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RESUMEN

EXPRESION DE LAS PROTEINAS WTI1, 1135, TIE2 Y ZHX3 EN LAS
DIFERENTES VARIEDADES MORFOLOGICAS DE LA ENFERMEDAD DE
CELULAS EPITELIALES VISCERALES.

Avila Casado MC., Rodriguez Castellanos F., Lépez Kratiletz S.

Servicio de Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

Introduccién

El termino gloméruloesclerosis focal y segmentaria (EFyS), englobada actualmente
dentro del grupo de las enfermedades de células epiteliales viscerales (ECEV) no se
refiere a una entidad tnica sino a un sindrome clinico y anatomopatolégico, que tiene
multiples causas, mecanismos patogénicos y patrones de lesion histoldgica.

Objetivo

Determinar si el patrén de expresion de los marcadores celulares de diferenciacion se
asocia con cada uno de los subtipos histopatoldgicos de la enfermedad de células
epiteliales viscerales y si dicho patrén de inmunohistoquimica permite también
diferenciar la enfermedad de células epiteliales viscerales del tipo cambios minimos
(ECM) con las diferentes variedades de EFyS primaria.

Material y métodos

Se incluyeron 37 pacientes del servicio de nefrologia y patologia del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez” que estuvieron en protocolo de estudio por sindrome
nefrético y que ademads contaban con biopsia renal con diagndstico compatible con
EFyS primaria y ECM mediante microscopia de luz, ademads tejido fresco congelado
para inmunohistoquimica para las proteinas WTI, Tie2, 1135 y ZHX3 como
marcadores de diferenciacion celular.

Resultados

Del total de pacientes incluidos, 14 correspondieron a la variante periférica (NOS), 8 a
colapsante (GC), 6 enfermedad de cambios minimos (ECM), 3 a la variante de la punta
y 1 a celular. Se encontrd diferencia estadisticamente significativa (ANOVA de 1 via
con prueba de Bonferroni post-hoc) en cuanto a la depuracién de creatinina entre la
variedad colapsante y ECM, (30.63£12.78 vs 80.00 £31.16 ml/min). Al analizar la
expresion de las diferentes proteinas mediante inmunohistoquimica encontramos
diferencia estadisticamente significativa entre las siguientes: NOS vs GC, punta vs GC,
ECM vs GC, ECM vs NOS, ECM vs punta al analizar WT1. En el andlisis de Tie2
mostrd diferencia significativa entre NOS y punta, NOS vs ECM, GC vs punta, GC vs
ECM. En relacion con la proteina 1135 hubo diferencia significativa entre NOS y GC,
NOS vs ECM, punta vs GC, punta vs ECM, y ECM vs GC. Finalmente la expresion de
la proteina ZHX3 mostré diferencia significativa entre NOS y GC, punta vs GC, ECM
vs GC. Empleando un andlisis de funcion discriminante encontramos que el modelo que
incluye a las proteinas WT1 y 1135 fue el mds adecuado para poder clasificar los casos
analizados y poder discriminar entre casos nuevos (Lambda de Wilks 0.012, X2
120.489, p=0.000). Usando el procedimiento de clasificacién con validacién cruzada
encontramos una correcta clasificacion de los casos en el 87.1 %.

Conclusion

Se encontré diferencia estadisticamente significativa en la expresion de los
inmunomarcadores estudiados entre las diferentes variedades de ECEV, teniendo la
expresion de las proteinas WT1 y 1135 la capacidad de predecir la pertenencia a algunas
de las variantes de ECEV.



INTRODUCCION.

El termino gloméruloesclerosis focal y segmentaria (EFyS) no se refiere a una entidad
Unica sino a un sindrome clinico y anatomopatoldgico, que tiene multiples causas,
mecanismos patogénicos y patrones de lesion histologica. La caracteristica clinica
omnipresente de este sindrome es la proteinuria, que puede ser en rangos nefréticos o no
nefréticos y el dato anatomopatolégico constante es la consolidacidn y cicatrizacion

glomerular segmentaria y focal.!

La primera imagen de la gloméruloesclerosis focal y segmentaria se encuentra
publicada por Fahr en un atlas, titulada nefrosis lipoidea con degeneracion. Se describi6
como una entidad clinico- patoldgica por Rich en 1957, con distribucion predilecta de
las lesiones esclerosantes segmentarias en el glomérulo yuxtaglomerular.

Establecié varios sinénimos como: gloméruloesclerosis con hialinosis focal 'y

segmentaria, glomerulonefritis esclerosante focal, glomerulopatia esclerosante focal. 2

El abordaje diagnostico para la EFyS primaria es problemdtica porque el rasgo
morfoldgico no es especifico y puede ocurrir en una gran variedad de otras
condiciones superimpuestas a otras enfermedades glomerulares, aunado a ello las
diferencias en las cinco variedades descritas, la diferenciacion con la forma
secundaria se basa mds en contexto clinico y la asociacién y el reconocimiento de
asociaciones etioldgicas, incluyendo virus de la inmunodeficiencia primaria, asociado

a nefropatia por heroina, formas familiares, toxicidad por drogas, y un gran grupo de



forma secundaria mediada por la adaptacion estructural y funcional de las nefrénas a

la hiperfiltracién glomerular. '

Actualmente la EFyS forma parte de variantes morfoldgicas que incluyen a las
enfermedades de células epiteliales viscerales y se caracteriza por la presencia de
proteinuria, comtinmente en rango nefrético. Estos cambios estructurales y funcionales
son adaptaciones mediadas por vasodilatacidn intrarenal e incremento de la presion
del capilar glomerular y del flujo plasmatico. Los cambios hemodindmicos son
secundarios a la reduccion del nimero de nefronas funcionantes por agenesia renal,
ablacién quirurgica, oligomeganefronia y enfermedades renales primarias cronicas,
estos como otros mecanismos de estrés hemodinamico en la poblaciéon de nefronas
inicialmente normales, como se observa en obesidad y cardiopatias congénitas.
Clasicamente las anormalidades anatomopatoldgicas afectan solo algin glomérulo
(focal) con s6lo una porciéon del penacho glomerular (segmentaria). Esta lesion
histolégica es producida por obliteracion segmentaria del capilar glomerular con
incremento de los depdsitos de la matriz mesangial, depdsitos hialinos
intracapilares, subendoteliales (engrosamiento de la pared vascular), atrofia tubular e
intersticial, infiltrado inflamatorio y sinequias focales. Ademats, por
inmunoflurescencia es posible localizar depdsitos de IgM y C3 en un patrén
granular (hialinosis). Todos estos datos morfoldgicos se han empleado en un intento

para establecer el diagnostico de certeza, debido a la limitante del diagnostico.4

Para establecer el diagnostico se requiere una muestra representativa que incluya
glomérulos de la zona yuxtaglomerular. Con 10 glomérulos existe 65% de

probabilidad de establecer un diagnostico y con 20 glomérulos aumenta hasta el 88%.



La propuesta de trabajo de la reunion de patologia renal publicada en febrero del 2004
en el American Journal of Kidney Diseases, respeta la clasificacion establecida por
el consenso de pat6logos en la universidad de Columbia, NY en noviembre del 2000,
solo exceptuando la enfermedad de cambios minimos. La gloméruloesclerosis focal y
segmentaria primaria, se clasifican 5 variantes morfoldgicas, la glomérulo esclerosis
focal y segmentaria inespecifica o periférica ( NOS), la variante hiliar, celular, de la
punta y colapsante, cada una con diferente prondstico e implicaciones clinicas. !

De acuerdo a Habib y cols. los resultados observados en la biopsia renal quizas
varian de acuerdo a los diferentes estadios de la enfermedad, es decir cambios
minimos y FSGS, asi como proliferacion mesangial podran verse solos o en
combinacidon en especimenes de biopsias subsecuentes de un mismo paciente. Ante
esta situaciéon nuevas técnicas en la evaluacion del tejido biopsiado podrian
dilucidar la relacién entre las variantes histolgicas observadas en el sindrome
nefrético primario. Aunado a técnicas como andlisis morfométrico y escaneo con

. . L. 5.6,
microscopia electromca, 67

se propone inmunohistoquimica de diferentes proteinas
que forman parte del diafragma de filtracion y que estdn implicadas en el

funcionamiento normal de los podocitos.

Las variantes morfolégicas tienen criterios positivos y negativos para su
diagnéstico. Para la NOS los criterios positivos son: por lo menos un glomérulo con
incremento segmentario de la matriz que oblitera la luz del capilar, puede haber
colapso de la membrana basal glomerular (MBG) segmentaria sin hiperplasia de los
podocitos. Los criterios negativos son exclusion de las otras variantes, esta constituye
la lesion genérica de FSGS. La variante perihiliar requiere de al menos un glomérulo

con hialinosis perihiliar, con o sin esclerosis, que involucre mas del 50% de la



gloméruloesclerosis segmentaria, con exclusioén de la variante celular, de la puntay de
la colapsante. En la variante celular es necesario por lo menos un glomérulo con
hipercelularidad endocapilar segmentaria, que ocluye la luz con o sin células
espumosas y cariorexis, asi como exclusion de la variante de la punta y la colapsante.
En la variante de la punta los criterios positivos son por lo menos una lesién
segmentaria que involucra la punta, es decir menos del 25% del penacho glomerular
cercano al origen del tibulo contorneado proximal. El polo del tibulo puede ser
identificado en la lesion definitiva. La lesion puede tener adhesién o confluencia de
los podocitos en las células tubulares y parietales a la luz tubular 6 a la porcién inicial
del tibulo contorneado proximal. La lesion puede ser celular o esclerosante. Los
criterios negativos son exclusion de la variante colapsante. Para la variante colapsante
se requiere de por lo menos un glomérulo con colapso segmentario o global e

hiperplasia o hipertrofia de los podocitos y no tiene criterios de exclusion. 8 Fig. 1

De acuerdo a los datos con los que actualmente contamos en donde se ha evaluado
el comportamiento clinico de las distintas variedades, encontramos que la EFyS NOS 6
periférica los pacientes tienen pardmetros intermedios respecto a las otras variantes, y
se asemeja mads a la variante perihiliar. La frecuencia de asociacidn con hipertension
es cercana al 80%, sindrome nefrético 67%, la remisién completa es baja y la
sobrevida renal a 3 afios oscila entre 50-60%. Algunos autores coinciden que puede
ser una fase avanzada de las otras variantes y la proteinuria marca la pauta de la
evolucién. En la EFyS perihiliar la frecuencia del sindrome nefrético es baja 55%, la
hipertensién en un 80%, habitualmente no existe deterioro de la funcidén renal, sin
embargo tiene baja remision tanto parcial como total, con una sobrevida renal de 75%

a 3 afnos. La EFyS celular cominmente se presenta con proteinuria mayor a 3g/dia,



tiene inicio abrupto, sindrome nefrético en un70%, tiende a tener buena respuesta al
tratamiento inmunosupresor, esto quizds relacionado a una etapa temprana de la
enfermedad y en biopsias repetidas se ha mostrado evolucidon a FSGS periférica. La
variedad de la punta generalmente se presenta con sindrome nefrdtico severo con
proteinuria que alcanza 9-10g/dia, hipoalbliminemia menor 2.5g/dfa, funcién renal
conservada, alto indice de remision, adecuada respuesta a esteroides, sobrevida renal a
5 afios alrededor del 80%. La EFyS colapsante que si bien se ha descrito con mayor
predileccion en afroamericanos, en hispanoamericanos  también es frecuente. La
presentacion a menudo es con sindrome nefrdtico severo, con proteinuria mayor a 10
g/dia, se asocia en la mayoria de los casos con deterioro de funcién renal, pobre
respuesta a tratamiento y la sobrevida renal a 3 afios es de tan solo 33%.”'° La
frecuencia con la cual se presentan las variedades es la siguiente: El primer lugar lo
ocupa la variante periférica (NOS) con un 42% de acuerdo a la publicacién de JC
Jennete, seguido por la variedad perihilar 26%, punta 17%, colapsante 11 y 3%
celular. Datos similares encontramos en México (INCICh) en un andlisis retrospectivo
de 1984 a 2004, donde mostramos una prevalencia de EFyS del 7%. NOS ocupo
55%, perihiliar 16%, colapsante 14,2%, punta 11%, 6% celular, (datos aun no
publicados) mostrando gran similitud con los hallazgos antes referidos. >0 Fig. 2,3y

tabla 1

Respecto a la microscopia electronica el epitelio muestra células podociticas, que
estdn intimamente relacionadas con el rango de proteinuria. Estos podocitos se
adhieren a la MBG por uniones interdigitantes o331 integrina, su citoesqueleto es rico
en actina (sinaptopodina), tubulina y citoqueratina. Hay podocalixicina y GLEPP-1 en

la superficie apical y en sus vacuolas se encuentran con gp330 mesalina ( antigeno de



Heymann).'' Los depésitos electrodensos granulares paramesangiales y subendoteliales

pueden ser observados.

La patogénesis de la EFyS primaria es desconocida, al parecer existe una relacién
entre factores de permeabilidad circulantes, posiblemente linfocinas o citoquinas, que
son las sustancias iniciadoras de la lesion celular del epitelio glomerular, lo que

produce cicatrizacion segmentaria y posteriormente disfuncién glomerular.12

Otros mecanismos que juegan un papel en el cambio del mesangio son las propias
células mesangiales que producen un factor de crecimiento derivado de plaquetas,
factor de crecimiento endotelial, tromboxanos, prostaciclinas asi como factor de
crecimiento transformante [ (TGF-f) los cuales estan intimamente relacionados con

angiotensina II ( ANG II).13

Otro mecanismo a través del cual ANG II tiene un rol en la patogénesis es mediante
la activacién del inhibidor del activador de plasminogeno-1 (PAI-1). Dos sistemas de
proteasas estdn involucradas en la degradacion de fibrina y de la matriz glomerular: el
sistema de plasmina y el sistema de metaloproteasas (MMP). Este activador del
plasminogeno convierte el plasmindgeno en plasmina, una proteasa que promueve la

degradacion de la matriz extracelular, por lo que se provoca su acumulacién.'*



Dos mecanismos de crecimiento autocrino han sido definidos:

1.- A través de interleucina 1 (IL-1). Las células mesangiales en cultivo secretan
factores de crecimiento de células mesangiales, con caracteristicas idénticas a la IL-1.
La IL-1 estimula a las células mesangiales para la sintesis de prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos y actividad de la colagenasa tipo IV, quizds mediante la

activacion de la proteincinasa C. 13.16

2.- A través de interleucina 6 (IL-6). Esta IL estimula el crecimiento de las células
mesangiales inVitro. EIl factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) incrementa
la secrecién de proteoglicanos por las células mesangiales cultivadas. '’ La expresion
de TGF-B, por los glomérulos cultivados, correlaciona con la severidad de la
enfermedad en modelos animales, la cual se caracteriza por incremento en la sintesis de
la matriz glomerular.

Los tromboxanos que son producidos por células glomerulares activadas estimulan la
sintesis de laminina, fribronectina y coldgeno tipo IV. Este efecto es independiente del
efecto estimulador de la divisién celular.'®

El papel de la patogénesis por infecciones virales se encuentra en estudio, sin embargo
se han relacionado con esta patologia al virus de la inmunodeficiencia humana y
parvovirus B-19. Este dltimo se encontrd hasta en un 80% de los pacientes con FSGS
idiopatica, 90% con diagndstico de glomerulopatia colapsante y un 54% con otras
alteraciones.'””” También se ha relacionado con el virus Simian 40, el cual se aplicé a

través de vacunacién en el afio de 1963.2!

Diversos componentes de la barrera de filtracion glomerular han sido descubiertos. El

primer marcador del segmento extracelular del diafragma de filtracion (SD) fue el



anticuerpo monoclonal (Mab) 5-1-6 el cual al ser inyectado en ratas indujo proteinuria
masiva en ausencia de borramiento significativo de los procesos podociticos.
Subsecuentemente fue localizado la zdénula ocludens -1 (ZO-1) en un segmento
citoplasmadtico del SD. Recientemente y utilizando los avances genéticos, llegamos a
la era de la nefrina mediante el gen que lo codifica NPHS1 y consecutivamente se
describieron otras proteinas como CD2AP, a-actina-4, podocina, el gen supresor del
tumor de Wilm’s (WT1), Neph 1, FAT 1 y P cadherina.*

El gen (NPHSI1) codifica a la nefrina, la cual es una proteina de 1241 aminodcidos
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas se expresa en rifién, cerebro y
péncreas.22’23

La nefrina se localiza especificamente en la hendidura diafragmaética del podocito
glomerular. ** La inactivacién del gen de nefrina en ratones produce proteinuria y
muerte neonatal.”> En humanos la mutacién de este gen ha sido identificado en el
sindrome nefrético congenito tipo Finlandés y la expresidon de la nefrina no se ha

documentado en enfermedades renales pedidtricas adquiridas, incluyendo cambios

minimos y esclerosis global y segmentaria.26

La Podocina humana es una proteina de la membrana que contiene 383 aminoacidos,
se ha encontrado que se expresa exclusivamente en podocitos, forma parte de la familia
de las estomatinas muestra interaccion in vivo con la nefrina y la CD2AP, un ligando
citoplasmético asociado a la nefrina. T8 podocina se encuentra codificada por el
gen NPHS2. La mutacién de NPHS2 la cual se localiza sobre 1q25-q31, causa el
sindrome nefrdtico autosomico recesivo resistente a esteroides, ? enfermedad que

inicia entre 3 meses y 5 afios de edad, con rdpida progresién a insuficiencia renal



crénica terminal, observandose como una enfermedad de cambios minimos (ECM) en
la etapa inicial con cambios de EFyS en estadios tardios. '~

CD2AP es una proteina de 639 aminodcidos, que interactia con la nefrina de los
podocitos y también interactia directamente con el citoesqueleto de actina.”' En el
riidn se expresa en podocitos, tibulo proximal y colector.”” En humanos no se han
documentado mutaciones. En ratones produce sindrome nefrético congenito y muerte
por insuficiencia renal crénica. 33

ACTN4 es 1 de los 4 genes de actinina que codifican para una proteina que cruza para
ligar actina la cual se expresa en gran cantidad en los podocitos. Se ha postulado que la
a-actina-4 participa en la regulacién del citoesqueleto del podocito y en el movimiento
celular. Para conocer la funcién exacta de a-actina-4 en el rifién se requiere de futuras
investigaciones. Tipicamente se ha descrito mutaciones en el gen ACTN-4 dentro del
ex6n 8 los cuales han sido identificadas recientemente en familias con formas

autosémicas dominantes de EFyS. Esta varia en la edad de inicio, la severidad y la

progresion a IRCT.**

El producto del gen supresor del tumor de Wilm’s WT1 se expresa principalmente en
los podocitos. Mutaciones en el intron 9 de este gen han sido reportadas en el sindrome
de Frasier (EFyS, pseudohermafroditismo XY, gonadoblastoma), sin embargo rara vez
estdn asociadas con EFyS primaria resistente a esteroides. % gl producto del gen
supresor del tumor de Wilm’s (WT1) es un regulador esencial en el desarrollo del
rindn, pero quizds tiene un papel crucial en mantener la diferenciacién fenotipica del
podocito y en reprimir la proliferacion de estos podocitos. 7 La WT1 generalmente se
expresa débilmente en todas las células glomerulares progenitoras, pero incrementa su

. : 4 38
expresion en los podocitos de los glomérulos maduros.” Cuatro reportes han



documentado la perdida de la expresion de la WT1 en dreas de esclerosis glomerular,
tanto en formas colapsante y no colapsante de esclerosis focal y segmentaria, pero no
en la nefropatia de cambios minimos.”****

La alteracion de la expresion de la WT1 en focal y segmentaria puede tener un papel

permisivo en revertir a los podocitos a un fenotipo de proliferaciéon inmadura.

La sinaptopodina es una proteina asociada a actina que se expresa en los procesos
podociticos del podocito maduro y en los dendritos teleencefdlicos que quizds modulan

la motilidad y la forma del proceso podocitico.*!

Durante el desarrollo renal la expresion de la sinaptopodina aparece principalmente en
el asa capilar, concomitantemente con la formacion de los procesos podociticos. Se han
publicado estudios que han demostrado que la expresion de sinaptopodina puede estar
alterada en la enfermedad glomerular. Kemeny y cols.*? fueron los primeros en
establecer la pérdida de la expresiéon de la sinaptopodina en pacientes con
gloméruloesclerosis focal y segmentaria. Este hallazgo fue confirmado en un estudio de
13 nifios con EFyS, en los cuales la expresion de sinaptopodina estuvo ausente en dreas
de esclerosis y con una tinciéon débil en glomérulos no escleréticos.® Estos
investigadores han demostrado que la disminucién progresiva de la expresion de la
sinaptopodina, se asocia con un aumento de la severidad del sindrome nefrético.

En otro estudio que incluy6 a 10 pacientes con gloméruloesclerosis focal y
segmentaria idiopdtica colapsante, se demostré6 que existia pérdida importante de
sinaptopodina, asi como de otros marcadores en todos los glomérulos con esclerosis
colapsante. Mas interesante es la expresion de sinaptopodina, la cual se encuentra

disminuida en los podocitos de los glomérulos remanentes no colapsados lo que sugiere

10



que esta alteracion antecede al colapso glomerular.”® Estos datos sugieren que el
andlisis cuantitativo de la expresion de sinaptopodina puede ser un predictor util del

grado de lesion del podocito.

La proteina epitelial glomerular- 1 (GLEPP-1) es una proteina receptora de tirosin-
fosfatasa, expresada en las etapas iniciales del desarrollo del podocito; que se localiza
en la superficie apical de los podocitos maduros.** La sefial de transduccién a través
GLEPP-1 quizés tiene un rol en la regulacién del podocito tanto en su estructura como
en su funcién. La pérdida de la expresion de GLEPP-1 ha sido documentada tanto en
formas de gloméruloesclerosis focal segmentaria colapsante como no colapsante, pero
no en la nefropatia de cambios minimos.**” La ausencia de GLEPP-1 ha sido
evidente incluso en glomérulos no esclerosados, sugiriendo una disminucién en la
regulacion de GLEPP-1, lo cual quizds puede preceder a un proceso de cicatrizacién.*
GLEPP-1 puede representar un marcador fenotipico ttil en la gloméruloesclerosis

focal y segmentaria.

La podocalixina es la mayor sialoproteina sobre la superficie apical del podocito, la cual
contribuye a la permeabilidad y selectividad glomerular asi como a la arquitectura de

los procesos podociticos. "’

La expresion de la podocalixina durante la
glomerulogénesis coincide con la aparicién de la hendiduras de filtracion. En la
gloméruloesclerosis focal y segmentaria colapsante, la expresion de podocalixina esta
perdida de las 4reas colapsadas de los podocitos, pero esta bien preservada en las

, . .. ., . .38 .
células endoteliales, indicando que esta lesion del podocito es selectiva.™ La expresion

de podocalixina esta preservada en la enfermedad de cambios minimos. El rol potencial
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de la podocalixina en la gloméruloesclerosis focal y segmentaria no colapsante esta en

estudio.

La proteina de la zonula occludens (ZO-1) se ha encontrado a lo largo de la superficie
citoplasmética en el diafragma de hendidura. Esta formada por 1736 aminodcidos y es
una proteina de 225-kDa.*** La ZO-1 es miembro de la familia de proteinas de la
guanilato cinasa asociada a membrana (MAGuK). ZO-1 quizds juega un papel en la
organizacion de sefiales de transduccion y en la formacion de complejos de proteinas
transmembrana.

Z0-1 contiene 3 copias del dominio PDZ, esta concentrada en el diafragma de
hendidura y esta bien demostrado que interactia con los componentes de la unién
célula-célula (ocludina, o catenina) y con cadenas del citoesqueleto (espectrina, F-

. 49,50,51
actina).”

Z0-1 esta localizada en los procesos poddlicos del podocito en donde
precisamente se expresa y se continda en los puntos de insercién del diafragma de
hendidura dentro de la membrana celular lateral. Durante el desarrollo ZO-1 aparece en
forma temprana, cuando los complejos de unién apicales entre los podocitos estdn
compuestos de una clase de unién intercelular atipica. ZO-1 esta conectado a estas
uniones durante el tiempo que ellos migran hacia la superficie lateral de la célula. Estas
uniones desaparecen y son remplazadas por el diafragma de hendidura, sugiriendo que
el diafragma de hendidura es una variante de uniones ajustada.52 Existen 2 isoformas la
o+ y o- dependiendo de la presencia ¢ ausencia del dominio interno del aminodcido
80.° ZO-1 esta presente en las células del epitelio tubular, las células de endotelio
glomerular y en las células de union endotelial en el rifidn, sin embargo la expresion de

la variante a- se encuentra restringida al diafragma de filtracion, al endotelio glomerular

y a las uniones celulares de las células endoteliales del capilar peritubular.”* En las
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ratas ZO-1 y nefrina estin estrechamente localizadas en los glomérulos maduros,
probablemente ZO-1 y nefrina estén localizadas especificamente en uniones como
estructuras de escalera, pero en contraste con la nefrina, la expresion de ZO-1 es mas
abundante en las uniones intercelulares durante el desarrollo.”

Cuando se han inyectado anticuerpos contra nefrina existe una disminucién
progresiva en la expresion de la proteina ZO-1 en los podocitos en forma temprana.
Una hora después de la administracién del anticuerpo y 5 dias después no se detecta la
proteina ZO-1 en ratas proteinuricas, esto sugiere que este anticuerpo particularmente
dirigido contra nefrina, induce alteraciones en las vias de sefalizacién en podocitos

regulando a la baja la proteina ZO-1.°

Estudios publicados desde 1998 muestran que agrin, un proteoglicano heparan sulfato
de la MBG, asi como otros distrioglicanos fueron identificados en el rifién.”’ Existe la
hipétesis de que los podocitos estan ligados a la MBG en forma similar como los
miocitos a la lamina basal. El podocito y la MBG junto con el endotelio fenestrado
forma la barrera que impide el paso de proteinas del plasma al espacio urinario durante

la ultrafiltracién glomerular.

Algunos estudios sugieren que disfuncidn y el subsecuente aplanamiento del podocito
contribuye al desarrollo de la proteinuria. En modelos experimentales se ha mostrado
que agrin, o y B distrioglicano y utrofin estdn presentes en el asa capilar glomerular y
sugiere el enlace entre el podocito y MBG.*® Asi, en 2 modelos de ratas con sindrome
nefrético caracterizado por una fusién externa del proceso y en nefritis pasiva de

Heymann se observan cambios en la distribucion de distrioglicano.
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En el tejido renal humano sano, los anticuerpos anti N-Terminal de agrin (mAb MI-90),
anti B distrioglicano (mAb 43-DAG) y anti-utrofin, muestran tincién granular a lo largo
del asa capilar glomerular en la unién con el podocito, indicando que forman parte, o
son componentes importantes en la barrera de filtracién.”

Esta cadena de heparan sulfato juega un rol importante en mantener una permeabilidad
dependiente de carga en la MBG, ademds de sugerir que los distrioglicanos tienen

T 59,60
implicaciones estructurales en la membrana basal.

La proteina ZHX regula la expresion genética de podocitos durante el desarrollo de
sindrome nefrético. Esta proteina caracterizada y clonada en ratas (ZHX3) es un
potente represor transcripcional. Forma parte de la familia de ZHX, en donde se han
descrito otros dos miembros, ZHX1 y ZHX?2 cuya funcién bioldgica en el desarrollo
de la enfermedad del podocito esta en investigacién. En Vivo la expresion de la
proteina ZHX en el podocito es predominantemente no nuclear. In Vitro estudios de co-
transfeccidon indican que su localizacidn es no nuclear y esta en gran medida relacionada
a existencia de estas proteinas y otros heterodimeros. En modelo experimental de
enfermedad de cambios minimos (nefrosis por puromicina -PAN) se ha asociado con
una relacion a la baja en forma transitoria, seguido de una recuperacién en la expresion
de ZHX3 durante el curso temprano de la enfermedad. In vivo el perfil de expresién
del gen durante la etapa temprana de PAN es facilmente reproducible por caida
transitoria seguido de una recuperacion de la expresion de ZHX3 en cultivos GECs. En
contraste la caida persistente de ZHX3 en GECs produce un perfil de expresion del
gen diferente, que esta en gran forma mediada por la migracién nuclear de ZHX2, lo

cual incluye regulacion a la baja de WT1, un factor transcripcional prominentemente
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regulado a la baja en EFyS, pero no afectada en la enfermedad de cambios minimos
(MCD). Por lo tanto mientras exista una caida transitoria de ZHX3 se produce una
enfermedad de cambios minimos y una caida persistente de de ZHX3 produce cambios
sugestivos de EFyS, en gran medida aunque no exclusivamente mediado por ZHX2. En
resumen la familia de proteinas ZHX media cambios en forma importante en el perfil
de expresion del gen en los podocitos en la enfermedad glomerular primaria. (Datos aun

no publicados).

La proteina relacionada al clon 1135, un biomarcador urinario de la enfermedad de
cambios minimos, fue identificada mientras se investigaban los mecanismos
proteinuria. La sobre regulacién del clon 1135 comenzé justamente previo al inicio de
la proteinuria, incrementando a partir de alli substancialmente (60 veces) y
permaneciendo con regulacidn al alta durante la fase proteinurica. Usando un anticuerpo
contra la proteina de longitud total se observo que el podocito secretaba la proteina
1135 por via de los procesos podociticos y proteinas ligadas a la MBG. En nefropatia
membranosa (nefritis pasiva de Heymann), la expresion del RNAm de 1135 estd
incrementada, aunque no dramdticamente (4-8 veces) en estadios tardios de la
enfermedad después de que se establece la proteinuria. La expresion del gen 1135 es
normal 6 baja en EFyS establecida, en modelo experimental. El andlisis de Western
blot de la proteinas urinarias en pacientes con sindrome nefrético debido a EFyS
mostrd niveles muy bajos de esta proteina. Por lo tanto, la proteina relacionada al clon
1135es mecanicamente un biomarcador relacionado a ECM y quizds pueda ayudar a
distinguir ECM de EFyS. (Datos aun no publicados).

En ratas inyectadas con suero de pacientes con glomerulopatia colapsante.’’ Se ha

evaluado en forma detallada los cambios moleculares y morfoldgicos en el desarrollo
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de la enfermedad. En los dias 1-3 las ratas tuvieron proteinuria moderada y ausencia 6
aplanamiento de los procesos podociticos. En este periodo hubo deterioro progresivo en
la expresion de la proteina ZO-1 en el podocito y redistribuciéon de miiltiples proteinas
en el diafragma de filtraciéon (SD), evocando la lesién en SD descrita por Liu.%
Muiltiples interacciones proteina-proteina estdn alteradas en la superficie del podocito.
Sobre los dias 4 y 5 en este modelo, incrementé la cantidad de la proteinuria, lo cual
coincide con el borramiento del procesos podociticos, aunado a ello regulacién a la baja
de WT1 y aparicion del colapso glomerular. Entre los dias 5 y 10, aproximadamente el
20% de los glomérulos desarrollaron colapso parcial o total. La cantidad de cambios en
la expresion génica en los primeros 3 dias es escasa indicando que la proteinuria en este
estadio es consecuencia de la alteracion de la interaccion proteina-proteina. Los cambios
criticos en la expresion de genes sobre el dia 3 es la regulacién al alta del factor
transcripcional ZHX2, un potente supresor de WT1. La expresiéon incrementada de
ZHX?2 en el nicleo del podocito después del dia 3 causa caida progresiva de WT1 para
el dia 5 en adelante. La suma total de estos cambios resulta en el desarrollo del colapso
glomerular. Estos estudios aun no publicados ofrecen el primer mecanismo bdsico del
colapso glomerular con una relevancia directa a la enfermedad humana. (datos aun no

publicados).

Dentro de inmunomardores que aun no se han investigado en la enfermedad de
células epiteliales viscerales tenemos Tie-2 un receptor tirocin-cinasa especifico de la
célula endotelial ( también conocido como Tek) la cual esta implicada en la
remodelacién de los vasos sanguineos y la interaccion de la célula endotelial con la

. . 63
matriz extracelular y perivascular.
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Actualmente conocemos 2 familias de factores de crecimiento. El factor de
crecimiento endotelial y vascular (VEGF) y angiopoyetinas, esta segunda familia
son factores angiogénicos esenciales para la maduracion de los vasos sanguineos. La
angiopoyetina-1 es un agonista del receptor de ticin-cinasa de la célula endotelial Tie-
2, estudios en ratas que carecen de Tie-2 indican que esta juega un papel en el sistema
de sefializacion en las vias de angiogénesis tardia, la mutacion de Tie-2 en la linea
germinal humana esta asociada a dismorfogénesis vascular.*

El conocer que Tie-2 esta supraregulado  bajo condiciones patoldgicas como
incremento tumoral, y lesién endotelial ha invocado interés en la biologia de este
receptor. Usando wuna tarjeta de hipoxantin fosforibosiltransferasa (Hprt) se ha
demostrado que Tie-2 promueve la expresion especifica de las células endoteliales en
vasos no solo en el desarrollo embriogénico, sino también en el cerebro y el rifién del
ratén adulto.”

Las angiopoyetinas son factores que modulan la sobrevida endotelial y la
morfogénesis, en estudios previos se ha demostrado que la angiopoyetina-2 (Ang-2)
promueve la actividad in vivo de la maduracién del musculo liso vascular del rifién y
de la célula mesangial con la expresion de Tie-2 en el endotelio adyacente incluyendo
capilares glomerulares.66

Se ha documentado que bajo condiciones de hipoxia se estimula la sobre-expresion de
Ang-2 otro miembro de la familia de ligandos, ligado a Tie-2 sin causar fosforilacién en
los cultivos de células endoteliales. Se ha especulado que la hipoxia induce Ang-2 y
VEGEF derivado de las células mesangiales y quizds tiene un papel paracrino que
sinergisa el crecimiento del endotelio glomerular durante el desarrollo normal y en la

o . . . 67
enfermedad renal que implica lesién a nivel del endotelio vascular.
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En forma colectiva, estos datos respaldan el concepto de que la lesidn primaria en el
podocito resulta en una disminucién de los marcadores de diferenciacion y en una
alteracion de la regulacion del fenotipo del podocito en la gloméruloesclerosis focal y
segmentaria.

Otra importante consecuencia de la disregulaciéon de los podocitos puede ser que
induzcan la apoptosis y la muerte celular. La apoptosis tiene un rol central durante el
desarrollo del rifion y ha sido implicada recientemente en una variedad de
enfermedades renales. La apoptosis puede constituir un mecanismo directo patogénico,

bien documentado en la perdida de podocitos en la EFyS.% %
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Es posible que las variantes morfolégicas de enfermedad de células epiteliales
viscerales se puedan separar por presentar un patron de expresion de marcadores

moleculares diferente?

JUSTIFICACION

El emplear nuevos marcadores inmunohistoquimicos puede permitir establecer
diagnéstico de certeza entre los diferentes subtipos de la enfermedad de células
epiteliales viscerales y distinguir de otras entidades que condicionan sindrome nefrético

como enfermedad de cambios minimos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de células epiteliales viscerales de acuerdo a los subtipos de la
clasificaciéon tiene un comportamiento y pronostico diferente que va desde las formas
mas benignas, con un curso indolente y adecuada respuesta a tratamiento, hasta el
subtipo con mal pronostico, pobre respuesta a la terapia y evolucién a corto plazo a
insuficiencia renal avanzada. De alli la gran importancia desde el punto de vista
histolégico de contar con nuevas técnicas histopatolégicas para la evaluacion de la
biopsia renal. El empleo de nuevos marcadores como: El producto del gen supresor
de Wilm’s (WT1), ZHX, Tie 2 y la proteina relacionada al clon 1135 pueden ayudar a
establecer el diagndstico con mayor precision y certeza dentro de las diferentes
variedades de la enfermedad de células epiteliales viscerales e incluso distinguir un
caso de una enfermedad de cambios minimos de la EFyS, que sabemos bien tiene

una respuesta diferente a la terapia y también diferente pronostico.
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OBJETIVO

1.- Determinar si el patron de expresion de marcadores celulares de diferenciacion se
asocia con cada uno de los subtipos histopatologicos de enfermedad de células
epiteliales viscerales y si dicho patron de inmunohistoquimica permite diferenciar
enfermedad de cambios minimos con las diferentes formas de enfermedad de células

epiteliales viscerales.

HIPOTESIS

1. Los marcadores de diferenciacion celular tiene un patrén de expresion diferente en
los subtipos de enfermedades de células epiteliales viscerales y permite distinguir de
otras glomerulopatias que condicionan sindrome nefrético como la enfermedad de

cambios minimos.
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PACIENTES MATERIAL Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio transversal comparativo.

UNIVERSO DE TRABAJO

Se incluyeron a todos los pacientes del servicio de nefrologia y patologia del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” que estuvieron en protocolo de estudio
por sindrome nefrético y que ademds contaban con biopsia renal con diagndstico
compatible con enfermedad de células epiteliales viscerales y enfermedad de cambios

minimos mediante microscopia de luz.
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DESCRIPCION DE VARIABLES
VARIABLES DEPENDIENTES

Expresion inmunohistoquimica de los diferentes marcadores de diferenciacion celular.

Para la inmunoflurescencia se efectuaron cortes del tejido congelado en cryostato en
cortes de 2uM de tejido de la biopsia renal de pacientes en quienes, de acuerdo a la
microscopia de luz mostraba alteracion en las células epiteliales viscerales. Se efectud
la cuantificacion cualitativa de los diferentes marcadores:

1.-El producto del gen supresor de Wilm’s (WT1),

2.-ZHX 3,

3.- Tie2,

4.-1a proteina relacionada al clon 1135.

El andlisis de los inmunomarcadores analizados se realizé por medio de microscopia
confocal evaluando lo siguiente:

Presencia o ausencia de la expresion del inmunomarcador y el andlisis cualitativo
subjetivo, estratificado en grados de acuerdo a la intensidad del anticuerpo.

0 en nulo, 1 débil, 2 moderado y 3 muy intenso.
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VARIABLES INDEPEDIENTES
Clinicas
Histoldgicas

Bioquimicas

DESCRIPCION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES
VARIABLES INDEPENDIENTES
1.- Se establecié como variables independientes a:
Edad, genero, nivel de creatinina sérica, depuracion de creatinina en orina de 24 hrs.,
excrecion de proteinas en orina de 24 hrs.
a) Edad: se estableci6 en afios, desde la fecha de nacimiento.
Tipo de variable: cuantitativa continda

Escala de medicidn: afios

b) Género: se expresé en masculino 6 femenino.

Tipo de variable: Nominal

c) Nivel de creatinina sérica: fue cuantificada en mg/dL; previd a al realizacién de
biopsia renal.

Tipo de variable: cuantitativa continda

d) Depuracién de creatinina en orina de 24 hrs., se cuantificé en ml/min. Mediante la

formula de Cockcroft y Gault " previo a la realizacién de la biopsia renal.

Tipo de variable: cuantitativa continda
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e) Excrecidn de proteinas en orina de 24 hrs. se cuantificé en miligramos/decilitro,
posteriormente se calcul6 el resultado en gramos/dia de acuerdo al volumen urinario.

Tipo de variable: cuantitativa continda

f) Histologia

Fue evaluada de acuerdo a los hallazgos histopatolégicos documentados en la biopsia
renal, de acuerdo a definiciones estrictas ya establecidas."

Los elementos valorados se efectuaron mediante las siguientes tinciones: tricromica de
Mallory; acido peryddico de Schiff, y metenamina de plata.

Se tom6 en cuenta el nimero de glomérulos abiertos, nimero de glomérulos
esclerosados, proliferaciéon mesangial, usando la definicién de mas de 3 nicleos por drea
de observacion mesangial y lesiones vasculares incluyendo engrosamiento fibroso de la
intima asi como valoracién aproximada de esclerosis luminal.

El dafo tubulointersticial y la fibrosis fue evaluado por pardmetros ya establecidos
por Wakai y Magil;71 sin fibrosis cuando sea menor al 5%, fibrosis grado I del 5 al
25%. Grado Il mayor de 25% 'y fibrosis grado III mayor del 50%.

También se tom6 en cuenta las lesiones celulares que correspondian a hiperplasia y

vacuolizacién de las células epiteliales viscerales, manifestado por un claro halo entre

la MBG y los podocitos, hialinosis y colapso de las asas capilares con ¢ sin sinequias.

Estudios de inmunofluorescencia con inmunomarcadores especificos:
-En tejido conservado a menos 80 grados Celsius, se efectuaron cortes en cryostato
2uM de tejido de biopsia renal en pacientes en quienes de acuerdo a microscopia
de luz mostraba alteracién en las células epiteliales viscerales, una vez colocados

en las laminillas se dejan secar durante 30 minutos protegidas de la luz, se marcan
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de manera individual, en orden como regresaron a secado y a la temperatura del

cuarto.

-Se colocaron las laminillas en un vaso que contenia PBS por 15 minutos en el

orden como se rehidratd por seccidn.

- Se sec6 alrededor del corte con papel, marcando un circulo alrededor del tejido
con Pap Pen ( esta es un pelicula hidrofobica que permite el uso de muy
pequefio volumen del anticuerpo diluido en la solucién) y se puso alrededor de
100 ul se solucién para marcar ( suero de la misma especie y un segundo

- anticuerpo diluido 1/20 en PBS/ azida de sodio al 0.02%) sobre el corte por
30 minutos a temperatura de la sala en una cdmara humeda.

- se enjuago el corte en 2 ml de PBS (en forma lenta se traspaso con una pipeta
de plastico.

- Se lavé cada laminilla por 5 minutos en un vaso que contenia PBS.

- Se puso alrededor de 100ul para diluir la solucién del primer anticuerpo (en
PBS/ azida de sodio al 0.02%/ BSA al 1%) sobre el tejido por 90 a 120
minutos a temperatura ambiente en una cdmara hiimeda.

- Se enjuago el tejido con 2 ml de PBS (en forma lenta se paso con una pipeta
de plastico).

- Esta laminilla 2 se lavd por 10 minutos en un vaso que contenia PBS

- Se puso 100ul de solucién del segundo anticuerpo diluido ( en PBS/ azida de
sodio al 0.02%/BSA al 1%) sobre los cortes por 1 hora a temperatura
ambiente en una cdmara himeda y en la oscuridad.

De aqui se trabajo en la sala con luz baja para la tincién por fluorescencia
- Se enjuagaron los cortes en 2 ml de PBS ( se paso lentamente con una pipeta de

plastico) se lavé la laminilla 2 por 10 minutos en una vaso que contenia PBS.
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Se puso alrededor de 100ul de solucién para marcar ( suero de la misma especie
y un segundo anticuerpo diluido 1/20 en PBS/ azida de sodio al 0.02%) sobre el
tejido por 30 minutos a temperatura ambiente en una cdmara himeda y en la
oscuridad

Se enjuagd con 2 ml de PBS ( se paso lentamente con una pipeta de plastico)
Se lavé la laminilla 1 por 5 minutos en un vaso que contenia PBS

Se puso cerca de 100ul del anticuerpo diluido en solucidén (en PBS/ azida de
sodio al 0.02%/BSA al 1%) sobre el corte por 90-120 minutos a temperatura
ambiente en una cimara himeda y en la oscuridad.

Luego se enjuagd el corte con alrededor de 2 ml de PBS (se pas6 lentamente
con una pipeta de plastico).

Se lavé la laminilla 2 por 10 minutos en un vaso que contenia PBS

Se agreg6 cerca de 100ul del segundo anticuerpo diluido en solucién (en PBS/
azida de sodio al 0.02%/BSA al 1%) sobre el tejido por 1 hora a temperatura
ambiente en una cdmara himeda y bajo la oscuridad.

Luego se enjuago el corte en 2 ml de PBS ( se pasé lentamente con una pipeta
de pléstico)

Se lavé la laminilla 2 por 10 minutos en un vaso que contenia PBS

Con pedazos de papel se removid y se seco PBS alrededor del tejido luego se
puso 20ul de un medio de soporte (PBS/glycerol; 3:1 v/v), y se puso
cubreobjetos en cada corte.

Se dejaron las laminillas en una cdmara hiimeda durante la noche a 4°C.

Al dia siguiente se colocé sobre las laminillas esmalte al borde del

cubreobjetos, se esperd que se secara el esmalte por un par de minutos.
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- Se conservaron las laminillas a 4 grados Celsius hasta su revision en el
microscopio confocal ( en los proximos dos dias)

Super Pap Pen, Cat. # IM3580, Becman Coulter.

Ejemplo de la tincién de inmunofluorescencia

e Jer. Bloque Suero bovino diluido 1/20

e Jler. Anticuerpo Anti-acuaporina de ratén diluido 1/100
e 2do. Anticuerpo FITC antirat6n diluido 1/100

e 2do. Bloque Suero de burro diluido 1/20

e 2do del ler Anticuerpo  Anti ZHX3 conejo diluido 1/30

e 2do. Del 2do. Anticuerpo  Anti Cy3 conejo diluido 1/100

Para el control de estas laminillas se tifié mediante el mismo procedimiento con suero
de conejo preinmunizado diluido 1/50 en lugar del anticuerpo antiZHX3 de conejo.
Como se debe analizar en forma inmediata los anticuerpos FITC y Cy3 se trabajé en
el cuarto oscuro con ellos y se tifid en forma inicial con Cy3 que es mas resistente

alaluz que FITC.

De acuerdo a los anticuerpos analizados se expresaron de la siguiente manera, cada
inmunomarcador estratificado en grados de acuerdo a la intensidad del anticuerpo.

0 en nulo, 1 débil, 2 moderado y 3 muy intenso.
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SELECCION DE LA MUESTRA

Se estudiaron la caracteristicas clinicas de los pacientes con sindrome nefrético,
registrados tanto en el servicio de nefrologia asi como en servicio de patologia del
Instituto Nacional de Cardiologia ““ Ignacio Chdvez”; en quienes se establecid el
diagnéstico de enfermedad de células epiteliales viscerales y enfermedad de cambios

minimos. De acuerdo a la disponibilidad como un ensayo piloto.

CRITERIOS DE SELECCION

Se incluyeron todos los pacientes que se encontraban registrados en el servicio de
nefrologia y patologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, que
desarrollaron sindrome nefrético en quienes por estudios histopatoldgicos se establecid
el diagnéstico de enfermedad de células epiteliales viscerales y enfermedad de cambios

minimos de enero del 2001 a julio del 2006.

Se excluyeron todos los pacientes con evidencia de enfermedades sistémicas, como
lupus eritematoso sistémico, neoplasias, evidencia clinica y/o bioquimica de

gloméruloesclerosis focal y segmentaria secundaria.’
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PROCEDIMIENTO
Se revisaron las caracteristicas de laboratorio y clinicas en una sola determinacién
previa a la realizacién de la biopsia, asi como la valoraciéon morfolégica e

inmunohistoquimica del tejido renal.

ANALISIS DE RESULTADOS:

Los resultados de los inmunomarcadores se analizaron utilizando un microscopio

confocal con tres tipos de filtro:

1.- Para andlisis de material asociado a FITC ( Isotiocianato de fluoresceina)
2.- Para Rhodamina

3.-Cry 5

La utilizacién de tres diferentes filtros permitié analizar tres diferentes anticuerpos en la
misma muestra que presentaros tres colores diferentes:

1.- Verde

2.- Rojo

3.-Azul
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El andlisis se realiz6 por tres personas: un nefropatélogo, un nefrélogo investigador y
un estudiante en estancia postdoctoral.

Los resultados se analizaron en una computadora con un software especifico para
andlisis morfométrico (Image — Pro) que permite a la computadora distinguir los colores
y de acuerdo a esta capacidad permite de manera sistemadtica aportar valores numéricos

a la cantidad o expresion del anticuerpo localizado en la muestra

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio + SD, o proporciones segiin corresponda,
la comparacién de proporciones se efectud con prueba de X? cuadrada. La comparacion
de medias con anova de una via. Se obtuvieron coeficientes de correlacién por método
no paramétrico (rho de Spearman). Se empleo el paquete estadistico SPSS versién 10
para Windows.

Empleando un andlisis de  funcidén discriminante se evalué la clasificacion de las
diferentes variedades de enfermedad de células epiteliales viscerales (ECEV) y se
obtuvo una funcién discriminante que permitiera separar Nuevos casos €n grupos
previamente definidos. Como variable para definir grupos se utilizé el diagnostico
histolégico por microscopia de luz de ECEV, tomando en cuenta sélo cuatro
variedades ( NOS, punta, colapsante y ECM) ya que la variedad celular se excluy6
por contar con informacién de sélo un caso. Como variables independientes se
incluyeron edad, depuracion de creatinina, proteinuria y la expresion
inmunohistoquimica de cuatro proteinas (WTI, Tie2, 1135 y ZHX3). Como método

de seleccion de variables se utilizo el stepwise.
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RESULTADOS:

De un total de 129 pacientes, se realizé la inmunomarcacion de 37 especimenes que
contaban con tejido congelado a menos 80°C guardado en el ultracongelador desde
enero del 2001 a Julio del 2006.

Enfermedad de cambios minimos (ECM)

De 8 pacientes con diagndstico de ECM, se inmunomarcaron 6 especimenes.

Glomerulopatia colapsante (GC)

De 17 pacientes con diagnéstico de GC se inmunomarcaron 8 especimenes.

Variante de la punta

De S5 pacientes con diagnostico de enfermedad de células epiteliales viscerales
variedad de la punta, se inmunomarcaron 3 especimenes.

Variante celular

De 3 pacientes con este diagnostico solo se logré inmunomarcar 1 solo espécimen.

La Variante no especifica ( NOS)

De un total de 92 pacientes se inmunomarcaron 14 especimenes.

La variante del Hilio

De los 2 pacientes catalogados con esta entidad, como glomerulopatia primaria no se
obtuvo tejido fresco congelado para inmunomarcacion.

Se efectué inmunomarcacién a 5 controles sanos, de biopsia inmediata (tiempo cero) de
paciente nefrectomizados como donadores sanos de rifién.

Del total de pacientes que se incluyeron para inmunomarcacion, el género femenino

predominé con 54%. El promedio de edad fue de 28.5+13.2 afios.
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De 37 tejidos analizados, 14 correspondian a NOS, 3 a la variedad de la punta, 8 a
colapsante, 6 a enfermedad de cambios mininos, s6lo 1 correspondié a la variedad
celular y 5 controles.

No se observé diferencia de edad entre los grupos analizados. Se encontré diferencia
significativa (ANOVA de 1 via con prueba de Bonferroni post-hoc) en cuanto a la
depuracién de creatinina entre la variedad colapsante y ECM, (30.63£12.78 Vs 80.00
+31.16 ml/min).

Al analizar la expresion de las diferentes proteinas mediante inmunohistoquimica
encontramos los siguientes datos, que muestra la expresion de WT1 en cada variante

histolégica analizada, (grafica 1).
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Como se muestra graficamente encontramos diferencia estadisticamente significativa
en la expresion de la proteina WT1 entre la variante periférica y ECM (p=0.047), con
mayor expresion de WT1 en ECM. En el andlisis de expresion de WT1 entre las
variantes de la punta y colapsante se encontr6 mayor expresiéon de WT1 en la variante
de la punta con diferencia estadisticamente significativa (p=0.001), lo cual confirma
menor afeccioén de la célula epitelial visceral comparado con la afeccién observada en
la variedad colapsante. También se encontrd diferencia estadisticamente significativa al
efectuar el andlisis entre las variantes de la punta y ECM (p=0.002), donde ECM
mostré mayor expresion de la proteina WT1. Asi mismo se observd diferencia
estadisticamente significativa entre la variante Periférica y colapsante (p=0.000),
mostrando mayor expresion de la proteina en la variedad periférica. Finalmente se
observo diferencia estadisticamente significativa entre ECM y colapsante (p= 0.000),

siendo mayor la expresion de la proteina WT1 en ECM.
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Expresion mediante inmunohistoquimica de Tie2 en cada variante histoldgica analizada.
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Grafica 2.

T p<0.05 NOS vs punta. ® p<0.05 NOS vs ECM. | p<0.05 colapsante vs punta. * p<0.05 colapsante vs
ECM.

Cuando se analiz6 la proteina Tie2 se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre la variante de la punta y colapsante (p=0.001), teniendo menor
expresion de la proteina la variante de la punta. Encontramos también diferencia
estadisticamente significativa entre las variedades NOS y punta (p=0.000), donde
también mostré menor expresion la proteina la variedad de la punta. Al comparar las
variedades NOS y ECM se encontré menor expresion de Tie2 en ECM con diferencia
estadisticamente  significativa (p=0.000). También se encontrd diferencia
estadisticamente significativa al efectuar el andlisis entre las variantes colapsante y

ECM (p=0.000), mostrando menor expresion de Tie2 en ECM.
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Expresion mediante inmunohistoquimica de la proteina 1135 en las variantes

histolégicas analizadas.
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Al efectuar el andlisis de la proteina 1135 mostré diferencia estadisticamente
significativa entre la variedad periférica y colapsante (p=0.000), se mostré mayor
expresion de la proteina en la variante periférica. De igual forma el anélisis entre la
variante periférica y ECM (p=0.000), se mostr6 mayor expresiéon de la proteina
nuevamente en la variante periférica. Encontramos diferencia estadisticamente

significativa entre las variantes Punta y colapsante (p=0.000), con mayor expresion de
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la proteina en la variante de la punta. Al comparar las variantes punta y ECM
(p=0.000), la mayor expresion de la proteina 1135 se encontré en la variante de la
punta. En el andlisis entre las variantes colapsante y ECM hubo diferencia
estadisticamente significativa (p= 0.000), con mayor expresion de la proteina 1135 en

ECM.

Expresion mediante inmunohistoquimica de la proteina ZHX3 en cada variante

histolégica analizada.
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Al analizar la expresion de la proteina ZHX3 se evidencid diferencia estadisticamente
significativa entre la variante NOS y colapsante (p=0.000), teniendo mayor expresion
de la proteina en la variante NOS, de igual manera el andlisis entre la variedad punta y
colapsante mostrd diferencia estadisticamente significativa (p=0.000), con mayor
expresion de la proteina en la variante de la punta. Se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre la variante colapsante y ECM (p=0.000), con

mayor expresion en ECM.

Al buscar asociacion entre la expresion de la diferentes proteinas con las variables
clinicas medidas encontramos correlacion significativa positiva entre la expresion de
WT1 y la depuracion de creatinina (r=0.45, p=0.006), sugiriendo que a mayor
expresion de la proteina WT1 mayor nivel de funcién renal, evaluada mediante la
depuracion de creatinina. Encontramos una tendencia de asociacién negativa entre la
expresion de la proteina WT1 y la magnitud de la proteinuria (r=-0.31, p=0.063)
sugiriendo que a menor expresion de la proteina WT1 mayor excrecidén urinaria de
proteinas.

La expresion de Tie2 mostrd correlacién negativa significativa con la depuracion de
creatinina (r=-0.58, p=0.000), siendo menor la expresién de la proteina en el grupo
que preservd mejor funcién renal. Cabe comentar que estos datos concuerdan con el
andlisis del tejido control, en el que la expresion de Tie2 fue nula 6 débil. Encontramos
una correlacion positiva significativa entre la expresion de Tie2 y la creatinina sérica

(r=0.38, p=0.020) lo cual concuerda con los hallazgos previamente comentados.
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Se encontré ademds una correlacidn positiva significativa entre la expresion de Tie2 y
la intensidad de la proteinuria (r=0.42, p=0.011) sugiriendo que a mayor expresién de
Tie2 mayor proteinuria.

La expresion de la proteina 1135 mostré una correlacién positiva significativa con la
depuracidn de creatinina (r=0.45, p=0.005), lo que sugiere que a mayor expresion de
esta proteina la funcién renal se encuentra mejor preservada, lo cual se observéd
predominantemente en las variantes de la punta, ECM, y NOS. Ademds, como se
esperaba, se encontré una correlacion negativa significativa entre la expresion de la

proteina 1135 y la creatinina sérica (r=-0.38, p=0.021).

La expresion de ZHX3 mostré una correlacion significativa positiva con la depuracion
de creatinina (r=0.60, p=0.000) sugiriendo nuevamente que a mayor expresion de
ZHX3 existe un mejor filtrado glomerular y en forma esperada hubo una correlacién
significativa negativa con la creatinina sérica (r=-0.53, p=0.001). No se encontrd
asociacion significativa entre la expresion de ZHX3 y la excrecién urinaria de

proteinas.

Al buscar asociacion entre la expresion de la diferentes proteinas se encontrd una
correlacion significativa negativa entre la expresion de WT1 y Tie2 (r=-0.51, p=0.001)
lo cual fue mds acentuado en el grupo de ECM, mostrando débil expresion de Tie2 y
una expresion mas intensa de WT1. Se encontrd una correlacién significativa positiva
en la expresion entre las proteinas WT1 y 1135 (r=0.54, p=0.001), dicha asociacién

observada en las variantes periférica y punta a si como en ECM. Hubo asociacion

39



significativa positiva en la expresion de las proteinas WT1 y ZHX3 (r=0.78, p= 0.000),
hallazgos encontrados en la variante de la punta, NOS y ECM.

Tie2 mostré una correlacién significativa negativa con ZHX3 (r=-0.39, p=0.019),
hallazgos acentuados en ECM y en la variedad colapsante, teniendo esta dltima mayor
expresion de Tie2 y débil expresion de ZHX3, a diferencia de ECM la cual mostrd
nula 6 minima expresion de Tie2 y una expresion intensa de ZHX3.

La asociacion entre la proteina 1135 y ZHX3 mostré una correlacidon significativa

positiva (r=0.84, p=0.000), hallazgos encontrados en la variedad de la punta y NOS.

Empleando un andlisis de  funcidn discriminante, se evalué la clasificacion de las
diferentes variedades de enfermedad de células epiteliales viscerales (ECEV) vy se
obtuvo una funcién discriminante que permitiera separar nuevos casos en grupos
previamente definidos. Encontramos que el modelo que incluye alas proteinas WTI
y 1135 fue el mds adecuado para poder clasificar los casos analizados y poder
discriminar entre casos nuevos (Lambda de Wilks 0.012, x? 120.489, p=0.000). En
base a lo anterior y tomando en cuenta los coeficientes de la funcién de clasificacion se
obtuvieron las siguientes funciones para poder predecir la pertenencia a un grupo,

tomando en cuenta el valor mads alto de los scores calculados:

Classification Function Coefficients

DX._HISTOL
periférico o no
especifica punta colapsante ecm
WT1_40X 27.000 23.143 15.429 30.857
1135_40X 129.600 129.600 64.800 102.600
(Constant) -307.245 | -296.250 -81.583 | -225.807

Fisher's linear discriminant functions

Score 1 (periférica) = -307.245 + (27 *WT1) + (129.6 *1135)
Score 2 (punta) = -296.250 + (23.143 *WT1) + (129.6 *1135)
Score 3 (colapsante) = -81.583 + (15.429 *WT1) + (64.8 *1135)
Score 4 (ECM) = -225.807 + (30.857 *WT1) + (102.6 *1135)
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A partir de los valores de las proteinas incluidas en el modelo, el anédlisis de nuestros
casos nos permitié obtener los siguientes scores para cada variante histoldgica de la
ECEV: variante periférica 305.655 + 14, variante de la punta 292.155 + 0, variante
colapsante 78.875 + 0 y variante de cambios minimos 222.521 + 41.88, los cuales nos
permiten tener una idea de la probabilidad de pertenecer a un grupo. Usando el
procedimiento de clasificacion con validacién cruzada encontramos una correcta
clasificacion de los casos en el 87.1 %, habiendo clasificado correctamente los 14 casos
de la variante periférica. Los casos clasificados originalmente como variante de la punta
fueron predichos como variante periférica. Los 8 casos de la variante colapsante fueron
adecuadamente clasificados y finalmente de los 6 casos clasificados como ECM 5
fueron correctamente clasificados y uno se predijo como variante periférica, datos que

podemos observar en la siguiente tabla:

Classification Result$-¢

Predicted Group Membership
periférico o no

DX. HISTOL especifica punta colapsante ecm Total
Original Count  periférico o no especifica 14 0 0 0 14
punta 3 0 0 0 3
colapsante 0 0 8 0 8
ecm 1 0 0 5 6
Ungrouped cases 5 0 0 0 5
% periférico o no especifica 100.0 .0 .0 .0 100.0
punta 100.0 .0 .0 .0 100.0
colapsante .0 .0 100.0 .0 100.0
ecm 16.7 .0 .0 83.3 100.0
Ungrouped cases 100.0 .0 .0 .0 100.0
Cross-validated® Count periférico o no especifica 14 0 0 0 14
punta 3 0 0 0 3
colapsante 0 0 8 0 8
ecm 1 0 0 5 6
% periférico o no especifica 100.0 .0 .0 .0 100.0
punta 100.0 .0 .0 .0 100.0
colapsante .0 .0 100.0 .0 100.0
ecm 16.7 .0 .0 83.3 100.0

a. Cross validation is done only for those cases in the analysis. In cross validation, each case is classified by the
functions derived from all cases other than that case.

b. 87.1% of original grouped cases correctly classified.
C. 87.1% of cross-validated grouped cases correctly classified.
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DISCUSION

La primera descripcion de la esclerosis focal y segmentaria se realizé en 1925, en un
esquema realizado al observar los datos histolégicos de un nifio que muri6 de una
Glomerulopatl’a.2 Desde esa fecha el concepto de EFyS se ha redefinido. Como se
menciond en la introduccién, la EFyS, englobada actualmente desde la reunién de
patdlogos en la cuidad de Nueva York en el 2000 dentro del grupo de enfermedades de
células epiteliales viscerales (ECEV), representa la causa mds frecuente de sindrome
nefrético en el adulto a nivel mundial y en nuestro pais. La causa de este aumento no se
conoce con certeza, lo que obliga a estudiar los factores implicados en su etiopatogenia.
Este creciente interés en la enfermedad ha generado numerosas investigaciones de la
etiologia y la redefinicién histolégica de las variantes: gloméruloesclerosis focal y
segmentaria inespecifica o periférica (NOS) la cual constituye la lesiéon genérica de
EFyS, le sigue en frecuencia la variante del hilio, posteriormente la variante colapsante,
la cual cabe mencionar que es la variedad que ha mostrado peor prondstico de acuerdo
con multiples publicaciones.g’10 En este orden decreciente se encuentra la variante de la
punta y finalmente la variante celular. Como ya se comentd en la introduccién cada

una de las variantes tiene sus propios criterios de inclusion y exclusion. 8
Es muy importante mencionar que la enfermedad de células epiteliales viscerales del
tipo cambios minimos se considera una enfermedad totalmente diferente de la EFyS por

su etiologia, patogénesis y prondstico.

La identificacién histologica de las diferentes variedades de EFyS requiere de una

muestra representativa que muchas veces no es posible tener por diferentes factores
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clinicos. Debido a lo anterior es indispensable contar con alguna tecnologia que nos
permita identificar de manera especifica las variedades con un nimero limitado de
glomérulos. En este estudio utilizamos inmunomarcaciéon mediante la expresion
inmunohistoquimica de diversas proteinas (WT1, 1135, Tie2, ZHX3), como un método
alternativo  1til que permitird identificar y clasificar las diferentes variantes
morfoldgicas de enfermedad de células epiteliales viscerales con un espécimen pequeiio

y esa es una aportaciéon muy importante de este estudio.

Con respecto a la ECM, nuestros hallazgos permiten sugerir que se trata de una
enfermedad que lesiona a las células epiteliales viscerales de manera transitoria, ya que
mantiene la expresiéon de los marcadores originales de los podocitos como WT-1 de
manera homogénea, de acuerdo a los hallazgos encontrados al efectuar el andlisis en la
expresion de WT1, esta mostré mayor expresion en ECM en comparacion con las otras
variantes, en los podocitos nunca disminuyé o desapareci6 la expresion de WT1 cuando
se compard con los controles. La morfologia del glomérulo se mantiene, ya que la
arquitectura normal de asas capilares abiertas no se pierde, al analizar el tejido con
microscopia de luz. Los heterodimeros de las diferentes variedades de ZHX3 se
expresan de manera similar al control normal, sin migrar al nicleo como en la GC. Cabe
mencionar que los pacientes con ECM cuyos tejidos se estudiaron, tenian sindrome
nefrético al momento de la toma de biopsia y todavia no recibian tratamiento con
esteroides. La expresion de Tie-2 fue menos intensa en los pacientes con ECM que en
las otras variedades, nosotros proponemos que el dafio se produce porque el endotelio
de los pacientes con ECM se encuentra alterado y quizd el sitio primario de dafio en
estos pacientes sea el endotelio y este produzca factores que lesionan de manera

secundaria y transitoria al podocito. Al respecto cabe mencionar que en los controles
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normales Tie2 es negativo. El 1135 se observo con menor intensidad que en el control y
presentd fragmentacion de la positividad lineal mostrando lineas separadas por espacios
negativos al marcador tanto en las membranas bédsales de los capilares glomerulares
como en las membranas bdasales tubulares. Esto correlacioné también con lo observado
en los modelos experimentales de ECM secundaria a la administracién de puromicina.72

(Fig. 4).

En contraste, la glomerulopatia colapsante mostré un dafio importante en los podocitos
los cuales estaban muy disminuidos en nimero y la expresién normal de WT-1 que fue
muy débil o estuvo ausente. La morfologia del glomérulo se puede observar con ZHX3
que marca los contornos de las asas capilares mostrando las dreas de colapso. Una
aportacién muy importante en nuestro estudio es la observacién de que la afeccion de
WT-1 y la expresion de ZHX3 estdn alteradas atn en los glomérulos no colapsados, por
lo que estos inmunomarcadores sobre todo WT1 y la proteina 1135 al efectuar el
andlisis de funcién discriminante, permiten la probabilidad de una clasificacién correcta
del 87.1% de pertenecer al grupo de la variante colapsante y la posibilidad de que estos
inmunomarcadores puedan ser utilizados con confianza para emitir diagndsticos en
muestras pequefias. Otra aportacion es que el Tie2 se observa también en las proteinas
depositadas de manera intraluminal que estdn comtinmente presentes en los tejidos de
los pacientes con GC. Este hallazgo también se observa en los modelos experimentales
de GC lo cual concuerda con nuestros resultados.”’” Es importante mencionar que estos
cambios no se deben a proteinuria masiva ya que no se observan en las lesiones de la
punta o0 en ECM en donde los pacientes cursan con proteinurias importantes. Es
importante mencionar que en los tejidos de los pacientes con GC se observa una

disminucién de la expresién de BCI2, un protector de apoptosis.’® Este hallazgo sugiere
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que la pérdida de podocitos como lo demuestra la expresion de la proteina WT1 se debe
a muerte celular por apoptosis. En el modelo experimental de GC se demostrd la
presencia de apoptosis mediante la técnica de Tinel.”” Por dltimo, también dentro de
las proteinas intraluminales se pueden identificar fragmentos de laminina en el modelo

experimental, indicando la pérdida de la integridad de la membrana basal en la GC.%°

En cuanto a la lesion de la punta, los podocitos estdn conservados pero la expresion de
WTI1 estd disminuida con respecto al control. Los contornos de las asas capilares
pueden observarse débilmente con Tie2 lo que sugiere que el endotelio vascular de las
asas capilares no es normal pero no esta tan dafiado como en cambios minimos. Esto
implica seguramente un mecanismo de lesion diferente al de esta entidad, lo que
explicaria por qué las lesiones de la punta tienen mejor prondstico o mayor capacidad de

recuperacion y lento deterioro de la funcién renal.

Por dltimo, la variante de tipo no especificada (NOS) podria tener una expresion
variable debido a que podria ser la via final comiin de las otras entidades. Sin embargo
para el andlisis y seleccion de estos casos se descarté a todo hallazgo histoldgico que las
pudiera catalogar en otras variantes como colapso, celularidad y localizacién selectiva
de la lesion glomerular exclusiva en la punta o en el hilio. Quiz4 la variante con la que
se deba hacer un mayor diagnéstico diferencial sea con la del hilio, ya que las lesiones
inicialmente del hilio pueden extenderse a las dreas periféricas y las lesiones avanzadas
no pueden ser separadas histolégicamente; sin embargo cabe mencionar que no se contd
con tejido fresco de la variante del hilio para el andlisis. La expresion de los
inmunomarcadores para la variante NOS mostr6 que son ttiles para separarla de una

lesioén colapsante y de la ECM no solo por la morfologia. En las lesiones NOS hay
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disminucién en la brillantez de la expresion de WT1 en el nicleo de los podocitos
comparado con ECM, cabe mencionar que este hallazgo fue similar con el control y
ademds esta positividad es menos homogénea y més granular. En comparacion con la
GC, el nimero de podocitos parece estar conservado mientras que en esta ultima la

desaparicion de podocitos es muy evidente con el WT1.

Las células mesangiales parecen estar aumentadas (marcadas con tincién nuclear de
contraste) en los casos de NOS. En el andlisis con Tie2 esta mostr6 mucho mayor
expresion en la variante periférica al comparar con la variante de la punta y en ECM,
quizas esto como ya se refirié previamente sugiere mayor dafio al endotelio en ECM
comparado con las otras variantes. Por lo tanto, confirmamos nuevamente la utilidad de
los inmunomarcadores en la definicién de los casos que pudieran ser NOS u otras

variantes.

Los hallazgos encontrados en el tnico caso de la variante celular, mostraron de manera
sorprendente que los podocitos se encontraban preservados, segin se mostrd con la
expresion de WT1 la cual fue similar al control normal y a la enfermedad de cambios
minimos. La diferencia con esta tultima seria unicamente la expresion de Tie2

encontrando un expresién muy débil en ECM comparado con la variante celular.

En conclusidn, los inmunomarcadores utilizados en este estudio muestran de acuerdo a
los resultados del andlisis de funcién discriminante, que la expresiéon mediante
inmunohistoquimica de la proteina WT1 y 1135 mostr6 un poder suficiente para

clasificar los casos analizados y poder discriminar los casos nuevos, lo cual fue
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confirmado al realizar el procedimiento de la clasificacién con validacién cruzada,
encontrando una correcta clasificaciéon de los casos en un 87.1% sobre todo en la
variante periférica, colapsante y enfermedad de cambios minimos. Estos
inmunomarcadores ayudaron a definir el tipo de variante de EFyS, los casos que
corresponden a EFyS pero que no tienen glomérulos esclerosados en la muestra, asi
como aquellos casos con verdadera enfermedad de cambios minimos. No sélo se
definieron las variantes, sino que ayudaron a realizar implicaciones en la patogenia de la
enfermedad confirmando que las entidades son diferentes desde su inicio y no

meramente el espectro de una misma entidad en estadios tempranos o avanzados.
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Fig. 1
1 NOS, 2 GC, 3 Hilio, 4 punta y 5 celular.

FRECUENCIA DE CADA VARIANTE DE EFyS 1986-2004

Fig. 2
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DISTRIBUCION POR EDAD PARA EL TOTAL DE CASOS DE EFyS

GPOEDAD (anos)

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 >60

Fig 3

CAMBIOS HISTOLOGICOS EN CADA VARIANTE DE EFyS

Fibrosis Esclerosis Aumento | Arteriolo
intersticial segmentaria | mesangial | nefroes

(promedios)

N=4

N=
(55%) | (66%) (14%)

ANOVA 1 via: * p<0.05 1 vs 2, & p<0.05 2 vs 3, B p<0.05 3 vs 4, € p<0.05 1 vs 4, £ p<0.052 vs 4

Tabla 1
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Fig.

b.
c.
d.
e.

4

S g e

e

Laminina y tincion nuclear de contraste (se observa colapso glomerular ausencia y ausencia de nucleos en el ovillo
glomerular).

Colapso con Tie-2 (GC. Tie-2 marca el endotelio del ovillo glomerular y capilares peritubulares).

WT1 (muestra ausencia de podocitos y pérdida de la expresion de WT1 en glomérulo correspondiente a GC).
Tincién nuclear de contraste

MCD ( muestra colocalizacion de células mesangiales en verde, de podocitos en morado y segmentos podociticos
marcados con ZHX3

Expresiéon normal de ZHX3 en MCD

Expresion de WT1 en control normal. (mostrando un nimero normal de podocitos con expresién nuclear homogénea).
La colocalizacién de células mesangiales y podocitos en control normal.

La tincién nuclear en control normal.

Expresion del RNAm de la proteina relacionada al clon 1135 muestra positividad intensa en capilares glomerulares en
control.

1135 en MCD se observa fragmentacién de la positividad y disminucién de la intensidad en MBG.

A 40X se observa fragmentacion de la positividad de 1135 en membranas bésales tubulares.
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