor sérico que dana los procesos podociticos abre un nuevo
camino para avanzar en el estudio de la enfermedad y prevenir su curso inexorable a
insuficiencia renal terminal.

4.- En México un estudio multicéntrico ha mostrado que la GC se presenta con una
frecuencia de 15% sobre la glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiomatica no

colapsante, similar a la frecuencia reportada en la literatura mundial.
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HIPOTESIS
Los pacientes con glomerulopatia colapsante tienen un factor sérico circulante que altera

la permeabilidad glomerular a la albimina a través del dafno a las células epiteliales

viscerales por lo que esta enfermedad se manifiesta clinicamente con proteinuria.
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OBJETIVOS DEL PROYECTO

1.- Demostrar la presencia de factores séricos circulantes que dafian a las células

epiteliales viscerales en los pacientes con GC

2.- Montar un modelo experimental para reproducir la enfermedad (GC), tanto desde el
punto de vista funcional (induciendo la presencia de proteinuria), como histopatologico

(produciendo alteraciones en la célula epitelial visceral).

3.- Identificar el componente sérico en el que se encuentra el factor implicado en el dafio

a los procesos podociticos en la GC.

4.- Analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes con GC.

5.- Estudiar las alteraciones en las células epiteliales viscerales de las biopsias de los

pacientes con glomerulopatia colapsante.

El trabajo sera dividido de acuerdo con los objetivos. En la primera parte, Capitulo I, se
presenta el estudio experimental (objetivos 1, 2 y 3). En la segunda parte, Capitulo II, se
presenta el estudio de los pacientes y los resultados del estudio de las biopsias (objetivos

4y)5).
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CAPITULO I
DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE FACTORES CIRCULANTES EN
PACIENTES CON GC. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN RATAS SPRAGUE
DAWLEY.

RESUMEN

Proteinuria en ratas inducida por la inyeccion de suero de pacientes con GC.
Antecedentes: La glomerulopatia colapsante primaria (GC) recidiva en el injerto
planteando la posibilidad de la existencia de factores circulantes implicados en la
patogénesis de la enfermedad.

Métodos. Con el objeto de determinar la presencia de factores circulantes en el suero de
los pacientes con GC, se montd un modelo experimental in vivo en donde 11 grupos de
ratas recibieron suero de pacientes con GC, suero de pacientes con glomeruloesclerosis
focal y segmentaria (EFyS) no colapsante o de individuos sanos ya sea en su forma
nativa, solo la IgG aislada del suero por cromatografia o el suero sin la IgG. Se
determind la presencia de proteinuria, los valores de creatinina sérica y urinaria y se
calculo la depuracion de creatinina de cada grupo. El analisis histopatologico del rinén
incluyé microscopia de luz, inmunofluorescencia directa contra IgG de rata vy
microscopia electronica de transmision.

Resultados. Las ratas que recibieron suero de pacientes con GC desarrollaron proteinuria
y dano a los procesos podociticos mientras que las que recibieron suero de pacientes con
EFyS o de individuos sanos no mostraron alteraciones clinicas o histopatologicas. Las
ratas que recibieron suero de pacientes con GC en forma nativa desarrollaron proteinuria
marcada (99.2+42 mg/24 h al dia 5, p = 0.0001 comparado con la basal) y disminucién en
la depuracion de creatinina. Las ratas que recibieron solo la IgG aislada del suero o el
suero sin IgG de estos pacientes tambi¢n desarrollaron proteinuria significativa, aunque a
menor escala (46.5£8.4 mg/24h y 30.9+11 mg/24h respectivamente al dia 5, p =
0.0001comparado con la basal). Los glomérulos de las ratas que recibieron suero de
pacientes con GC mostraron colapso focal con retraccion del ovillo glomerular y dano

extenso de los procesos podociticos al analisis ultraestructural. Las ratas que recibieron
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suero de individuos sanos o de pacientes con EFyS no mostraron alteraciones a la
microscopia de luz ni anormalidades ultraestructurales del podocito.

Conclusiones. En el suero de los pacientes con GC existen factores circulantes que
producen dafio a los podocitos mientras que estos factores no estan presentes en los
pacientes con EFyS no colapsante. Los eluidos de IgG de los pacientes con GC producen
proteinuria cuando se inyectan a la rata pero esto también se produce cuando se inyecta el
suero sin IgG lo que plantea que existen varios factores implicados en la patogénesis de

la enfermedad.

MATERIAL, METODOS Y PROCEDIMIENTO

1.- OBTENCION DE LOS SUEROS.

Se utilizo el suero de pacientes con diagnoéstico clinico e histopatoldgico de
glomerulopatia colapsante, segin los criterios de Weiss (1), estudiados en el
Departamento de Patologia y/o Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio

Chavez.

Seleccion de los pacientes.

Veinte pacientes reunieron los criterios histologicos y clinicos para el diagnostico de GC
de los cuales 10 colaboraron con el estudio (Tablas 1A y I1B). Todos los pacientes eran
mexicanos y seronegativos para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), sin
historia de utilizacion de drogas intravenosas. Los datos clinicos se obtuvieron de los

expedientes hospitalarios y la hoja de solicitud de estudio histopatoldgico.

Datos clinicos.

La edad media de los 20 pacientes con GC fue de 32+ 12 afios con un intervalo de 12 a
70 afios. El 60% de los pacientes son hombres (n=12) y el 40% mujeres (n=8). Todos
los 20 pacientes presentaron sindrome nefrético al momento del diagndstico con un
promedio de proteinuria en 24 horas de 8.4 * 4g. Once de los 20 pacientes (55%)

presentaron proteinuria masiva (> 10 g/24 horas). Quince de los 20 pacientes (75%)
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mostraron una creatinina sérica > 1.5 mg/dl. La informacion clinica detallada de los 10
pacientes con GC que participaron en el estudio se presenta en la labla 1A.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Instituto Nacional
de Cardiologia Ignacio Chavez y apoyado por CONACYT 34751-N, por la UNAM-
DGAPA IN-201902 y PAPIIT

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DE LAS BIOPSIAS RENALES DE LOS
PACIENTES CON GLOMERULOPATIA COLAPSANTE.

Se estudiaron 2 6 3 fragmentos cilindricos de tejido renal procesados para microscopia
de luz, microscopia electronica e inmunohistoquimica y un corte congelado para
inmunofluorescencia directa. Los tejidos se procesaron de acuerdo a técnicas
estandarizadas de rutina (37) y fueron incluidos en parafina para la realizacion de cortes a
4 p.  Los cortes para microscopia de luz se tifieron con hematoxilina y eosina, acido
peryddico de Schiff (PAS), metenamina de Jones y tricromico de Mallory. Hubo un
promedio de 15 * 6 glomérulos por seccion en cada muestra. El diagnéstico de
glomerulopatia colapsante se fundamentoé en la presencia de: 1.- Colapso y/o retraccion
de los capilares glomerulares ya sea focal y segmentario o global. 2.- Prominencia de las
células epiteliales viscerales por hipertrofia o hiperplasia con la presencia de gotas
hialinas PAS positivas intracitoplasmaticas. 3.- Cambios tubulo-intersticiales: dilatacion
tubular y fibrosis intersticial.

Todos los casos diagnosticados como GC presentaban por lo menos un glomérulo con
colapso de los capilares glomerulares. La presencia de fibrosis intersticial se analizé de
acuerdo a una evaluacion semicuantitativa basada en una escala de grados I a III de
acuerdo a la cantidad de fibrosis en el area cortical total en 7 campos no cruzados a seco

débil (grado I = <25%, grado II = entre el 25 y el 40% y grado III = >40%).
Todos los pacientes con diagnoéstico histopatoldgico de GC mostraron la presencia de

colapso del capilar glomerular y retraccion del ovillo glomerular con obliteracion de la

luz capilar, aunque en diferentes grados. En 15 pacientes (75%) la lesion fue focal con
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afeccion de uno o dos glomérulos y en el resto (25%) el colapso de los capilares fue
difuso. En todos los glomérulos colapsados las células epiteliales mostraban alteraciones
como la presencia de vacuolas, gotas hialinas y/o proliferacion. Nueve de los 20 casos
(45%) mostraron cambios tubulares que incluyeron dilatacién quistica y atrofia. Siete
casos (35%) mostraron fibrosis intersticial grado II (>25 y < 40% del area cortical total)
con un discreto infiltrado inflamatorio mononuclear asociado a la fibrosis. El resto no

presentaba fibrosis.

Inmunofluorescencia directa: Un fragmento de tejido congelado de cada muestra se
incub6é con anticuerpos monoclonales contra IgG, IgM, IgA, Clq, C3, albimina y
fibrinégeno, conjugados con isotiocianato de fluoresceina. La inmunofluorescencia
directa fue negativa para todos los inmunorreactantes en todos los glomérulos no
colapsados. Los glomérulos colapsados mostraron atrapamiento de IgM o C3 con patréon

esclerotico segmentario.

Solo se realizd la microscopia electronica en 8 de las 10 biopsias. El estudio ultra
estructural en todos los casos estudiados mostrd obliteracion difusa de procesos
podociticos en el 100% de los glomérulos examinados. Los glomérulos colapsados
mostraron plegamiento de la membrana basal de los capilares glomerulares. Las células
epiteliales viscerales de los glomérulos colapsados mostraron numerosas vacuolas
intracitoplasmaticas. La presencia de estructuras tubuloreticulares se demostr6 solo en 2
casos. Estas estructuras se encontraron en el endotelio de las asas capilares. Se
encontraron 2 estructuras tubuloreticulares por 10 campos, en la evaluacion de diferentes
de asas capilares periféricas analizadas a 10,000 aumentos.

La informacion detallada de los datos histopatologicos de la biopsia de cada paciente se

presentan en la tabla 1B.
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SUEROS UTILIZADOS COMO CONTROL.

1.- Sueros de individuos sanos, apareados por sexo y edad con los pacientes con GC,
obtenidos del Banco de Sangre del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran.

2.- Sueros de pacientes con diagndstico de EFyS estudiados de manera prospectiva con
criterio de inclusiéon de contar con una biopsia renal con diagnéstico de EFyS no
colapsante, tipo 1 de acuerdo a la clasificacion para las variantes de EFyS (con afeccion
periférica, sin afeccion del hilio glomerular). Estos pacientes accedieron también a
colaborar con el estudio. La muestra de sangre obtuvo directamente en nuestro
laboratorio en tubos sin anticoagulante. La muestra se tomo entre una semana y un mes
después de la biopsia en donde se estableci6 el diagnéstico de EFyS no colapsante tipo 1,
en pacientes con proteinuria mayor de 3 g/dia y con datos clinicos de sindrome nefrético.
La informacion clinica detallada de los pacientes con EFyS se presenta en la tabla 2A y

los hallazgos patologicos de las biopsias de estos pacientes se resumen en la tabla 2B.

2.- ANALISIS DEL SUERO.

A.- PURIFICACION DE PROTEINAS:

Dialisis y concentracion: objetivo--- eliminacion de sales y moléculas pequenas

Se formo un “pool” con los sueros por grupo. El “pool” de los sueros de los pacientes se
sometid a un proceso de didlisis para eliminar las sales y moléculas pequenas utilizando

el siguiente procedimiento (38):

1.- Se coloc6 la muestra en una bolsa de dilisis de celulosa, se cerré con doble nudo para
evitar el escape de liquido.

2.- El saco bien cerrado se coloco en un volumen grande de una disolucion
amortiguadora fria de baja fuerza ionica (buffer de fosfatos 0.1 M) y se agitd
moderadamente.

3.-El tubo de dialisis tiene poros de determinado tamano que permitieron el paso de
moléculas pequenias de sales inorganicas pero no de macromoléculas.

4.- La salida de moléculas pequenas a la solucion amortiguadora de dialisis decrece la

fuerza i6nica de las proteinas de la disolucion.
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5.- En 6 horas se alcanzo6 un equilibrio dentro y fuera de la bolsa.
6,-Se hicieron recambios de la solucion amortiguadora para disminuir mas la
concentracion de moléculas pequenas

7.- El proceso eliminé también otras moléculas pequenas como ATP y coenzimas.

Preparacion de la membrana de didlisis:

1.- Para 300 o 600 cm. de tubo se colocaron en un recipiente con 4 L de una disolucion
de EDTA 0.5M

2.-Hirvio durante 30 min.

3.- Se decanto la solucion y el proceso se repitio 8 veces mas empleando agua en lugar de
EDTA

4.- Para evitar contaminarla o danarla, la membrana se manejé con pinzas y/o guantes

estériles

B.- CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION PARA EL FRACCIONAMIENTO DE LOS
SUEROS:

Los sueros de los pacientes con GC y de los controles fueron fraccionados utilizando
geles de Sephadex G100, G75 y G50. Los sueros asi fraccionados fueron comparados de
acuerdo a su concentracion proteica. Las fracciones obtenidas se guardaron para
posteriormente ser inyectadas a los animales de experimentacion, ratas Sprague-Dawley
hembras de 250-300 g. Existen diferentes tipos de Sephadex con diferentes caracteristicas
que permiten un diferente limite de exclusion. Como las proteinas que deseabamos aislar
tienen un peso molecular de alrededor de 100,000 se utilizé un tipo de Sephadex que no
filtre proteinas con este peso molecular sino mayores. Para los diferentes geles el limite
de exclusion corresponde al peso molecular del soluto mas pequenio que emerge con el

volumen que se encuentra en los espacios interparticulares.

Preparacion de geles de Sephadex (38):
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1.- Se colocé el Sephadex en un vaso de precipitado y se agregaron 20-30 volimenes de
buffer de fosfatos al 0.1M.

2.- Se mantuvo en agitacion continua

3.- Se decanto y eliminé el sobrenadante.

4.- Se agrego un volumen igual de buffer, y se dejo en contacto durante 3 a 4 horas para
G-25 G-50 y en agitacion continua a 4 grados C durante la noche para los de mayor
grado.

5.- Se elimind el sobrenadante, se reemplazé por un volumen igual de buffer y se calentd
en bafio de agua hirviendo durante una hora.

6.- Se decant6 y reemplazoé el buffer nuevamente.

Para el armado de la columna:

1.-A un volumen de 20 a 30 ml. de buffer Se afiadi6 la suspension densa del gel.

2.-Se eliminaron las burbujas de aire

3.-Se dej6 reposar la columna en posicion vertical hasta se formé una capa densa de gel
en la parte inferior de 4-5 cm. de alto.

4.- Se procedid a abrir la columna y seguir afiadiendo gel hasta completar el volumen

5.- Se conect6 con el reservorio que contiene el buffer de elusion y haciendo pasar una
cantidad suficiente al equivalente de 4-5 volimenes de la columna.

6.-Se filtrd6 hasta que la columna liquida excedi6 en 7-8 cm. la superficie del gel y
entonces se cerro el flujo de la columna.

7.- Para introducir la muestra a filtrar se elimind con pipeta el exceso de amortiguador
eluyendo hasta que la eliminacion fue total.

8.- Se deposito la muestra a filtrar y cuando habia penetrado totalmente en la columna, se
lavo el tope con buffer.

9.- La elusion fue continua hasta que se obtuvo la penetracion total.

C.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.
Se utilizd para el estudio de la concentracion en suero de proteinas nativas tanto de
pacientes con GC como de los controles y para verificar las fracciones. La resolucion

obtenida depende en gran manera del amortiguador seleccionado, su pH y la
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concentracion de acrilamida. El pH del amortiguador afecta directamente la motilidad
proteica. Las proteinas plasmaticas se separan mejor en un buffer con pH de 8.6.
Preparacion de los geles (38,39):

.- Se mezcld la acrilamida, agua y buffer del gel en un frasco de Erlenmeyer de un
brazo.
2.- Se elimino el gas porque el oxigeno inhibe la polimerizacion.
3.- Se agrego persulfato de amonio de TEMED moviendo lentamente para mezclar.
4.- Se pipeteo la solucion del gel en el molde con el peine insertado.
5.- Se agrego agua para sellar la acrilamida del contacto con el aire.

6.- Se dejo reposar el gel a temperatura ambiente por una hora

Preparacion de la muestra:

1.- Las proteinas liofilizadas se disolvieron en amortiguador hasta la disolucion total.

2.- La muestra se dializo contra un amortiguador de baja fuerza iénica.

3.- Las muestras se diluyeron en el rango de 0.1 a 20mg/ml para alcanzar la
concentracion optima.

4.- Se agrego azul de bromo fenol 10 pl por cada 250 pl de solucion muestra.

3.- BIOENSAYO

Con el objeto de montar el modelo experimental para reproducir la enfermedad, se

utilizaron en el proyecto un total de 99 ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley del

bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, con un peso de 200-250 g,

y se formaron 11 grupos (n=9), distribuidos de la siguiente manera:

Grupo 1.- Ratas que no recibieron inyecciones.

Grupo 2.- Ratas que recibieron inyecciones de solucion salina (NaCl 0.9%)

Grupo 3.- Ratas que se inyectaron con suero de individuos sanos (HS), obtenido del
Banco de Sangre del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran.

Grupo 4.- Ratas que recibieron suero de pacientes con GC en forma nativa (sin

adsorcion o fraccionamiento).

23



Avila —Casado Glomerulopatia Colapsante

Grupo 5.- Ratas que recibieron suero de pacientes con esclerosis focal y segmentaria
primaria, no colapsante (EFyS).

Grupo 6.- Ratas que recibieron suero sin IgG de HS.

Grupo 7.- Ratas que recibieron suero sin IgG de pacientes con GC.

Grupo 8.- Ratas que se inyectaron con suero sin IgG de pacientes con EFyS.

Grupo 9.- Ratas que se inyectaron con IgG aislada del suero de HS.

Grupo 10.-Ratas que recibieron IgG aislada del suero de pacientes con GC.

Grupo 11.- Ratas que se inyectaron con IgG aislada del suero de pacientes con EFyS.

Protocolo de administracion IV de los sueros:

Los sueros se administraron diariamente, de manera intravenosa (IV), en las venas de la
cola durante 5 dias seguidos, La concentracion fue de 25mg/ml en salina con un volumen
final de 1 ml. Las inyecciones se aplicaron cada 24 horas, previa sedacion en una camara
de narcosis (Daigger), de acuerdo al siguiente procedimiento:

Las ratas permanecieron en jaulas metabolicas de Nalgene con acceso a agua y comida ad
libitum, desde 24 horas antes de la primera inyeccion y hasta 24 horas después de la
ultima. Antes de su colocacidn en la caja metabolica correspondiente, las ratas fueron
pesadas y etiquetadas con numeros progresivos con aretes metalicos en la oreja derecha.
Cada dia la rata fue separada de la caja a la misma hora, para ser colocada directamente
en la camara de narcosis la cual esta preparada con éter. Después de unos minutos, la rata
se duerme y es separada de la cdmara de narcosis, la cola se sumerge en agua caliente
(50-60 grados C), se coloca sobre la mesa y se pone un tubo que contiene un algodén con
éter cerca de la nariz, sin presionar, a una distancia de 2 cm. Se procede inmediatamente
a inyectar en la vena de la cola 1ml de la soluciéon suero/salina con una jeringa de 3 cc
que tiene una aguja con gauge 30. Después de la inyeccion, se limpia la cola nuevamente

con agua fria y se regresa a su caja metabolica.
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Las ratas fueron sacrificadas 24 hrs. después del ultimo contacto con el suero por
el método de fijacion-perfusion in situ siguiendo los lineamientos éticos para el manejo

de pequeiias especies.

B- PROTOCOLO DE ADMINISTRACION DEL SUERO:
Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley (Bioterio del INC), con peso de
180-200 g las cuales permanecieron en cajas metabolicas de Nalgene durante todo el

periodo de observacion del experimento, para la medicion de la proteinuria de cada 24 h.

El suero fue administrado:
1.- Por medio de inyecciones IV en bolo, diarias en las venas de la cola, a razon
de 1ml de suero en solucion salina. La dilucion fue de 25mg/ml, determinada por un

estudio previo de reactividad de los sueros.

C.- PROTOCOLO DE MEDICION DE LA PROTEINURIA

Las ratas fueron colocadas en cajas metabdlicas de Nalgene con acceso libre a agua y
alimento para ratas (PMI 5001 y 5008). La presencia de proteinuria se midi6 diariamente
en orina de 24 horas, tanto en el dia previo a la primera inyeccion o contacto con el suero
(dia 0) para obtener los niveles basales, como durante cada uno de los dias de
observacion en los cuales la rata estuvo en contacto con el suero. La orina fue
almacenada a 4 ° C, hasta ser analizada. Los niveles de proteinuria se determinaron a
través de la utilizacion de tiras reactivas el dia de la obtencion de la muestra y utilizando
el método cuantitativo de precipitacion (Biuret), que se describe brevemente a
continuacion (40).

Meétodo de Biuret para cuantificacion de proteinas.

Se mezclaron 40 pl de orina con 2 ml de NaOH al 10%, 560 pul de agua destilada, 100 pl
de desoxicolato de sodio al 0.4% y 100 pl de CuSO4. La muestra se mezcla en el vortex

por 10 segundos y se deja incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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Finalmente, se realiza la medicion de las proteinas por medio de espectrofotometria a 540
nm utilizando una curva de calibracion con albimina sérica bovina.

Se consider6 como proteinuria a aquellos valores por arriba de los niveles basales
normales, es decir los niveles de proteinuria que los animales presentaban el dia 0, antes
de la primera inyeccion.

D.- ESTUDIOS MORFOLOGICOS:

Los animales fueron sacrificados (previa nefrectomia derecha en fresco, sin fijador) por
medio del método de perfusion-fijacion in situ del rindn izquierdo con MJK2, (fijador
modificado de Karnovski consistente en formaldehido-para- formaldehido), bajo
anestesia con Pentobarbital Sédico (Thiopental, Abbot Laboratories de México, S.A. de
C. V.). El rifién derecho fue cubierto con un crioprotector (Tissue Teck, Laboratorios
Milles) y congelado a —20° C en el criostato. Ya congelado se trasladé a la ultra
congeladora para su conservacion a —75 °C, hasta ser utilizado. Del rindn izquierdo se
tomaron muestras para microscopia de luz, inmunohistoquimica en tejido fijado y
microscopia electronica de transmisioén y de barrido. Para el procesamiento de tejidos
para inmunofluorescencia, microscopia de luz y microscopia electrénica se utilizaron
métodos estandarizados de rutina (37). La IF directa se realizo en cortes por congelacion
a 4 micras, incubados con anticuerpos comerciales unidos a isotiocianato de fluoresceina
dirigidos contra IgG de rata (37) (Caltag Laboratories Inc. San Francisco California, E.
U. A)

Se estudi6 ademas el bloque pulmonar. Los pulmones fueron perfundidos por via
transtraqueal con fijador (MJK2). Los cortes representativos se procesaron para
microscopia de luz de acuerdo a técnicas de rutina (37) y fueron incluidos en parafina.
Los cortes a 4u se tifieron con HE, PAS y Mallory. Se procesaron cortes de pulmén para

estudio de microscopia electronica.

FIJADORES:
Para los estudios morfologicos del material fijado se utilizé como fijador MJK2, una
mezcla de para-formaldehido / glutaraldehido en amortiguador de cacodilatos (2% de

para-formaldehido y 2.5% de glutaraldehido en una solucion amortiguador 0.1M de

cacodilatos/HCL, pH 7.4)
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ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA:

Las muestras de tejido renal de los pacientes se estudiaron también con
inmunohistoquimica (IHQ) utilizando anticuerpos comerciales para determinar la
expresion de una serie de moléculas que podrian estar relacionadas con la produccion del
dafio a la célula epitelial visceral. Los inmunomarcadores que se realizaron en las
biopsias renales son: Bel2, CD68, CD45, y Parvovirus B-19.

En los cortes de tejido pulmonar se realizaron los siguientes inmunomarcadores: CD45,

CD45RA, CD45RO, CD68.

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA SISTEMA ABC (37):

1.- Se desparafinaron las laminillas en el horno caliente. Los cortes estaban incluidos en
parafina con punto de fusién menor a 60°C para evitar que se desnaturalicen los sitios
antigénicos (Merck, México). Las laminillas se hidrataron en agua destilada.

2.- Se bloqued la peroxidasa endogena con una solucion de metanol y peroxido de
hidrégeno por 30 minutos.

3.- Se rehidrataron las laminillas en dos cambios de agua destilada.

4.- Se colocaron las laminillas en amortiguador de fosfatos (PBS) durante 2 minutos.

5.- Se realizé digestion enzimatica para descubrir sitios antigénicos utilizando tripsina,
pepsina o pronasa. Se coloco la enzima 20 minutos a temperatura ambiente o 10 minutos
a3 C.

6.- Se enjuagaron las laminillas con PBS y se incubaron con suero normal de la misma
especie que el anticuerpo puente por 30 minutos. Después de este tiempo se drenaron las
laminillas.

7.- Se limpio el exceso de liquido, se marcé un circulo alrededor del tejido con un
marcador indeleble graso y se incubd con el anticuerpo primario en una camara humeda

durante 12 horas a 4° C.
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8.- Se enjuagaron las laminillas con PBS.

9.- Se seco el exceso de liquido y se incub6 con el anticuerpo secundario biotinilado por
12 horas a 4° C, en una camara himeda.

10.- Se enjuagaron las laminillas en PBS.

11.- Se seco el exceso de liquido y se aplico el complejo avidina-biotina por 30 minutos
a temperatura ambiente, en la cdmara himeda.

12.- Se enjuagaron las laminillas con PBS, se seco el exceso de liquido y se agregé la
diaminobencidina (DAB). Se observo el revelado bajo el microscopio.

13.- Para detener la reaccion se colocaron las laminillas en dos cambios de agua
destilada.

14.- Las laminillas se contrastaron con hematoxilina, alcoholes y xilol.

15.- Se cubrieron con resina Entellan y se observaron al microscopio.

MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (37).

La muestra se proces6 inmediatamente para evitar su deterioro.

Se cortaron muestras de tejido no mayores a 2mm de didmetro y se fijaron con Parafor G
(para formaldehido al 4% con 1% de glutaraldehido con un pH de 7.4). Las muestras se

postfijaron en tetréxido de Osmio. Todos los cortes se llevaron a fino y semifino.

ANALISIS ESTADISTICO.
Los resultados del protocolo de inyecciones del suero total y fraccionado de pacientes
con GC y de individuos sanos se expresaron como el promedio + la desviacidn estandar
de la proteinuria de 24 horas en todos los grupos durante 5 dias del periodo de
observacion y las cifras basales del dia 0. La importancia estadistica se calculd con la

prueba de t (Sigma Stat Version 2.1). El valor de P de dos colas se fijé a <0.05.
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RESULTADOS.

Pacientes.

Los pacientes seleccionados para el estudio reunieron los criterios histopatologicos y
clinicos diagnosticos de GC (1) o EFyS. Todos los pacientes estuvieron de acuerdo en
participar en este estudio. El protocolo se registrd y estuvo aprobado tanto como por el
Comité de Etica e investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chéavez
como por CONACYT y DGAPA / PAPIIT UNAM. Las caracteristicas clinicas y
hallazgos histopatologicos de las biopsias de los pacientes se presentan en las tablas 1 y
2. Las muestras de suero para el estudio se tomaron entre 1 semana y 30 dias después de

haber confirmado el diagndstico por medio de la biopsia renal.

Resultados del analisis de la proteinas y eluidos de la proteina A

Se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de las proteinas
eluidas de la proteina unida a agarosa-A o de las obtenidas por fraccionamiento para
demostrar que la proteina aislada correspondia a IgG calculando el peso molecular y
comparando las bandas obtenidas con IgG comercial (Sigma) utilizada como control con

un peso de (150 KD) (Fig. 1).

Efectos de la inyeccion del suero total o IgG aislada en pacientes con GC, EFyS o
individuos sanos sobre la funcion renal y la excrecion urinaria de proteinas.

Se utilizaron los valores de la excrecion urinaria de creatinina y la creatinina sérica de
cada grupo para calcular la depuracion de creatinina en ml/min. (41) como una
evaluacion indirecta de la funcion renal. Los resultados mostraron que en las ratas
inyectadas con suero de paciente con GC ya sea en forma nativa o la I1gG purificada (
grupos 4, 7 y 10) tuvieron disminucion en la depuracion de creatinina comparado con los
grupos que recibieron suero o IgG de individuos sanos pacientes con EFyS o solucion
salina p<0.0001. Estos resultados se muestran en la tabla 4.

La excrecion urinaria de proteinas en las ratas inyectadas con suero o IgG aislada de
pacientes con GC mostrd ser estadisticamente significativa (p=0.0001 y p<0.00001

respectivamente), comparado con las ratas que recibieron el suero de individuos sanos las
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cuales no desarrollaron proteinuria. Los resultados de la excrecién urinaria de proteinas
en los 11 grupos se muestran en las graficas de la Fig. 2

Grupo 1.- (sin inyecciones) Los niveles de proteinuria fueron similares a los basales (dia
0) durante los 5 dias del periodo de observacion.

Grupo 2.- (solucién salina NaCl 0.9%) Los niveles de proteinuria permanecieron en los
niveles basales (similares a los del dia 0), durante los 5 dias de observacion.

Grupo 3.- (suero de individuos sanos HS) Las ratas de este grupo no mostraron
proteinuria durante los 5 dias de observacion por lo que permanecieron en niveles
similares al dia 0.

Grupo 4.- (suero de pacientes con GC en forma nativa sin adsorcion o fraccionamiento).
Las ratas pertenecientes a este grupo presentaron proteinuria 24 horas después de la
primera inyeccion (50.0+£6.3 mg/dia) y la excrecion de proteinas aumentd a 99.2+42
mg/dia (p<0.001, comparado con las cifras basales).

Grupo 5.- ( suero de pacientes con esclerosis focal y segmentaria primaria, no colapsante
EFyS). Las ratas no desarrollaron proteinuria y la excrecion urinaria de proteinas fue
similar a las cifras basales durante los 5 dias del periodo de observacion.

Grupo 6.- ( suero sin IgG de HS). Las ratas no desarrollaron proteinuria y la excrecion
urinaria de proteinas fue similar a las cifras basales durante los 5 dias del periodo de
observacion.

Grupo 7.- (suero sin IgG de pacientes con GC). Las ratas de este grupo desarrollaron
niveles bajos de proteinuria los dias 4 y 5 (30.9£11, p<0.001 comparado con la basal).
Grupo 8.- (suero sin IgG de pacientes con EFyS). Las ratas de este grupo no
mostraron proteinuria por lo que sus niveles al dia 5 eran similares a los basales

Grupo 9.- Ratas que se inyectaron con IgG aislada del suero de HS. Las ratas de este
grupo no mostraron proteinuria por lo que sus niveles al dia 5 eran similares a los basales
(dia 0).

Grupo 10.- (IgG aislada del suero de pacientes con GC). Las ratas desarrollaron niveles
medios de proteinuria el dia 3 y el dia 5 la excrecion fue de 46.54£8.4 (p<0.001
comparado con la basal).

Grupo 11.- ( IgG aislada del suero de pacientes con EFyS). Las ratas de este grupo no

mostraron proteinuria por lo que sus niveles al dia 5 eran similares a los basales (dia 0).
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Hallazgos histopatolégicos.

Se analiz6 un promedio de 150 glomérulos por rata para la microscopia de luz. Para la
microscopia electronica se evalud un promedio de 5 glomérulos por muestra.

Las ratas que recibieron inyecciones de suero de pacientes con GC en cualquiera de sus
formas (grupos 4, 7, 10) presentaron retraccion del ovillo glomerular por microscopia de
luz y obliteracion o aplanamiento de los procesos podociticos en la microscopia
electronica (Fig. 3). Las ratas que recibieron solucion salina y las que recibieron suero de
EFyS o individuos sanos, no mostraron alteraciones histopatologicas. El analisis
detallado de los hallazgos histopatologicos en los 11 grupos de ratas se presenta en la
tabla 4 y las fotomicrografias en la figura 3.

La inmunofluorescencia directa contra IgG de rata fue negativa para la presencia de
complejos inmunes en todos los grupos, pero mostrd positividad lineal en la membrana
basal de los capilares glomerulares mostrando hiperfiltracion en los grupos de ratas que

recibieron suero de pacientes con GC en cualquiera de sus formas.

Estudio histopatolégico del tejido pulmonar.

Se evaluaron las alteraciones pulmonares en dos grupos de ratas: Grupo 1, ratas que
recibieron suero de pacientes con GC en su forma nativa y Grupo 2, ratas que recibieron
suero total de individuos sanos.

Grupo 1.- Los cortes histoloégicos de pulmén mostraron expansion intersticial por la
presencia de un infiltrado inflamatorio mononuclear compuesto por linfocitos y
monocitos. Estos cambios se observaron en todos las muestras pulmonares pertenecientes
a este grupo. El infiltrado inflamatorio era mas abundante en sitios peribronquiales en
donde formaba verdaderos nddulos linfoides que se extendian hasta el epitelio
respiratorio con ruptura de la membrana basal. Estas alteraciones también se observaron
en los cortes estudiados con microscopia electronica de barrido. En dos casos se
encontraron nodulos linfoides de localizacion subpleural. No se observaron

bronquiectasias, bronquiolectasias, fibrosis bronquiolar o neumonia.
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Grupo 2.- No se encontraron alteraciones en las muestras de tejido pulmonar en ninguna
de las ratas pertenecientes a este grupo. La microscopia de luz mostré una arquitectura
pulmonar normal con ausencia total de infiltrado inflamatorio. Los cortes con

microscopia electrénica de barrido tampoco mostraron alteraciones.

DISCUSION.
Con el objeto de estudiar los efectos de la inyeccion del suero sobre la produccion de
proteinuria y el dano histopatoldgico, en este estudio se inyecté el suero de los pacientes
con diagndstico clinico-patologico de glomerulopatia colapsante (GC) a ratas Sprague-
Dawley utilizando como control el suero de pacientes con glomeruloesclerosis focal y
segmentaria no colapsante (EFyS) y suero de individuos sanos del Banco de sangre,
apareados por sexo y edad.
El suero se administré en una de las siguientes tres maneras:
1.- En su forma nativa (sin adsorcion o fraccionamiento)
2.- La IgG aislada del suero por medio cromatografia con agarosa-A (elusiones)

3.- El suero restante, sin IgG, extraida por medio de cromatografia con agarosa-A.

Los resultados mostraron claramente que la inyeccion del suero de los pacientes con GC
a ratas Sprague-Dawley, en cualquiera de las tres maneras mencionadas anteriormente,
indujo proteinuria y dano de las células epiteliales viscerales.

Se ha propuesto que los pacientes con dafio de las células epiteliales viscerales con patron
morfologico de glomerulopatia de cambios minimos (CMG) o con diagnostico clinico de
esclerosis focal y segmentaria (EFyS) que presentan recidiva del sindrome nefrotico
postrasplante podrian presentar factores circulantes responsables del dano a las células
epiteliales viscerales (19,43). Con respecto a los pacientes con GC, un estudio elegante
realizado in Vitro demostré que algunos factores circulantes presentes en el suero de los
pacientes con GC pueden producir cambios en la permeabilidad glomerular cuando se
utilizan glomérulos aislados incubados con el suero de los pacientes con GC (21). Sin
embargo hasta el momento no se habian realizado estudios in vivo que mostraran

claramente la evidencia del dafio histopatologico a la c¢lula epitelial visceral secundario a

2



Avila —Casado Glomerulopatia Colapsante

la presencia de factores circulantes en pacientes con diagndstico especifico de GC. En
apoyo a la evidencia de la presencia de factores circulantes en pacientes con GC se ha
identificado ya la recidiva temprana de la GC en pacientes trasplantados. El tiempo de
recidiva informado en la literatura en diferentes series varia entre 4 y 26 semanas (17,21),
basado en la presencia de proteinuria en el examen general de orina pero este
descubrimiento depende primordialmente de si se realiza o no la biopsia renal. Algunos
estudios han informado de recidiva de la enfermedad 144 meses postrasplante, después
de que se tomo6 una biopsia renal por otras causas (45). La hipétesis de los factores
circulantes también ha sido apoyada por la observacion de que la plasmaféresis y la
adsorcion proteica en una columna con proteina A, a menudo disminuye la excrecion
urinaria de proteinas en pacientes con sindrome nefrético recidivante (45). El efecto
sobre la proteinuria es sin embargo transitorio y después de algunas pocas semanas los
pacientes tienen recidiva de los sintomas (17,19). Por lo tanto, la posibilidad de que los
pacientes con GC tengan factores circulantes capaces de alterar la permeabilidad
glomerular a las macromoléculas se ha sugerido de manera repetida por diferentes autores
(2,5,6,17).

Algunos estudios sobre la utilidad de la plasmaféresis para el tratamiento de la EFyS
recidivante en el injerto han mostrado que este método reduce la proteinuria y el dano
glomerular (29). En este ultimo estudio la plasmaféresis redujo la proteinuria de un
promedio de 12 + 7.46 g/24 horas a 5.1 + 7.43 g/24 horas, lo cual fue estadisticamente
significativo (p<0.0001) (29). La demostracion del papel que juegan los factores
circulantes en la patogénesis del dafio glomerular en la GC podria ser de gran utilidad ya
que el tratamiento sistematico con plasmaféresis podria ayudar no solo a reducir la
proteinuria sino que si dicho tratamiento se administrara de manera temprana los
pacientes podrian evitar el deterioro progresivo de la funcion renal que produce, entre
otros factores, el mantener cifras elevadas de proteinuria.

Aunque no se ha demostrado alguna evidencia de que las inmunoglobulinas jueguen
algin papel en la produccion de proteinuria en el sindrome nefrotico recidivante, algunos
estudios han propuesto que la IgG podria inducir la produccién de proteinuria en la EFyS
que se presenta en el trasplante como sindrome nefrético recidivante (19). Estos estudios

han demostrado la disminucion de la excrecion urinaria de proteinas en pacientes con
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sindrome nefrético recidivante posterior a la adsorcion con Proteina A. Es bien conocido
que la Proteina A atrapa y se adhiere al dominio constante de algunas inmunoglobulinas
(19). En el presente estudio las ratas que fueron inyectadas con IgG aislada de pacientes
con GC (Grupo 10), desarrollaron proteinuria leve (46.5 + 8.4 mg/dia), comparado con
aquellas ratas inyectadas con suero total de pacientes con GC (Grupo 4) que mostraron
niveles significativos de proteinuria al dia 5 (99.2 + 42 mg/dia). También es importante
mencionar que las ratas que recibieron suero de pacientes con GC sin IgG también
mostraron proteinuria aunque en menor cantidad (30.9 + 11 mg/dia). Esta observacion es
muy interesante ya que sugiere que los factores responsables de la produccion de
proteinuria en los pacientes con GC se encuentran no solo unidos a la IgG sino que otros
factores presentes de manera libre en el suero también juegan un papel importante en el
desarrollo de la proteinuria. Estos hallazgos también apoyan la hipotesis de que existe
mas de un factor responsable de la alteracion de la permeabilidad glomerular y que por
lo tanto, la administracion de todos los factores en conjunto, como sucedi6 en el Grupo 4
que recibid el suero en su forma nativa, produce mucho mayor proteinuria que cuando el
suero se administra fraccionado (Grupos 7 y 108). Se ha descrito que los eluidos de la
agarosa-A contienen otras proteinas ademas de la IgG (5). En este estudio se analizé el
material eluido por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida en dodecil sulfato
de sodio al 5 y 10% bajo condiciones reductoras y no reductoras para medir el peso
molecular de la IgG aislada. La inmunotransferencia de esos geles mostré una banda
proteica similar ala banda de IgG comercial que se utilizo como control y no se
identificaron otras bandas proteicas.

Los hallazgos histopatoldgicos en los diferentes grupos de ratas mostraron claramente la
presencia de dano a las células epiteliales viscerales con obliteracion de procesos
podociticos a nivel ultraestructural en todas las ratas que recibieron suero de pacientes
con GC comparado con las ratas que recibieron suero pacientes con EFyS no colapsante o
suero de individuos sanos. No hubo diferencia en el tipo de dano histolégico entre los tres
grupos que recibieron suero de pacientes con GC (Grupos 4, 7 y 10), sin embargo en el
grupo 4 (suero de pacientes con GC en forma nativa), hubo mayor retraccion y colapso
del ovillo glomerular y la obliteracién de procesos podociticos era mas extensa en la

microscopia electronica. Por medio de microscopia electronica no fue posible demostrar
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la presencia de plegamiento de la membrana basal de los capilares glomerulares, vacuolas
hialinas en las células epiteliales viscerales o estructuras tubuloreticulares en el endotelio
en ninguno de los casos. Debido a los hallazgos histolégicos mencionados, las ratas que
recibieron suero de pacientes con GC en cualquiera de sus formas desarrollaron una
alteracion histopatologica similar a la descrita en la enfermedad de cambios minimos en
donde clasicamente se observa proteinuria y obliteracion de procesos podociticos. Esta
es una observacion importante ya que en algunos trabajos se ha propuesto que existe una
relacion entre la enfermedad de células epiteliales viscerales de tipo cambios minimos, la
glomérulo esclerosis focal y segmentaria y la glomerulopatia colapsante en donde
pudieran existir mecanismos comunes en su patogénesis. Aunque son enfermedades que
tienen un curso clinico totalmente diferente, podrian representar un espectro de la misma
enfermedad.

La caracterizacion precisa de las propiedades bioquimicas y la naturaleza de los factores
circulantes implicados en el desarrollo de dafio glomerular y proteinuria en la GC
requiere de estudios posteriores. En este momento hablar de la naturaleza de dichos
factores seria especulativo. Sin embargo los resultados de este trabajo muestran evidencia
suficiente para apoyar la presencia de estos factores y el hecho de que una fraccion de
estos factores se une a la proteina A. Ya que una parte importante de los factores
responsables del dano glomerular se une a la proteina A, otra aportacion de este estudio
es que justifica la utilizacion de plasmaféresis con proteina A para el tratamiento de
pacientes con GC con enfermedad activa y para evitar la recidiva en el injerto renal. Otra
aportacion de este trabajo es que los pacientes con otras variedades de EFyS como los
pacientes con EFyS no colapsante tipo 1 que se analizaron en este estudio, no presentan
factores circulantes. Es interesante mencionar que en la literatura se han realizado
estudios sobre factores circulantes en pacientes catalogados como presentadores de un
“sindrome nefrotico recidivante” pero en donde no se han separado por los hallazgos
histopatologicos de las biopsias de los pacientes. En la mayoria de estos trabajos no se
proporciona la informacion de la biopsia o esta es muy general. Por lo tanto otra
conclusion importante es que seguramente existen diferentes variedades de EFyS no solo
desde el punto de vista morfologico sino desde el punto de vista de la patogénesis de la

enfermedad.
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TABLA 1A. Caracteristicas clinicas de 10 pacientes con GC

Caracteristica 1(p) 2(p) 3(p) 4(p) 5(p) 6(p) 7(p) 8(p) 9(p) 10(p)
Edad (afios) 70 21 17 52 41 56 19 29 23 32
Género F F F F M M M M M M
TA (mmHg) 90/60  130/90 150/100 150/85 150/95 140/80 115/75 145/90 170/125 144/95
SCr mg/dl 1.6 7.3 2 1 0.8 2.9 0.9 1.53 b |
BUN mg/dl 15 25 24 22 9 29 14 32 32 18
DCr ml/min* 296 58 255 476 963 26.4 105 542 371 82.6
U prot. G/day 1500 1000  14.00 1200 1270 10.00 11.00  10.00 1230  14.00
Col mg/dI 269 134 418 341 362 246 213 363 239 226
TG mg/dl 103 162 737 181 452 327 120 243 107 132
S Alb g/d 1.9 0.9 1.4 2 2.1 4.6 3.4 4.3 1.6 3.3

(p) = Paciente, TA cifras de tension arterial, S Cr= creatinina sérica, DCr.= depuracion de creatinina, U prot=
proteinuria, Col= colesterol, TG= trigliceridos, S Alb = albumina sérica. * DCr expressed in ml/min/ 1.73m’. por el
método de Levey (Ann Intern Med 1999, 130: 461-470)
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TABLA 1B. Hallazgos histopatolégicos en 10 pacientes con GC

1(p) 2(p) 3(p) 4(p) 5(p) 6(p) 7(p) 8(p) 9(p) 10(p)
Microscopia luz

No.de glomeruli 18 20 20 12 11 16 10 18 23 20
Colapso global(%) 10 0 10 25 10 25 0 10 20 0
Colapso Seg (%) 0 20 20 0 10 0 25 20 10 25
VEC dafio (%) 100 100 80 100 100 100 100 100 100 100
Esclero Seg..(%) 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0
Esclero. Global (%) 0 10 0 0 0 0 0 0 0 10
Fibrosis inters. * 0 I I 0 1 I I 11 1 11
Hialinosis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Atrofia tubular * 0 1 I 0 I | | 11 | |
quiste tubular ** 0 0 0 0 0 0 0 1 0 I
Inmunofluorescencia

Directa Neg. 1+lgM  Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. I+lgM  Neg.
Microscopia

electronica nd EE FE EE EE EE nd EE FE EE

(p) = Paciente, Seg.= segmentario, VEC dano = hipertrofia, vacuolas, esclero.= esclerosis, 1 +IgM= 1+/3+ deposito
mesangial de I[gM, nd= no realizada, EE dano extenso de procesos podocitioc, FE= Daiio focal de los procesos
podociticos

* Evaluacion de la fibrosis intersticial/atrofia tubular 0 = <10%, Grado 1= >10% <25% del area cortical, Grado lI=
>25% <40% del drea cortical, Grado 111=>40% del 4rea cortical.

** Evaluacion de la dilatacion quistica tubular. 0 = negativa, 1= >10% <25% del area cortical.
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TABLA 2A.Caracteristicas clinicas de 10 pacientes con EFyS no colapsante

Caaracteristica 1(p) 2(p) 3(p) 4(p) 5(p) 6(p) (p) 8(p) 9(p) 10(p)

Edad (afos) 36 37 55 23 22 22 37 39 19 26
Género M M M F F F F M M F

TA mm/Hg 150/90  160/100 180/110 110/60 120/70 148/96 160/120 196/112 150/100 220/130
SCr mg/dl 2.2 1.5 1.2 2.5 0.7 2.5 2.5 1.5 3.0 0.9
BUN mg/dl 27 22 22 32 18 19 27 22 29 16
DCr ml/min* 37 524 59.3 255 71.4 26.9 23.5 56.7 29.6 81.1

U prot. G/day 57 8.3 34 3.0 6.0 3.5 3.1 3.0 54 31
Col mg/dl 202 273 260 270 645 269 287 272 283 297
TG mg/dl 195 202 184 260 685 305 282 252 208 154

S Alb g/dl 4.2 3.4 3.1 3.9 1.3 3.4 3.6 4.5 4 44
Tratamiento ACE P.ACE ACE ACE ACE ACE P,ACE PACE P,ACE PACE

(p) = Paciente, TA= cifras de tension arterial, S Cr= creatinina sérica, DCr. = depuracién de creatinina, U prot=
proteinuria, Col= colesterol, TG= trigliceridos, S Alb = albumina sérica. P= pravastatina, ACE= Inhibidos de la
enzima convertidora de angiotensina

* DCr expressed in ml/min/ 1.73m’. Por Levey method (Ann Intern Med 1999, 130: 461-470)
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TABLA 2B. Hallazgos histopatolégicos en 10 pacientes con EFyS no colap.

1(p) 2(p) 3(p) 4(p) 5(p) 6(p) 7(p) 8(p) 9(p) 10(p)
Microscopia luz

No.de glomeruli 8 18 29 7 15 10 6 11 18 14
Colapso Global (%)0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Colapso Seg (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VEC dano. (%) 25 100 30 30 100 100 100 20 100 30
Esclero Seg.( %) 20 30 30 10 30 20 10 10 30 20
Esclero.Global (%) 10 0 10 0 0 10 0 0 10 0
Fibrosis Int. * I 1 1l I 1 I I 1 I 1
Hialinosis(%) 20 20 30 0 10 0 0 0 20 0
Atrofia Tubular * | 1l 1 0 | l | 1 | I
Quiste Tubular ** 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inmunofluorescencia

directa Neg. I+IgM  Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. 1+lgM  Neg.
Microscopia

electrénica nd EE FE EE EE EE nd EE FE EE

(p) = Paciente, Seg.= segmentario, VEC daiio = prominencia de las células epiteliales viscerales, esclero.= esclerosis,
1+1gM= 1+/3+ deposito mesangial de IgM, nd= no realizada, EE dano extenso de procesos podocitioc, FE= Dano focal
de los procesos podociticos

* Evaluacion de la fibrosis intersticial/atrofia tubular 0 = <10%, Grado [=>10% <25% del drea cortical, Grado II=
>25% <40% del area cortical, Grado 11l=>40% del drea cortical.

** Evaluacion de la dilatacion quistica tubular. 0 = negativa, = >10% <25% del drea cortical.
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TABLA 3
Resultados de la excrecion urinaria y sérica de creatinina y depuracion de creatinina.

Grupo Peso uCr sCr DCr

mg/dl mg/dl ml/min
1 -
control 270+lg  1.4x10™+1.5x107 1.0x10°+4.0x107  1.29+0.09
2
saline  277#2g  1.5x10™ +3.6x10° 1.1x10°+2.6x107  1.01 +£0.33
3
S.HS.  27242g  1.5x10°+3.2x10° 1.3x110° +4.1x107 0.77 £ 0.15
4
S.GC  275+2g  9.5x107+2.5x107 2.2x10°£59x107  0.32 + 0.09%*
5
S.EFyS 271+lg  2.3x107£1.0x10” 1.3x10°+ 5.5x10®  0.56+ 0.07
6
S.HS 270+1g  1.9x10*+3.2x107 9.3x107+2.1x107  1.55 + 0.40
No IgG
G
SGC  273+lg  1.1x10*+2.5x107° 1.5x10° £ 2.3x107  0.68 + 0.19**
No IgG
8
S.EFyS 278+3g  1.2x10™*+2.8x107 1.2x10°+0 0.86+ 0.20*
No IgG
9 s
IgG HS 275+2g  1.8x107+3.0x107 1.4x10°+ 1.1x107  1.20 +0.68
10
IgG GC  272+lg  1.1x10™ +1.8x107 2.2x10° £3.7x107  0.43 +£0.09*
1
IgG EFyS 275+2¢  1.1x10™+2.5x107 1.1x10°+0 0.81+0.21

*p<0.05 y ** p<0.02 del suero de GC y EFyS versus HS. Resultados expresados en
PromedioxSD. S.HS= suero de individuos sanos, S GC= suero de pacientes con glomerulopatia
colapsante, S EFyS= suero de pacientes con esclerosis focal y segmentaria. S.HS no 1gG= suero
de individuos sanos sin IgG, S. GC no IgG= suero de paciente con GC sin IgG, S EFyS no
IgG= suero de paciente con EFyS sin IgG. IgG HS = IgG aislada de individuos sanos. 1gG GC=
IgG aislada de pacientes con GC. IgG EFyS= IgG aislada de paciente con esclerosis focal y
segmentaria.
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TABLA 4. Hallazgos histopatolégicos en los 11 grupos

Grupo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Microscopia de luz
No.de glomeruli 120 137 143 144 130 123 140 144 150 138 130
Global retrac. (%) 0 0 0 25 0 0 20 0 0 20 0
Colapso Seg. (%) 0 0 0 20 0 0 20 0 0 20 0
VEC prom. (%) 0 0 0 50 0 0 30 0 0 25 0
Esclero Seg..(%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Esclero Global. (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fibrosis Inters. * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrosis Tubular 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
IF Neg. Neg. Neg Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.Neg.
lineal linear lineal
ME nl nl nl EE nl nl FE 0 0 FE nl

No. de glomeruli= promedio de glomérulos presentes en un corte central de rifion completo, Global Retrac=
Retraccion global del ovillo glomerular expresada en %. de glomeruli afectados. Seg.= segmentario, VEC
prom. = prominencia de las células epiteliales viscerales, Esclero.= esclerosis, nl= normal.

IF= inmunofluorescencia directa contra IgG de rata negativa para deposito de complejos inmunes pero con
positividad lineal a lo largo de la membrana basal glomerular. FE= obliteracion extensa de procesos
podociticos. EE = obliteracion focal de procesos podociticos.
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Figure 4
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Pies de figura.

Figura 1.- Las primeras dos columnas muestran la IgG aislada de individuos sanos
obtenido por el método de precipitacion alcohdlica. La tercera columna presenta el suero
de individuos sanos sin IgG. Las columnas cuatro y cinco muestran la IgG aislada de
pacientes con GC y de EFyS respectivamente. La columna seis muestra el suero de
paciente con GC después del fraccionamiento con agarosa-A. La columna siete muestra
un marcador comercial para IgG (150 KD). La columna nueve muestra un marcador

comercial de peso molecular MW, sin IgG.

Figura 2.- Excrecion urinaria de proteinas.

Grafica 1.- La excrecion urinaria de proteinas de las ratas de los grupos 1 y 2 permanecio
en cifras similares a las basales durante los 5 dias de observacion.

Grafica 2.- Esta grafica compara la excrecion urinaria de proteinas entre los grupos 3,4 y
5. La excrecion urinaria de proteinas de las ratas con suero de GC en forma nativa esta
aumentada desde las primeras 24 horas después de la primera inyeccion. Las ratas que
recibieron suero de voluntarios sanos o de pacientes con EFyS no mueostraron
proteinuria.

Grafica 3.- Las ratas de los grupos 6 y 8 no desarrollaron proteinuria mientras que las
ratas que recibieron suero sin IgG de pacientes con GC alcanzaron niveles significativos

de proteinuria al dia 5, comparado con la basal.

Grafica 4.- Las ratas de los grupos 9 y 11 no desarrollaron proteinuria pero las ratas que
recibieron la IgG aislada de pacientes con GC tuvieron proteinuria el dia 3 postinyeccion

con una elevaciodn discreta al dia 5. p=0.0001 comparado con la basal.

Figura 3.

3A.- Microscopia de luz de paciente con glomerulopatia colapsante que muestra la
imagen caracteristica con retraccion del ovillo glomerular e hipertrofia de las células

epiteliales viscerales. (400X)
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3B.- Rata del grupo 1 (sin inyecciones) sin alteraciones a la microscopia de luz (PAS

600X).
3C.- Rata del grupo 2 sin alteraciones. (PAS 600X)

3D.- Rata del grupo 3 (suero individuos sanos) Sin alteraciones a la microscopia de luz.

(PAS 600X).

3E.- Rata del grupo 4 ( Suero de GC forma nativa) con retraccion global del ovillo

glomerular, edema de las células epiteliales viscerales y colapso capilar. (PAS 600X).

3F.- Rata del grupo 5 (suero nativo de EFyS) Sin alteraciones a la microscopia ptica.

(PAS 600X).
3G.- rata del grupo 6 (suero nativo de individuo sano) sin alteraciones. (PAS 600X).

3H.- Rata del grupo 7 (suero de GC sin IgG) con prominencia de las células epiteliales

viscerales y retraccion segmentaria del ovillo capilar. (PAS 600X).

31.- Rata del grupo 8 (suero de EFyS sin IgG) sin alteraciones a la microscopia de luz.

(PAS 600X).
3J.- Rata del grupo 9 (IgG se individuos normales), sin alteraciones. (PAS 600X).

3K.- Rata del grupo 10 (IgG aislada de GC) con retraccion parcial del ovillo glomerular y
prominencia de los podocitos. (PAS 600X).

3L.- Rata del grupo 11 (IgG aislada de EFyS) sin alteraciones histologicas glomerulares.
(PAS 600X).
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Figura 4.-

A.- Estudio ultraestructural que muestra una asa capilar de un glomérulo de una rata del
grupo que recibidé suero total en forma nativa de paciente con GC que muestra
obliteracion de procesos podociticos.

B.- Estudio ultraestrctural de asa capilar da una rata que recibi6 suero sin IgG de paciente
con GC que muestra obliteracion parcial de procesos podociticos.

C.- Estudio ultraestructural de asa capilar de rata que recibié IgG aislada del suero de

paciente con GC que muestra obliteracion parcial de procesos podociticos.
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CAPITULO 11
ESTUDIO CLINICOPATOLOGICO DE LAS BIOPSIAS DE LOS PACIENTES
CON DIAGNOSTICO DE GC. ESTUDIO INMUNOGENETICO DE UNA
FAMILIA CON GC.

Introduccién.

El tipo de enfermedad glomerular que causa sindrome nefrético varia de acuerdo a la
edad de los pacientes. En la primera década de la vida la enfermedad de cambios
minimos es la causa de sindrome nefrético en la mayoria de los pacientes (1), pero a
partir de la segunda década y hasta la vida adulta, la esclerosis focal y segmentaria es la
responsable de muchos de los casos mientras que la incidencia de glomerulopatia
membranosa como causa de sindrome nefrotico ha tendido a disminuir, a nivel mundial,
segun observaciones recientes. (1,2). Los glomérulos en la enfermedad de cambios
minimos y los glomérulos sin esclerosis en los pacientes con esclerosis focal y
segmentaria son histologicamente similares por lo que muchos autores han considerado
que podrian ser el espectro de la misma enfermedad (1,2). Sin embargo, ya que tanto el
curso clinico como el prondstico son diferentes: recuperacion total en la enfermedad de
cambios minimos versus progresion a insuficiencia renal en EFyS, muchos otros autores
consideran actualmente que se trata de dos enfermedades diferentes en su patogénesis.
Una revision de 20 anos de experiencia en un centro en Massachussets E.U.A. mostro
que en los ultimos anos ha habido un aumento importante en la frecuencia de EFyS en
biopsias de nifos afroamericanos e hispanos (1). Esto también ha sido observado en otros
paises como La India en donde 47% de los nifios con sindrome nefrético biopsiados entre
1992 y 1996 tenian EFyS comparado con 20% entre 1990 y 1992 (3).

Un estudio nuestro realizado de manera preliminar en biopsias renales de pacientes
mexicanos con sindrome nefrético mostré la misma tendencia (observaciones personales
enviadas a publicacion). Este estudio demostro que en México ha habido un aumento de
la esclerosis focal y segmentaria sobre la glomerulopatia membranosa como causa de
sindrome nefrotico en una revision retrospectiva de 1940 biopsias realizadas entre 1986

y 2002. En este estudio encontramos que la prevalencia de EFyS en este periodo fue de
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10% mientras que la glomerulopatia membranosa correspondi6 al 3.7%. Como ha sido
encontrado en diferentes centros a nivel mundial, hemos observado un aumento en la
prevalencia de la EFyS en los ultimos tres afios de 13.1% (2000-2002), comparada con
1991-1993 que fue de solo 1.9% en un centro de concentracion de biopsias renales de
toda la Republica Mexicana que recibe actualmente mdas de 500 biopsias anuales.
(Observaciones personales. Datos en proceso de publicacion).

La glomerulopatia colapsante (GC) es una forma bien definida de dafio glomerular. En
1986 Weiss et al describieron seis pacientes con sindrome nefrético, insuficiencia renal
progresiva e irreversible y los cambios histopatologicos caracteristicos (1). Los cambios
histopatoldgicos caracteristicos de esta entidad son la presencia de colapso o retraccion
del ovillo glomerular con dafio a las cé€lulas epiteliales las cuales estan edematosas y
muestran cambios degenerativos (1). En el intersticio se puede observar dilatacion tubular
quistica y fibrosis (1). Clinicamente la enfermedad se manifiesta por sindrome nefrético
con proteinuria masiva y un curso rapido a insuficiencia renal crénica o incluso la muerte
por complicaciones del sindrome nefrético (2). Como se menciond previamente, el
diagnéstico de GC primaria requiere de la ausencia de infeccion por virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) ya que el dafo glomerular en esta entidad puede ser
morfologicamente y clinicamente indistinguible (2-8). La presencia de enfermedades
renales con un patréon familiar se ha descrito en varias entidades que incluyen:
enfermedad renal poliquistica de tipo autondmico recesivo (9), enfermedad de
membranas basales delgadas (10), y enfermedad de Alpont (11), todas ellas reconocidas
como neuropatias hereditarias. También han sido descritas familias con esclerosis focal y
segmentaria (EFyS) (12). La presencia de GC de tipo familiar no ha sido informada en la

literatura.

Seleccion de los casos.

Se colectd de manera prospectiva una serie de veinte pacientes que reunieron los criterios
histolégicos y clinicos para el diagnéstico de glomerulopatia colapsante que accedieron
participar en el estudio. Los pacientes se presentaron al Departamento de Nefrologia del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez entre 1999 y 2002 y tenian una biopsia

renal diagnodstica. Todos los pacientes eran mexicanos y seronegativos para el virus de la
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inmunodeficiencia humana (VIH), sin historia de utilizacion de drogas intravenosas.
Dentro de los pacientes con diagnostico de GC se identificé a una familia con sindrome
nefrotico y datos histopatologicos de GC que se presenta al final. Los datos clinicos se
obtuvieron de los expedientes hospitalarios y la hoja de solicitud de estudio

histopatolégico.

RESULTADOS

Datos clinicos.

La edad media de los pacientes con GC seleccionados para el estudio fue de 32+ 12 afos
con un intervalo de 12 a 70 anos. El 60% de los pacientes son hombres (n=12) y el 40%
mujeres (n=8). Todos los 20 pacientes presentaron sindrome nefrético al momento del
diagnostico con un promedio de proteinuria en 24 horas de 8.4 * 4g. Once de los 20
pacientes (55%) presentaron proteinuria masiva (> 10 g/24 horas). Quince de los 20
pacientes (75%) mostraron una creatinina sérica > 1.5 mg/dl.

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Instituto Nacional
de Cardiologia Ignacio Chavez y apoyado por CONACYT 34751-N y UNAM-DGAPA
IN-201902.

Estudio histopatologico de las biopsias renales de los pacientes con diagnéstico de
GC
Se estudiaron 2 ¢ 3 fragmentos cilindricos de tejido renal procesados para microscopia
de luz, microscopia electronica e inmunohistoquimica y un corte congelado para
inmunofluorescencia directa. Los tejidos se procesaron de acuerdo a técnicas
estandarizadas de rutina y fueron incluidos en parafina para la realizacion de cortes a 4
. Los cortes para microscopia de luz se tifieron con hematoxilina y eosina, acido
peryddico de Schiff (PAS), metenamina de Jones y tricromico de Mallory. Hubo un
promedio de 15 * 6 glomérulos por seccion en cada muestra. El diagnostico de
glomerulopatia colapsante se fundamento en la presencia de: 1.- Colapso y/o retraccion
de los capilares glomerulares ya sea focal y segmentario o global. 2.- Prominencia de las

células epiteliales viscerales por hipertrofia o hiperplasia con la presencia de gotas
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hialinas PAS positivas intracitoplasmaticas. 3.- Cambios tubulo-intersticiales: dilatacién
tubular y fibrosis intersticial.

Todos los casos diagnosticados como GC presentaban por lo menos un glomérulo con
colapso de los capilares glomerulares. La presencia de fibrosis intersticial se analizo de
acuerdo a una evaluaciéon semicuantitativa basada en una escala de grados I a III de
acuerdo a la cantidad de fibrosis en el area cortical total en 7 campos no cruzados a seco

débil (100X) (grado I = <25%, grado II = entre el 25 y el 40% y grado III = >40%).

Todos los pacientes con diagndstico histopatologico de GC mostraron la presencia de
colapso del capilar glomerular y retraccion del ovillo glomerular con obliteracion de la
luz capilar, aunque en diferentes grados. En 15 pacientes (75%) la lesion fue focal con
afeccion de uno o dos glomérulos y en el resto (25%) el colapso de los capilares fue
difuso. En todos los glomérulos colapsados las células epiteliales mostraban alteraciones
como la presencia de vacuolas, gotas hialinas y/o proliferacion. Nueve de los 20 casos
(45%) mostraron cambios tubulares que incluyeron dilatacion quistica y atrofia. Siete
casos (35%) mostraron fibrosis intersticial grado II (>25 y < 40% del area cortical total)
con un discreto infiltrado inflamatorio mononuclear asociado a la fibrosis. El resto no

presentaba fibrosis.

Estudios de inmunofluorescencia directa.

Inmunofluorescencia directa: Un fragmento de tejido congelado de cada muestra se
incubd con anticuerpos monoclonales contra IgG, IgM, IgA, Clq, C3, albimina y
fibrindégeno, conjugados con isotiocianato de fluoresceina. La inmunofluorescencia
directa fue negativa para todos los inmunorreactantes en todos los glomérulos no
colapsados. Los glomérulos colapsados mostraron atrapamiento de IgM o C3 con patréon

esclerdtico segmentario.
Estudios de inmunohistoquimica.

Se incubaron cortes de tejido procesado y embebido en parafina para estudio de

inmunoperoxidasa con la técnica del complejo avidina-biotina anteriormente descrito.
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Los cortes se incubaron con anticuerpos contra CD68, Bcl2 y Parvovirus B-19. Como
controles se incubaron 20 cortes de rifion normal (biopsia inmediata al momento del
trasplante de pacientes, dos de ellos con diagnostico de GC y el resto con otros
diagnosticos clinicos). Los resultaron mostraron expresiéon de CD68 en las células
epiteliales viscerales de las biopsias de pacientes con GC mientras que en las biopsias
normales era negativo. Los cortes incubados con Bel2 mostraron una disminucién o
ausencia de la expresion de este marcador en todas las biopsias de pacientes con GC. En
las biopsias normales el Bcl2 fue intensamente positivo en todos los casos. Todas las
biopsias de los pacientes con GC fueron negativas para la expresion de PVB-19
Estudios ultraestructurales
Solo se realizé la microscopia electronica en 8 casos. El estudio ultraestructural en todos
los casos estudiados mostr6 obliteracion difusa de procesos podociticos en el 100% de
los glomérulos examinados (tabla 3). Los glomérulos colapsados mostraron plegamiento
de la membrana basal de los capilares glomerulares. Las células epiteliales viscerales de
los glomérulos colapsados mostraron numerosas vacuolas intracitoplasmaticas. La
presencia de estructuras tubuloreticulares se demostro solo en 2 casos. Estas estructuras
se encontraron en el endotelio de las asas capilares. Se encontraron 2 estructuras
tubuloreticulares por 10 campos de diferentes de asas capilares periféricas analizadas a
10,000 aumentos.

CONCLUSIONES
En México la EFyS es la principal causa de sindrome nefrotico en el adulto con una
prevalencia de 10% sobre la glomerulopatia membranosa (3.4%) en un analisis de 1940
biopsias renales realizadas entre 1986 y 2002 en un centro que recibe biopsias renales de
varios estados de nuestro pais. La prevalencia de la EFyS ha aumentado en los tltimos
anos siendo de 13.4% entre 1991-93 mientras que era de 1.9% en el periodo 2000-2002.
En nuestra poblacion la GC es causa de sindrome nefrotico con una prevalencia similar a
la informada en la literatura mundial. Mientras que en los Estados Unidos se presenta
mayormente en pacientes afroamericanos y con serologia positiva para VIH, en México
se presenta en personas jovenes sin predileccién por algun género, en pacientes con
serologia negativa para VIH. El curso de los pacientes mexicanos es similar al informado

en otras series.
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GLOMERULOPATIA COLAPSANTE FAMILIAR

Durante el estudio de los pacientes con glomerulopatia colapsante, se detectdé a una
familia que present6 afeccion de 4 hermanos, documentada por biopsia y probablemente
de otro hermano menor del que no se tomoé estudio histopatologico. Se les realizaron
estudios inmunogenéticos a varios miembros de la familia para estudiar la posibilidad de

riesgo familiar. Esta es la primera descripcion de GC que se presenta de manera familiar.

Pacientes

Se estudio a 5 hermanos que no contaban con historia familiar de nefropatia que se
presentaron al Departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chéavez para su evaluacion clinica por proteinuria. Todos los pacientes eran mexicanos,
seronegativos para infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y no tenian
el antecedente de utilizacion de drogas intravenosas. Debido a la presencia de sindrome
nefrético, a cuatro de los cinco hermanos se les realizo una biopsia renal por puncion que
reunid los criterios histologicos diagndsticos de glomerulopatia colapsante (GC). A todos
los pacientes, junto con los padres, los abuelos, un tio y una tia se les estudio el
sedimento urinario, la excrecidon de proteinas en orina de 24 horas, niveles de creatinina
sérica, electrolitos, y niveles sanguineos de colesterol. Fuera de los hermanos afectados,
en el resto de los familiares los resultados fueron normales o negativos. Tanto a los
hermanos con diagndstico de GC como al resto de la familia se les tomaron muestras de

sangre periférica para estudios inmunogenéticos.

Diagnostico histologico.

El diagnostico de GC se fundamento en el estudio de la microscopia de luz en donde se
demostro la presencia de colapso de los capilares glomerulares ya sea segmentario y focal
o global, prominencia de las células epiteliales viscerales por hipertrofia o hiperplasia,
presencia de gotas hialinas en las células epiteliales viscerales, positivas con acido
peryodico de Schiff y alteraciones tubulointerticiales (fibrosis y dilatacion tubular).

Todos los casos presentaron por lo menos un glomérulo con colapso del ovillo
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glomerular con los cambios descritos anteriormente por lo que fueron diagnosticados
como glomerulopatia colapsante. Para el estudio histoldgico se recibieron dos o tres
segmentos cilindricos de tejido renal que se procesaron para microscopia de luz de
acuerdo a técnicas estandarizadas de rutina (13). Los cortes se tifieron con: hematoxilina
y eosina (H y E), acido periddico de Schiff (PAS), tricrémico de Mallory y plata
metenamina de Jones. Se examind un promedio de 15 + 6 (intervalo de 7 a 23)
glomérulos por corte. A todas las biopsias se les realizé estudio de inmunofluorescencia
directa (IF) para evaluar la presencia de complejos inmunes. Un fragmento de tejido renal
fue congelado en fresco y tenido con anticuerpos contra IgG, IgM, IgA, Clq, C3c, C3d,
albumina, fibrinégeno, kappa y lambda unidos a isotiocianato de fluoresceina (Dako
Corp., Palo Alto, California, E.U.A.). Para el estudio de IF directa se estudiaron entre 3 y
5 glomérulos por caso. La intensidad de la florescencia fue evaluada de una manera
semicuantitativa en una escala de 0 a 3+ donde 0= negativa, 1+ = débil, 2+ = moderada y
3+ = avanzada.

En todos los casos se realizo estudio de microscopia electronica para buscar la presencia
de estructuras tubuloreticulares en el citoplasma de cé¢lulas endoteliales de las asas
capilares o del intersticio. Ultraestructuralmente también se estudié la presencia de
plegamiento de las membranas basales de los capilares glomerulares, obliteracion de los
procesos podociticos y la presencia de vacuolas y gotas hialinas dentro de las células

epiteliales viscerales. Todas las biopsias fueron revisadas por 2 nefropatélogos.

Extraccion del DNA.

El DNA genomico fue extraido de una muestra de sangre total de acuerdo con las
técnicas de rutina (14). En breve, se tomo6 una muestra de 10 ml de sangre periférica y se
mezcl6é con 2 ml de EDTA al 5%, p H 7.4. Se centrifug6 la muestra a 1500 rpm por 5
minutos. Se decanté el plasma sobrenadante sin tocar los leucocitos. Se colect6 el boton y
se transfiri6 a otro tubo Falcon (2097) de 15 ml. Se anadieron 10 ml de buffer para lisis
de eritrocitos y se centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos. Se retiro el sobrenadante de
eritrocitos; se anadieron 5 ml de buffer para lisis de eritrocitos y se mezcld bien. Se
centrifugd durante otros 10 minutos a 1500 rpm y se retird el sobrenadante. Se

resuspendio el boton en 3 ml de buffer para lisis de leucocitos y se afiadieron 50 pl de una
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solucion de Proteinasa K. Se mantuvo en agitacion suave de manera horizontal en un

agitador rotativo durante la noche a 42 °C, a 50 rpm.

Tipificacion del HLA.

Se determinaron, por medio de la técnica de la reaccion de polimerasa en cadena, las
variantes genéricas del antigeno linfocitario humano (HLA por sus siglas en inglés)
HLA-A, HLA-B, HLA-DR, HLA-DQA y HLA-DQB en los 5 hermanos, ambos padres y
cuatro familiares cercanos. Se utilizd para la tipificacion una secuencia de primers
especificos (PCR-SSP; Pel-Freez, Brown Deer, WI, E. U. A.) y electroforesis en gel de
agarosa al 2% con bromuro de etidium. Para la interpretacion de los resultados se utilizo

un programa computarizado especifico (Pel-Freez).

RESULTADOS.

La historia clinica de los pacientes se resume en la tabla 5.

Paciente 1 (1/I-7). Se trata de una mujer de 21 anos que ingreso al hospital en junio de
1997. La historia clinica mencionaba que la paciente mostré6 edema de las manos y
piernas de 18 meses de evolucién junto con artralgias en rodillas y munecas. La
exploracion fisica a su ingreso mostré edema palpebral, caida facil de cabello,
fotosensibilidad, fenémeno de Raynaud vy sinovitis de las articulaciones
metacarpofalangicas e interfalangicas proximales y rodillas. Los examenes de laboratorio
mostraron una creatinina sérica de 0.89 mg/dl y depuracién de creatinina de 42.3 ml/ min.
El examen general de orina mostré cilindros granulosos y hialinos asi como proteinuria.
La proteinuria de 24 horas fue de 4.8 g. Otros andlisis mostraron colesterol sérico de 232
mg/dl, triglicéridos de 190 mg/dl, linfopenia 1.3 x 10”, VSG de 50 mm/h, anticuerpos
antinucleares (ANA) 1:160, anti-SSA/Ro positivos, CH50 160 (80-320 mg/dl). La
serologia para VIH, parvovirus B-19 (PV-B-19) y virus de la hepatitis B y C era negativa.
Se sospechd el diagnostico clinico de lupus eritematoso generalizado (LEG) y se
administré prednisona (1mg/Kg/dia durante tres meses). Con el diagnostico de sindrome

nefrotico en estudio, se le tomo una biopsia renal.

62



Avila —Casado Glomerulopatia Colapsante

Paciente 2 (/7I-9). Se trata de una mujer de 22 anos de edad que ingresé al hospital en
agosto de 1997 con una historia cinica de 18 meses con fatiga, caida facil del cabello,
artralgias en manos, rodillas y tobillos. A su ingreso se detect6 hipertension arterial de
150/100 mmHg, edema generalizado y eritema en alas de mariposa. El examen general
de orina mostro eritrocitos 3+, proteinuria de 24 horas de 6.5g. Su creatinina sérica era de
1.18 mg/dl, depuraciéon de creatinina de 137 ml/min, colesterol de 279 mg/dl y
triglicéridos de 175 mg/dl. La serologia fue negativa para la presencia de anticuerpos
antinucleares y anti-DNA (Chrythidia lucilae), VIH, hepatitis By C, PV B-19 (IgG e
[gM y DNA estudiado por la reaccion de polimerasa en cadena en sangre periférica).
Recibid captopril (25 mg/24h) durante 6 meses. Con el diagndstico de sindrome nefrotico

en estudio se le tomo una biopsia renal.

Paciente 3 (//I-11). Se trata de un hombre de 20 anos de edad que ingresé al hospital en
octubre de 1997 con historia clinica de edema de las extremidades inferiores y fatiga
durante 6 meses. Entre sus antecedentes de importancia se encontr6 tabaquismo positivo
(2 cajetillas al dia), consumo de marihuana y cocaina asi como alcoholismo (90 ml/dia).
A su ingreso se le encontro hipertenso (140/95 mmHg). El examen general de orina
mostro proteinuria de 5.3g/dia con un sedimento blando. La creatinina sérica era de 0.89
mg/dl con una depuracion de creatinina de 109 ml/min, colesterol de 194 mg/dl,
triglicéridos de 169 mg/dl, C3 117 mg/dl (normal >75 mg/dl) Ca de 25 mg/dl (normal >
13mg/dl). La serologia fue negativa para anticuerpos contra hepatitis B y C, asi como
para VIH. La serologia para PV B-19 fue positiva para IgG (5.3) y negativa para IgM. Se
tratd con captopril 50 mg/dia) durante 8 meses. Con el diagnéstico de sindrome nefrotico

en estudio se le tomo una biopsia renal.

Paciente 4 (///-8). Se trata de una nifia de 14 anos de edad que ingreso al hospital en
enero de 1998. Su historia clinica es negativa excepto por tos y rinorrea hialina que fue
tratada con penicilina durante 7 dias. Dos semanas después noto la presencia de orina
espumosa,. Dos dias antes de su ingreso al hospital desarroll6 disnea y edema de ambas
piernas. Los exdmenes de laboratorio mostraron proteinuria de 8g en 24 horas, creatinina

sérica de 0.85 mg/dL, depuracion de creatinina de 67 ml/min, linfopenia 1.3 x 109 y
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anticuerpos antinucleares de 1:640 con un patrén homogéneo y fibrilar. La serologia fue
negativa para PV B-19 (IgG e IgM). Se sospecho el diagndstico de LES y se le
administré prednisona (1 mg/Kg/dia) y captopril (50 mg/dia) durante un afio. Con el

diagndstico de sindrome nefrotico en estudio se le tomd una biopsia renal.

Paciente 5 (I1I-10). Nifio de 7 anos de edad que ingreso al hospital en marzo de 1998 por
la historia de nefropatia familiar. Como antecedentes de importancia, presentaba
neurodermatitis que afectaba el cuello, los brazos y las piernas. Desde el punto de vista
renal se encontraba asintomatico. El EGO mostré hematuria microscopica y trazas de
proteinas. El sedimento no mostrd cilindros. La creatinina sérica de 0.7 mg/dl, depuracion
de creatinina 97.7 ml/min, colesterol 190 mg/dl y triglicéridos 150 mg/dl. La serologia
fue positiva para PV B-19 (IgG 5.8, IgM negativo). No se estudio la serologia VIH, virus
de la hepatitis By C.

Seguimiento.-

Dos afios después de la biopsia todos los pacientes mostraban proteinuria persistente en
limites nefroticos pero <10g/dia, sin progresion a insuficiencia renal terminal, con niveles
de creatinina sérica < 2 mg/dl. El hermano menor (Paciente 5) persiste con micro

hematuria y trazas de proteinas en orina.

Analisis histopatologico.

La biopsia renal se tomo a cuatro de los cinco hermanos. En todos los casos el examen
histopatologico mostré la presencia de colapso y obliteracion de la luz

de los capilares glomerulares con retraccion del ovillo glomerular y prominencia de las

celulas epiteliales viscerales.

Paciente 1:- La biopsia renal contenia 10 glomérulos analizables a la microscopia de luz.
Dos glomérulos estaban esclerosados de manera global y dos presentaban colapso global
de los capilares glomerulares. En los glomérulos colapsados, las células epiteliales
viscerales eran prominentes, estaban aumentadas de tamano y contenian gotas hialinas. El

resto de los glomérulos mostraba solo prominencia discreta de las células epiteliales
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viscerales pero las asas capilares estaban abiertas y las membranas basales tenian una
apariencia fina y delicada. Se observo la presencia de fibrosis intersticial, catalogada
como Grado II (>25% y < de 40%) con escaso infiltrado mononuclear. La
inmunofluorescencia directa contra IgG, IgM, IgA, Clq, C3, Kappa y Lambda, fue
negativa para la presencia de complejos inmunes en 5 glomérulos no colapsados. Un
glomérulo colapsado mostré una positividad difusa e irregular para IgM y vacuolas de
albumina dentro del citoplasma de las células tubulares y en las células epiteliales

viscerales.

Paciente 2.- La biopsia renal tenia 12 glomérulos por corte en la microscopia de luz. Un
glomérulo estaba esclerosado de manera global. Dos glomérulos mostraban retraccion y
colapso del ovillo glomerular. Las células epiteliales viscerales eran prominentes y
contenian vacuolas y gotas hialinas. El resto de los glomérulos no mostraba alteraciones a
la microscopia de luz. La fibrosis intersticial afectaba entre el 25 y el 40% del tejido
(Grado 1II), con escaso infiltrado inflamatorio distribuido de manera irregular. La
inmunofluorescencia directa fue negativa para IgG, IgM, IgA, Clq, C3, Kappa y

Lambda. Las células tubulares mostraron gotas de albumina.

Paciente 3.- Esta biopsia renal contenia 23 glomérulos analizables por corte a la
microscopia de luz. Un glomérulo estaba esclerosado de manera global y dos
glomérulos estaban colapsados. Uno es €éstos mostraba un 4rea segmentaria de esclerosis
temprana con prominencia de las células epiteliales viscerales que tenian un aspecto
edematoso y contenian vacuolas y gotas hialinas. El resto de los glomérulos solo
mostraban prominencia de las células epiteliales viscerales. La inmunofluorescencia
directa fue negativa contra IgG, IgM, IgA, Clq, C3, Kappa y Lambda en tres glomérulos
no colapsados. Dos glomérulos colapsados mostraban depositos de IgM (atropamiento) y
vacuolas de albimina en ele citoplasma de las células epiteliales viscerales. Las células

tubulares contenian también vacuolas de albumina.

Paciente 4.- La biopsia renal contenia 7 glomérulos a la microscopia de luz. Un

glomérulo estaba esclerosado de manera global. Dos glomérulos estaban colapsados de
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manera global y mostraban las alteraciones caracteristicas en las células epiteliales
viscerales las cuales estaban muy prominentes y contenian vacuolas y gotas hialinas. La
inmunofluorescencia directa fue negativa contra IgG, IgM, IgA, Clq, C3, Kappa y
Lambda.

Ninguno de los 4 casos estudiados mostré dilatacion quistica tubular.

Ultraestructura:

El estudio ultraestructural mostr6 que todas las biopsias renales presentaban obliteracion
de los procesos podociticos en cada uno de los glomérulos examinados. Los glomérulos
colapsados mostraban plegamiento de las membranas basales de los capilares
glomerulares. Las células epiteliales viscerales contenian numerosas vacuolas y gotas
hialinas. No se identificaron depositos electrondensos que sugirieran la presencia de
depdsitos de complejos inmunes. Dos casos mostraron estructuras tubuloreticulares (caso
| y caso 4) en el citoplasma de las células endoteliales de los capilares glomerulares. Las
estructuras tubuloreticulares eran escasas y se encontraron dentro del endotelio que
reviste las asa capilares glomerulares. No se encontraron estructuras tubuloreticulares en

el endotelio de vasos intersticiales.

Inmunogenética.

El estudio de segregacion de los haplotipos del sistema principal de histocompatibilidad
(MHC) en la familia mostro los siguientes resultados.

I.- Los cuatro hermanos con diagnostico de GC y el hermano menor sin enfermedad
renal comparten el mismo haplotipo MHC heredado de la madre (HLA-A24, B14, DR1,
DQAI1*0101, DQB1*0501) I11-7, 111-8, 111-9, I1I-10 y III-11 en la Figura 5.

2.- Los pacientes con GC 1 y 4; I1I-7 y III-8 respectivamente en la figura 5, mostraron el
haplotipo A74, B8, DRI, DQAI1*0101, DQBI1*0501 y ambos presentaban
manifestaciones clinicas similares a los que exhiben los pacientes con lupus eritematoso

generalizado.
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3.- El estudio de la hermana de la madre (II-6) quien tiene el diagnostico clinico de
artritis reumatoide (AR) presenté el haplotipo HLA A24, Bl14, DRI, DQAI1*0101,
DQB1*0501.

DISCUSION.

Este estudio describe a una familia con enfermedad renal con diagnéstico clinico y
patolégico de glomerulopatia colapsante. Los pacientes son hermanos y no tenian historia
clinica previa de enfermedad renal. El intervalo de edad era de 14 a 22 anos y se
presentaron al hospital en diferentes fechas en un afo.

Aunque existen informes previos de glomeruloesclerosis focal y segmentaria de tipo
familiar (12) la existencia de glomerulopatia colapsante familiar no habia sido informada
previamente. Como se menciond anteriormente, los pacientes presentaron edema vy
proteinuria en limites nefroticos (>3.5g/dia). La creatinina sérica era normal en todos los
pacientes al momento del diagnostico aunque la filtracion glomerular, medida de manera
indirecta por la depuracion de creatinina, mostr6 grados variables de disfuncion renal.

La serologia contra VIH, VHB y VHC fue negativa en todos los pacientes. Los pacientes
no tenian factores de riesgo conocidos para infeccion por VIH. Los pacientes no tenian
historia clinica previa de transfusiones. El paciente nimero 3 (III-11) tenia antecedentes
de utilizacion de drogas no intravenosas y en el resto de los pacientes este antecedente era
negativo. La serologia para parvovirus B-19 (PV B-19) fue positiva en los pacientes 3y 5
pero los niveles de IgM y el DNA medido por PCR en estos mismos pacientes fueron
negativos. El estudio para PV-B-19 por ambos métodos fue negativo en el resto de los
pacientes y en la madre.

Los pacientes | y 4 (III-7 y III-8 respectivamente) tenian sintomas clinicos sugerentes de
lupus eritematoso generalizado pero no reunieron los criterios suficientes para poder
establecer este diagnostico. La asociacion de GC con enfermedades autoinmunes ha sido
informada previamente, especialmente en pacientes con glomerulopatia colapsante

primaria (15).
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En una serie de 42 pacientes con glomerulopatia colapsante VIH negativos, 13 pacientes
mostraron datos clinicos sugerentes de lupus eritematoso generalizado (15). Es
importante mencionar que en estos casos el dano renal no debe ser considerado como una
manifestacion de lupus ya que no esta relacionado con el deposito de complejos inmunes.
En los pacientes de este estudio no hubo evidencia de complejos inmunes en la biopsia
renal, la inmunofluorescencia fue negativa y la microscopia electréonica no mostrd la
presencia de depositos electrodensos. Por lo tanto, el dafio renal en los pacientes con GC
en este estudio no estuvo mediado a través del deposito de complejos inmunes. También
ha sido informada la asociacion entre infeccion por PV B-19 y sintomas sugerentes de
lupus eritematoso generalizado, incluyendo serologia positiva para lupus (16). Algunos
sintomas similares entre infecciébn por PV B-19 y lupus eritematoso generalizado
incluyen exantema, fiebre, fotosensibilidad, vasculitis, artropatia, mialgias, citopenia,
hipocomplementemia, presencia de anticuerpos antinucleares, anticuerpos antidoble
cadena, factor reumatoide y anticuerpos antilinfocitos, entre otros (16). Los pacientes de
este estudio que tuvieron manifestaciones clinicas sugerentes de lupus tenian serologia
negativa para PV B-19 y no tenian evidencia de DNA viral por PCR en sangre periférica
en pruebas realizadas en el laboratorio clinico comercial (MSB, Quest Diagnostics). Sin
embargo estos dos pacientes tenian  estructuras tubuloreticulares en las células
endoteliales, aunque en escasa cantidad. Se ha descrito la presencia de estructuras
tubuloreticulares en algunas enfermedades virales como en la neuropatia secundaria a la
infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana y en la neuropatia lupica de
cualquier tipo (2). Ya que los pacientes de este estudio no presentaron evidencia de
alguna infeccion viral conocida ni reunieron criterios diagnosticos de LEG, no es posible
dar una explicacion a la presencia de dichas estructuras. Es importante mencionar
también que ha sido descrito que la infeccion por PV B-19 puede inducir la presencia de
GC u otras formas de glomerulopatia en individuos susceptibles (17). Esto se ha basado
en la gran prevalencia de DNA del PV B-19 en biopsias de pacientes con diagnéstico de
GC primaria, de esclerosis focal y segmentaria idiopatica (17) o con GC de novo en
trasplantes renales (18). La infeccion por PV B-19 es muy frecuente de manera universal
a cualquier edad pero es mas frecuente en nifos en edad escolar (16). La mayoria de la

poblacion se infecta en algiin momento de la vida; 15% desarrollan la infeccion entre los

68



Avila —Casado Glomerulopatia Colapsante

11 meses y los 5 afios de edad., entre 15% y 60% la desarrollan entre los 5 y 19 afios de
edad y 30% a 60% durante la vida adulta (19). A pesar de esto, el desarrollo de
enfermedad renal es poco frecuente lo cual sugiere que algunos pacientes presentan la
susceptibilidad genética para el desarrollo de la enfermedad glomerular. En este estudio
los pacientes 3 y S presentaron una serologia positiva para PV B-19 de tipo IgG. Estos
resultados parecen indicar que los pacientes se infectaron previamente en algun momento
pero no significa que este infectados en este momento o de manera cronica.

Es importante enfatizar que en estos pacientes en particular con diagnostico de GC con
presentacion familiar, tanto la presentacion clinica como el curso de la enfermedad
parecen diferir de lo que sucede cominmente en los casos esporadicos de GC. A este
respecto, los niveles de proteinuria al momento del diagnodstico en los cuatro hermanos
con diagnostico histologico de GC eran menores a 10 g/dia mientras que en la mayoria de
los pacientes con GC son mayores a 10g en orina de 24 horas (3). Por otro lado, el curso
de la enfermedad, aunque progresivo, parecer ser mas lento que en los pacientes con GC
esporadica los cuales evolucionan rapidamente a IRC. Esto podria sugerir que la forma
familiar de GC tiene un curso diferente de la forma esporédica.

Algunos trabajos han informado de la asociacion entre algunas clases de HLA con ciertos
tipos especificos de glomerulopatias (20). Por ejemplo, el HLA-B8 se ha asociado con el
sindrome nefrotico infantil sensible a esteroides (21), la neuropatia por IgA con la
presencia de HLA-DR4 (22), la glomerulopatia membranosa idiopatica con el HLA-DR?2
(20), la enfermedad de cambios minimos con el HLA-DRwS53 (21) y la glomerulonefritis
postestreptococcica con el HLA-DR1 (20). En la familia de este estudio el analisis de
segregacion del haplotipo demostrd que todos los miembros de la familia que presentaban
GC heredaron el mismo haplotipo de la madre: HLA-A24, B14, DR1, DQA*0101,
DQB1*0501. Es importante mencionar ademas que dos de los cuatro pacientes con GC
eran homocigotos para el alelo DR1. El hermano menor que en el momento del estudio
no tenia datos clinicos de GC, también presentd este haplotipo. Este nifio de 7 afios de
edad tiene por lo tanto el riesgo potencial de desarrollar la enfermedad en el futuro
aunque en este momento solo presentaba trazas de proteinas en la orina, asi como

microhematuria. El resto de los hermanos no presentaron manifestaciones clinicas hasta
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la segunda y tercera décadas de la vida y no habian presentado datos de enfermedad

renal durante la infancia.

La frecuencia de este haplotipo en la poblacién mestiza mexicana es menor de 3%
mientras que en la poblacion indigena Mazateca y en los Nahuas es de 1% (datos
personales aun no publicados). Estas observaciones sugieren que este haplotipo se
adquiri6 por una mezcla genética de origen Caucasico, quizas de origen mediterraneo, ya
que en este grupo étnico es uno de los haplotipos mas frecuentes (23). Ademas de que el
alelo DR-1 no es el alelo mas frecuentemente encontrado en la poblaciéon con GC ya que

se presenta principalmente en grupos de afroamericanos (4).

La GC primaria puede asociarse a enfermedades autoinmunes (15). Dos de los pacientes
con GC de este estudio (pacientes 1 y 4, III-7 y III-8 respectivamente), también
presentaron datos sugerentes de lupus eritematoso generalizado. Estos pacientes
presentaban el haplotipo A74, B8, DR1, DQAI1*0101, DQBI1*0501. Este haplotipo
incluye el HLA B8, el cual ha sido asociado a lupus eritematoso generalizado en algunas
poblaciones caucasicas en las que esté incluido el haplotipo A1, B8, DR3, SCO1. Algunos
estudios genéticos en la poblacion mexicana han demostrado que este haplotipo es poco
muy comun con una frecuencia menor a 1% (25). Sin embargo en los pacientes
mexicanos con diagndstico de lupus eritematoso generalizado su frecuencia es hasta de
10%, apoyando su origen caucasico (23). Por lo tanto el analisis del sistema principal de
histocompatibilidad mostré la presencia de un haplotipo que, en esta familia en
particular, se segrega con la enfermedad; este haplotipo pudo haberse adquirido por la
mezcla genética con la poblacion caucasica ya que como se menciond anteriormente, es
un haplotipo muy poco frecuente en la poblacion mexicana indigena.

No contamos con alguna explicacion para el hecho de que tanto la madre como la abuela
y la hermana de la madre no presentan datos de enfermedad renal a pesar de contar con
el mismo haplotipo que los hermanos afectados (A74, B8, DRI, DQA1*0101,
DQB1*0501). A este respecto podemos presentar la hipdtesis de que los factores
ambientales podrian jugar un papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad. Se

ha propuesta que la GC primaria podria ser resultado de una infeccién viral diferente del
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VIH y el PVB-19 (2,3). Los miembros afectados de esta familia, que parecen ser
genéticamente susceptibles, podrian haber sido expuestos a una infeccion viral no
detectada o subclinica o a otros factores desconocidos que les condicionaron el desarrollo

de la enfermedad.

En este trabajo concluimos que la GC puede presentarse de manera familiar asi como
ocurre en otras enfermedades que cursan con sindrome nefrético familiar como la
glomeruloesclerosis focal y segmentaria familiar. La GC se puede presentar asociada a
sintomas que sugieren lupus eritematoso sistémico. La presencia de nefropatia en los
pacientes con GC y sintomas que puedan ser catalogados como similares a lupus no
deben ser utilizados como un criterio diagnostico de lupus ya que en estos casos en
particular la nefropatia no esta relacionada o no es el resultado de deposito de complejos

inmunes en el glomérulo.
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TABLA 5A

MANIFESTACIONES CLINICAS EN 27 PACIENTES CON GLOMERULOPATIA

COLAPSANTE*

Manifestacion clinica n (%)
Sindrome nefrético 27 (100)
Edema periférico 19 (70)
Hipertension arterial 16 (59)
Fiebre 15 (55)
Artralgias 6 22)
Erupciones cutaneas 4 (15)

*Datos tomados de las series presentadas en las referencias 3y 7
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TABLA 5B

HALLAZGOS DE LABORATORIO DE 27 PACIENTES CON GLOMERULOPATIA
COLAPSANTE AL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO*

Hallazgos de laboratorio N(%)
Hipercolesterolemia 27(100)
Proteinuria > 3.5g/dia 23(85)
Proteinuria > 10g/dia 20(74)
Creatinina sérica (>2 mg/dL) 15(55)
Anticuerpos antinucleares (1:80) 4(14)

*Datos tomados de las series presentadas en las referencias 3y 7
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TABLA 6. Datos clinicos y de laboratorio de los pacientes con GC familiar

PACIENTE GENERO/EDAD | PROTEINURIA SINTOMAS ANA*
g/dia
1 F/21 4.8 EDEMA 1:160
ARTRALGIAS
2 F/22 6.5 EDEMA NEGATIVO
ARTALGIAS
3 M/20 33 EDEMA NEGATIVO
FATIGA
4 F/14 8.0 EDEMA 1:640
ARTRALGIAS
5 M/7 TRACE NINGUNO NEGATIVO

*ANA = TITULOS DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES.
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