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Resumen

Introduccion. La alteracion glomerular estd invariablemente presente entre las causas
més frecuentes de enfermedad renal cronica terminal. Si bien la proteinuria por si misma
advierte sobre la presencia de dafio glomerular, es un biomarcador tardio, ya que en gene-
ral traduce un dafo estructural que, aun en los casos en que pudiese ser contenida farma-
coldgicamente, se acompaniard de una peor funcién renal. La podocitopenia glomerular es
un determinante irreversible de obliteracién glomerular, ya que el podocito carece de la ca-
pacidad de dividirse. Advertir la presencia de podocitos urinarios podria abrir un nuevo ca-
pitulo en el enfoque clinico de las glomerulopatias y establecer un camino més temprano o
especifico de progresion que la proteinuria. Primer objetivo: Confirmar la presencia fisiolo-
gica de podocitos urinarios en pacientes controles. Segundo objetivo: Identificar podocitos
urinarios en un cohorte de pacientes con glomerulopatias primarias o secundarias al mo-
mento del diagndstico y previa al tratamiento correspondiente y sugerir su significancia y
potenciales aplicabilidades clinicas.

Métodos. Estudio prospectivo, controlado, observacional. Se incluyeron 19 controles (Gru-
po A) y 33 pacientes adultos con glomerulopatias primarias y secundarias (Grupo B) y se
compararon en base a las siguientes variables: Edad, género, hipertension arterial, diabe-
tes mellitus, podocituria por 10 campos x20, clearance de creatinina estimado por MDRD-
4y proteinuria. Luego se subdividio el Grupo B en base al grado de podocituria: Grupo B1
(podocituria < Grupo A, n=10) y Grupo B2 (podocituria > Grupo A, n=23). Se agregaron a
las variables anteriores: Podocituria/100 mL de orina; podocituria/g creatininuria; porcen-
taje de atrofia tubular, fibrosis intersticial, esclerosis glomerular seguin biopsia renal. Estu-
dio estadistico: Los resultados se expresan como medianas y rangos. Se consideran diferen-
cias significativas si p<0.05.

Resultados. Grupo A vs Grupo B no fueron diferentes respecto a la edad ni género, y lo
fueron respecto a todas las demas variables. Podocituria Grupo A vs Grupo B: 0.36 (rango:
0-0.92 vs 0.53 (rango: 0.20-10.8) podocitos/10 campos; p = 0.009. Los grupos B1 (n=10) y
B2 (n=23) presentaron diferencias significativas respecto a las siguientes variables: Podoci-
turia/10 campos 20x: 032 (0-0.38) vs 1.05 (0.40-10.8), p<0.0001; podocituria/100 mL 1.25
(0-1.90) vs 5.25 (2.0-54.0), p<0.0001; podocituria/g creatininuria 28 (0-62.00) vs 75 (17-
1269), p< 0.0001; proteinuria 4.58 (2.10-13.59) vs 2.70 (0.10-9.39) g/dia, p=0.02. El mayor
numero de glomerulopatias con un patrén histoldgico proliferativo activo o con esclerosis
glomerular se encontrd en el grupo con mayor podocituria. La hipertension arterial se re-
gistrd en el 70% de los individuos del Grupo B1'y en el 34% del Grupo B2. La esclerosis glo-
merular, la atrofia tubular y la fibrosis intersticial se asociaron a mayor podocituria, Las 3
formas de expresion de la podocituria obtuvieron correlaciones significativas entre si tanto
en los controles como en los pacientes con glomerulopatias.

Conclusiones. La podocituria es un proceso que ocurre tanto en sujetos normales como
en aquéllos con glomerulopatias, si bien en niveles significativamente diferentes. Hubo alta
y significativa correlacion en los Grupos A, B, B1y B2 entre las diferentes formas de expre-
sion de la podocituria. El dafio histoldgico se correlaciond con la podocituria, quiza refle-
jando y confirmando la correlacion teorica que deberia existir entre la alteracion histologi-
ca relacionada con la podocitopenia tisular y la pérdida urinaria de podocitos. Los pacientes
con mayores grados de podocituria, no se correlacionaron con los niveles de proteinuria ni
de funcion renal. Es probable que esto se deba a la etapa funcional de cada glomerulopatia
y del tipo de enfermedad glomerular. En base a nuestros resultados podemos sugerir que la
determinacion de la podocituria en pacientes renales podria ser un método util no invasivo
complementario de seguimiento de cada tipo de glomerulopatia. Por ultimo, este trabajo
piloto sefala que cada glomerulopatia podria poseer su comportamiento particular de pér-
dida podocitaria urinaria, independientemente de la proteinuria y funcion renal. Por lo tan-
to, la podocituria podria utilizarse como un marcador mas especifico de dafio glomerular
que los usados hasta el momento. Actualmente, el fracaso terapéutico de las glomerulopa-
tias y su seguimiento clinico se basa principalmente en los grados de proteinuria y en los
niveles de creatinina. Es probable que esto se deba en parte a que son marcadores tardios
de enfermedad glomerular, y la podocituria puede contribuir a detectar un dafio en etapas
mas precoces, como lo sugiere este trabajo pionero realizado en Argentina.
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Abstract

Background. Glomerular involvement is invariably present within the most ferquent
causes of end-stage renal disease. Despite proteinuria by itself heralds the presence of
glomerular damage, is a late biomarker Proteinuria may generally denote a structural
abnormality which, even with successful pharmacological management, will be associa-
ted with a worse renal function. Glomerular podocytopenia is a key determinant factor
of irreversible glomerular obliteration, due to the fact the podocytes lack of cell division
capability. The diagnosis of podocyturia could open a new concept in the understanding
and clinical follow-up of glomerulopathies, and establish an earlier and more especific
pathway to diagnose and assess the progression of glomerular diseases when compared
to proteinuria. The primary objective of the present study was to assess the factibility of
identifying urinary podocytes in a cohort of patients with primary or secondary glome-
rulopathies when initially diagnosed and previous to appropriate treatment and to su-
ggest its significance and potential clinical applicabilities. The secondary objective was to
confirm the existence of physiologic podocyturia in controls.

Methods. Prospective, controlled, observational study. Nineteen controls were included
(Group A) and 33 adult patients with biopsy-proven primary of secondary glomerulo-
pathies (Group B), which were compared according to the following variables: Age, gen-
der, hypertension, diabetes mellitus, podocyturia per 10 20x fields, creatinine clearance
estimated by MDRD-4 and proteinuria. Thereafter, Group B was subdivided according to
the level of podocyturia: Group B1 (podocyturia < Group A, n=10) and Group B2 (podo-
cyturia > Group A, n=23). The following variables were added to the previously mentio-
ned ones: Podocyturia/100 mL of urine; podocyturia/g creatininuria; percent of tubular
atrophy, interstitial fibrosis, glomerular sclerosis as to biopsy findings. Results are expres-
sed as the median and ranges. Diferences were considered significant when p<0.05.
Results. Group A vs Group B were not different with regard to age or gender, and were
different with respect to all the other variables under consideration. Podocyturia in
Group A vs Group B: 0.36 (range: 0-0.92 vs 0.53 (range: 0.20-10.8) podocytes/10 fields; p
=0.009. Groups B1 (n=10) and B2 (n=23) were significantly different with respect to the
following variables: Podocyturia/10 fields: 0.32 (0-0.38) vs 1.05 (0.40-10.8), p<0.0001;
podocyturia/100 mL 1.25 (0-1.90) vs 525 (2.0-54.0), p<0.0001; podocyturia/g creati-
ninuria 28 (0-62.00) vs 75 (17-1269), p< 0.0001; proteinuria 4.58 (2.10-13.59) vs 2.70
(0.10-9.39) g/day, p=0.02. The majority of glomerulopathies with histologic patterns of
activity or sclerosis was found in Group B2, with higher levels of podocyturia. Hyper-
tension was present in 70% of patients in Group B1 and in 34% of Group B2. Glome-
rular sclerosis, tubular atrophy and interstitial fibrosis were associated with higher levels
of podocyturia, The three ways by which podeyturia was expressed presented elevated
and significant correlations among them both in controls and in patients with glome-
rular diseases.

Conclusions. Podocyturia appears to be a phenomenon occuring both in healthy sub-
jects and in those with glomerular diseases, albeit at significant different levels. The-
re were high and significant correlations in Groups A, B, B1 y B2 among the different
ways by which podocyturia was expressed. The histologic damage was correlated with
the degree of podocyturia, maybe translating and confirming the theoretical correlation
that ought to exist between glomerular podocytopenia and the urinary loss of podo-
cytes. Higher levels of podocyturia did not correlate with the degree of proteinuria or
renal function. This fact may be due to the functional stage at which each glomerulo-
pathy was studied of and to the type of glomerulopathy itself. In this respect, podocytu-
ria could become a useful non-invasive complementary method of follow-up adjusted
to each glomerulopathy. Finally, this pilot study suggests that each glomerulopathy may
possess its own pattern of podocyte loss, regardless of proteinuria levels and of renal
function, which converts it in a more especific biomarker of glomerular damage. Nowa-
days, the therapeutic failure of glomerular diseases and its clinical follow-up is based
principally in the degree of proteinuria and in creatinine levels. This grim issue may be
due to the findings of this pioneer study in Argentina.
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Figura 1. A: Sedimento urinario control, con ausencia de células si-
naptopodina positivas; B-C: Grupo de podocitos (flechas blancas) entre
otras células en el sedimento urinario. A menudo los podocitos (flecha
blanca, C) suelen ser dificiles de identificar, dadas las caracteristicas del
sedimento urinario de ciertos pacientes.; D-F: Varios podocitos agrupa-
dos (flechas blancas), los cuales suelen desprenderse en colgajos. Inmu-
nofluorescencia Indirecta. Magnificacion: A-C 200x; D 400x; E-F 1000x

INTRODUCCION

Las enfermedades glomerulares, ya sean primarias o secunda-
rias, constituyen la causa més importante de enfermedad renal
crénica. Tanto la diabetes mellitus como la hipertensién arte-
rial y las glomerulopatias primarias y secundarias se acompa-
fian de diferentes patrones de dafio estructural glomerular. En
todos estos casos, diferentes niveles de proteinuria reflejan esta
realidad’.

La proteinuria es un marcador muy util de evaluacion diaria de
dafio renal, pero como queda reflejado por lo antes enunciado,
carece de especificidad respecto de la etiologia que la origina®
Puede ser ocasionada por causas metabdlicas, hemodindmicas
y estructurales. Las causas estructurales a su vez se pueden cla-
sificar por dafio primariamente podocitario, de la membrana
basal glomerular, de la hendidura diafragmética, del endotelio,
por depdsitos de inmunocomplejos subendoteliales, intramem-
branosos, subpodocitarios o mesangiales, o por desequilibrios
homoestiticos de la capa parietal de la cdpsula de Bowman®.
Esta descripcion morfoldgica de daiio trata de ordenar y agru-
par determinados patrones que son compartidos por muy disi-
miles mecanismos fisiopatoldgicos. Pero también indican que el
glomérulo es una unidad histofisioldgica que ante determinada
injuria comenzard a ser incapaz de cumplir una de sus funcio-
nes filogénicas: lograr un ultrafiltrado de plasma con cantida-
des virtualmente ausentes de proteinas circulantes en la orina,
la proteinuria. El dafio inicial en un determinado componen-
te glomerular producird dafos en los componentes intraglome-
rulares, en los tubulo-intersticiales y a distancia. La célula que
estd encargada de impedir la pérdida de proteinas en los aproxi-
madamente 200 litros de sangre filtrada por dia es el podocito*.
El podocito y la podocituria han sido recientemente revisados
por este grupo®. Brevemente, el podocito es una célula altamen-
te diferenciada y altamente polarizada en cuanto a la distribu-
cién citoplasmatica de sus organelas. E1 2% de la masa renal ce-
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Figura 2: Las diferentes glomerulopatias incluidas en el estudio. FSGS:
Esclerosis Focal y Segmentaria; IGA: Nefropatia por IgA; MN: Nefropa-
tia membranosa primaria; CM: Cambios minimos; MPGN: Glomerulo-
nefritis membranoproliferativa por inmunocomplejos; SLE: Nefropatia
lipica clase IV de la OMS; ANCA; IGM: Nefropatia por IgM; AMIL: Ami-
loidosis primaria; CAD LIV: cadenas livianas, mieloma multiple; DBT:
Nefropatia diabética.

lular propia corresponde a los podocitos, los cuales dejan de for-
marse en la vida extrauterina. No solo su alto grado de diferen-
ciacién celular lo convierte en una célula incapaz de entrar en
mitosis. Su ubicacidn critica asomando a una cavidad como es el
seno de Bowman, y enfrentando un flujo constante de plasma,
justifica esta realidad. Se cree que en cada uno de los 2 millones
de glomérulos que conforman la masa renal hay entre 400 y 500
podocitos, y que existe una podocituria fisiolégica. Cuando la
pérdida de podocitos por glomérulo llega al 40%, el glomérulo
asume la incapacidad de poder continuar con sus funciones y va
camino a la obliteracion®®,

A medida que los podocitos se desprenden de la membrana ba-
sal glomerular, podocitos vecinos tratan de cubrir aquellos sec-
tores de membrana basal denudada, para evitar la proteinuria’.
Llegado cierto punto de desequilibrio histoldgico, comienzan
a filtrarse cantidades crecientes de proteinas en orina. Cada po-
docito perdido es un podocito irrecuperable. De esta manera,
la podocituria predecerfa a la proteinuria, que es la herramien-
ta que se utiliza a diario para el diagndstico y seguimiento de
las glomerulopatias. En este sentido, se podria hipotetizar —en-
tre otras propuestas— que existe una etapa inicial subclinica en
las diferentes glomerulopatias en las cuales existirfan cantidades
elevadas de podociturias con proteinurias negativas.

El objetivo primario del presente trabajo fue el de evaluar la fac-
tibilidad de hallar podocitos urinarios en una cohorte de con-
troles y de pacientes con glomerulopatias primarias y secunda-
rias en diferentes estadios de evolucién, de identificar aquellas
glomerulopatias con alta y baja tasa de podocituria, y de evaluar
una eventual correlacién con la proteinuria, con la funcién re-
nal y con los scores de dafio histoldgico. Se resefia finalmente la
potencial aplicabilidad del método y sus limitaciones.

METODOS

Disefio. Estudio prospectivo, observacional, controlado.
Poblacion. Sc incluyeron 52 sujetos adultos entre 18 y 82 afios:
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Figura 3A. Diferentes glomerulopatias en el Grupo B1: Abreviaturas
idem Figura 2.

19 controles (Grupo A) y 33 pacientes (Grupo B) con diferen-
tes glomerulopatias en diferentes estadios evolutivos y en dife-
rentes estadios de enfermedad renal (Tabla 1). Los 19 contro-
les incluyeron en general a adultos donantes potenciales de ri-
i6n (9 hombres y 10 mujeres), y que debian ser sujetos sanos
sin evidencia de patologfa renal ni recibir tratamiento farma-
coldgico de ninguna indole. Los pacientes con glomerulopatfas
fueron aquellos que concurrieron al consultorio del Servicio
de Nefrologia del Hospital Britdnico entre los meses de abril y
noviembre de 2014, y a quienes se les diagnostic su dolencia
glomerular en la primera consulta (17 hombres y 16 mujeres).
Fueron incluidos solo pacientes sin tratamiento farmacoldgico
previo inmunosupresor, y se mantuvieron las terapias antihipcr-
tensivas si correspondia. A todo paciente se le realizé una biop-
sia renal percutdnea con posterioridad a la realizacién de los es-
tudios correspondientes a una glomerulopatfa.

Los grupos B1 y B2 se definieron respecto del Grupo A: Grupo
B1, podocituria/10 campos 20x < podocituria/10 campos 20x
Grupo A; Grupo B2, podocituria/10 campos 20x > podocitu-
ria/10 campos 20x Grupo A.

Variables de estudio. Edad, género, hipertension arterial, volu-
men de filtrado glomerular estimado por MDRD-4, proteinu-
ria de 24 hs, creatininuria, podocituria/10 campos 20x al mi-
croscopio de fluorescencia, podocituria/100 ml de orina, podo-
cituria/gramo de creatininuria. Biopsia renal: se estudio la pre-
sencia o no de esclerosis glomerular, la atrofia tubular y la fibro-
sis intersticial. La esclerosis glomerular se considerd positiva si
englobaba a més del 30% del glomérulo en promedio; la atrofia
glomerular y la fibrosis intersticial si era > 10%.

Hipertension arterial. Sec consideraron hipertensos a aque-
llos sujetos con antecedentes de registros de tension arterial >
140/90 mmHg. La medicacién entre los grupos Bl y B2 fue
considerada para su andlisis posterior.

Glomerulopatias. Sc incluyeron para el propdsito de este tra-
bajo a sujetos con glomerulopatias primarias o secundarias con
proteinuria > 0,50 g/dfa, con o sin hematuria dismérfica y en
diferentes estadios de enfermedad renal crénica, del I al V, diag-
nosticadas en el momento de llevarse a cabo este estudio.
Podocituria. Una vez diagnosticada clinicamente la glomeru-
lopatia, y previo a la biopsia, se procedid a la recoleccién de la
muestra de orina, la cual una vez obtenida en el 4mbito hospi-
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Figura 3B. Diferentes glomerulopatias en el Grupo B2: Abreviaturas
idem Figuras 2y 3.
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Figura 4. Modelo de curvas de variabilidad de las 3 variables en una
determinada glomerulopatia. En la Etapa 1 (Fase A), hay solo podocitu-
ria, sin proteinuria y con funcion renal normal o aumentada (hiperfil-
tracion). En esta etapa no hay correlacion podocituria-proteinuria. En
la Etapa 2 (Fase B), comienza a existir una correlacion positiva y signi-
ficativa entre la podocituria y la proteinuria, con deterioro del volumen
de filtrado glomerular. En la Etapa 3 (Fase C), hay caida en la podoci-
turia y aumento en la proteinuria, con deterioro de la funcion renal..

talario con un minimo de 3 horas de retencidn, se llevé inme-
diatamente al laboratorio del Hospital Briténico. Una alicuo-
ta se separ(') para las determinaciones urinarias, y para determi-
nar el pH y la densidad urinarias y asi confirmar una adecua-
da recoleccién de la orina recién emitida. El resto de la orina
se centrifugd a 700 g por 5 minutos descartdndose los sobrena-
dantes. Luego se conservé el sedimento en formol al 10% di-
luido en PBS pH 7,2-7,4 y se almacenaron 100 pl del sedimen-
to en eppendorfs identificados con las iniciales del paciente y a
temperatura ambiente, previa centrifugacion final de 5 minu-
tos. En tandas fueron llevadas al laboratorio de Patologia del
Departamento de Ciencias Fisioldgicas IFIBIO Houssay-UBA
CONICET, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Alires para su estudio final.

Se realizé una inmunofluorescencia usando como anticuerpo
primario sinaptopodina, un marcador especifico de podocitos
(1:100, Abcam, USA) y como anticuerpo secundario IgG an-
ti-conejo Alexa Fluor” 488, (1:100, USA). Los preparados sc
analizaron usando un microscopio de epifluoresencia, Nikon
Eclipse E 200. Se analizaron 10 campos 20x y se calculé el pro-
medio de los podocitos contados (Figuras 1A-1F).
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Tabla 1. Caracteristicas epidemiologicas de los grupos Ay B.

Tabla 2. Comparacion de variables estudiadas entre grupo Ay B.

H: Hombres; M: Mujeres.

Biopsia renal. Sec realizaron las biopsias renales percutd-
neas en el servicio de Diagndstico por Imagenes del Hospital
Britdnico bajo control tomogréfico con agujas 16 g. Se estu-
diaron todos los casos con micoscopia dptica, de inmunofluo-
rescencia y en algunos casos con electrénica segfln indicacién
médica. Las técnicas de microscopia dptica empleadas fueron
hematoxilina eosina, PAS, tricrémicro de Masson y metena-
mina plata. Las variables incluidas en el andlisis fueron aque-
llas que pudieran estar presentes en todas las glomerulopatias,
independientemente de la ctiologia, y que pudieran tener re-
lacién con la proteinuria o con la funcién renal. Se considera-
ron en este sentido la presencia o ausencia de esclerosis glome-
rular; la atrofia tubular positiva si era superior >10% y negati-
va si era <10%; la esclerosis intersticial positiva si era >10% y
negativa si era <10%. Las biopsias fueron analizadas en su to-
talidad por el mismo pat6logo del Servicio de Patologfa del
Hospital Britdnico.

Etica. El presente protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité de Revisién Institucional del Hospital Britdnico de
Buenos Aires. Antes de la admisién del paciente al presen-
te estudio, este firmé un consentimiento informado de acuer-
do con las normas del ICH (International Conference of
Harmonization) y GCP (Good Clinical Practice), donde se de-
tall¢ la naturaleza y objetivo del estudio.

Estadisticas. Los resultados se expresan como mediana y sus
rangos. Se analizaron las variables con la prueba de Wilcoxon
Mann-Whitney. Las correlaciones entre las variables se rea-
lizaron mediante el calculo del coeficiente de correlacién de
Spearman. Se tomé como criterio de signiﬁcancia p<0,05.

RESULTADOS

Grupo Control (A) vs Grupo de Glomerulopatias (B)

No hubo diferencias significativas respecto de la edad ni del gé-
nero entre ambos grupos (Tabla 2). Ambos grupos fueron dife-
rentes estadisticamente respecto de la funcién renal, proteinu-

88

Variables Grnu:p%A Gr#:gg B Variables G';]UZPW%A Gr#:gg B p
Edad (afios 47.00 (27-76) 51(23-82) Edad (afios) 47.00(27-76) 51(23-82) 0.8664
Género ’\7 190[?57:;’{)(;())) '\|‘/|| 11é [(54§?)//(()))J Cr sérica (mg/dL) 0.77(0.56-1.12) 1.40(0.60-6.90) <0.0001

’ ’ Cr urinaria (mg/dL) 51.90(21-105.1) 47.7(22-118) 0.3372
Esclerosis focal y segmentaria - I MDRD-4 102(80-128) | 51.0(10-1140) | <0.0001
Nefropatia por IgA - 6 Proteinuria g/dia 0 3.17(0.1-23) <0.0001
Nefropatia membranosa - ‘ Pod/10 campos 20x 036(0-092) | 0.53(020-10.80) | 0.0092
Nefropatia por Cambios Minimos - 2 Cr: Creatinina; Pod: Podocituria.
Glomerulonefritis Membranoproliferativa por _ 2
inmunocomplejos ria y podocituria por campo: Grupo A vs. Grupo B, 0,36 (ran-
Nefropatia lupiﬁa clase IV — - ? go: 0-0,92) vs. 0,53 (rango: 0,20-10,8) podocitos/10 campos
S[I)zm\e];u\onefm\s Fttecaplar tipo Il ANCA - 2 20x, p=0,0092. En la Figura 2 se detallan las diferentes glome-
Nefropatia mesangioproliferativa por IgM - 1 rulopatias incluidas.
Amiloidosis primaria - 1
Nefropatia por cadenas livianas - 1 Grupo B1 vs Grupo B2
Nefropatia diabética - 1 En la Tabla 3 se detallan los resultados de ambos subgrupos.

Ambas poblaciones no fueron diferentes respecto a edad, géne-
ro ni funcién renal. En la Tabla 4 y las Figuras 2, 3A y 3B se de-
tallan los diferentes tipos de glomerulopatias incluidos en este
trabajo: esclerosis focal y segmentaria (11), nefropatia por IgA
(6), nefropatfa membranosa (4), cambios minimos (2), mem-
branoproliferativa por inmunocomplejos (2), nefropatia lipica
clase IV (2), glomerulonefritis extracapilar tipo III ANCA po-
sitiva (2), nefropatia mesangioproliferativa por IgM (1), amiloi-
dosis primaria (1), nefropatfa por cadenas livianas (1) y nefropa-
tia diabética (1) (Figura 3A y 3B). Hubo mayor nimero de es-
clerosis focales y segmentarias primarias en B2 vs B1 (8 vs. 3) y
de nefropatias por IgA en B2 vs. B1 (5 vs. 1) (Figuras 3Ay 3B).
Hipertension arterial

Hubo 7 pacientes (70%) en el grupo B1 y 8 (34%) en el Grupo
B2. La hipertension arterial se asocié a mayor podocituria tan-
to por campo (Bl: 0,33, r: 0,20-0,38 vs 0,92, r: 0,40-10,8;
p=0,0003), como por 100 ml (1,65, r: 1-1,90 vs. 4,58, r: 2-54,
p=0,0003) (Tabla 5).

Proteinuria

El Grupo B1 presentd una proteinuria significativamente ma-
yor que el Grupo B2: 4,58 (rango: 2,10-13,59) g/dia vs. 2,70
(rango: 0,10-9,39) g/dia.

Podociturias

Tanto las podociturias absolutas como las podociturias ajusta-
das a gramo de creatininuria y a 100 ml de orina fueron signifi-
cativamente menores en el Grupo A respecto del B.

Biopsias

Las variables correspondientes a este tema se compararon
en los grupos B1 y B2. Esclerosis glomerular (B1: n=6; B2:
n=18): De los pacientes con signos histolégicos de glomeru-
losclerosis, hubo diferencias significativas en las podociturias,
siendo superiores en el Grupo B2 respecto del B1 (Tabla 6).
La atrofia tubular (B1: n=7; B2: n=19) tuvo un comporta-
miento similar, asi como la fibrosis intersticial (B1: n=6; B2:

n=19) (Tabla 6).
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Tabla 3. Comparacion de variables estudiadas entre B1y B2.

Tabla 4. Distribucion de las Glomerulopatias estudiadas en cada grupo.

Variables G”r:P?Om Gnr:_p;)SBZ p Glomerulopatias Grupo B1 | Grupo B2 | Total
Edad (anos) 525(36.75) 18(23-82) 04446 Esclerosis focal y segmentaria 3 8 "
) H: 3(30%) H: 14(61%) Nefropatia por IgA 1 5 6
Género M: 7(70%) M: 9(39%) - Nefropatia membranosa 1 3 4
Cr1 (mg/dl) 1.35(0.76-3.90) 1.42(0.6-6.90) 0.7389 Nefropatia por cambios minimos 1 1 2
Cr2 (mg/dI) 47.7(26.8-88.3) 47.7(22-118) 0.7544 Glomerulonefritis membranoproliferativa 1 1 )

MDRD-4 63.5(24-103) 49(10-114.0) 04929 por inmunocomplejos

Proteinuria (g/dia) 458(2.10-1359) | 2.70(0.10-939) | 0.0230 Nefropatia lipica clase IV ! ! 2
Pod/10 campos 20x 0.32(0-0.38) 1.05(0.40-10.8) <0.0001 Glomerulonefritis extracapilar tipo Il ANCA positiva 1 1 2
Pod]g Cr2 30(22-62.00) 75(17-1269) 0.0007 Nefropatia mesangioproliferativa por IlgM 0 1 1
Pod/100 ml orina 158(1-190) 525(20-540) | <0.0001 Amilaidosis primaria 0 ! !
01 : Creatinina sérica; Crz.' Creatininuria; Pod: Podocituria. Nefropatia por cadenas livianas 1 0 1
Nefropatia diabética 0 1 1

Correlaciones

Las correlaciones con significancia estadistica se detallan en la

Tabla 7.

DISCUSION

Este es el primer trabajo realizado en Argentina que repor-
ta que la podocituria es factible de ser identificada, tanto en
sujetos normales como en aquellos con glomerulopatias, y
en niveles significativamente diferentes. Los patrones comu-
nes de dafio histolégico (esclerosis glomerular, atrofia tubu-
lar y fibrosis intersticial) se correlacionaron con los niveles
de podocituria, quizd reflejando y confirmando la correla-
cidn tedrica que deberia existir entre la alteracién histologi-
ca relacionada con la podocitopenia tisular y la pérdida uri-
naria de podocitos, y no necesariamente con la proteinuria
ni con la funcién renal*®. Este hallazgo es interesante, ya que
para cuantificar el grado de dafio histolégico y las lesiones
determinantes de prondstico comunes a toda glomerulopa-
tia se opté por el principio y el criterio empleado en el dise-
fio de la clasificaciéon de Oxford para la nefropatia por IgA,
determinando ciertos valores de corte respecto de —repeti-
mos— lesiones comunes prondsticas a evaluar en toda glome-
rulopatia: la esclerosis glomerular, la atrofia tubular y la fi-
brosis intersticial.

La correlacién podocituria-histologia no se correlacioné con el
volumen de filtrado glomerular porque quiz4 al tomarse un sis-
tema binario para definir la presencia o no de esclerosis glome-
rular, o un corte del 10% para los danos tubulointersticiales, se
consideraron cortes tempranos de dafio. Por otro lado, para que
la masa renal refleje un dafio funcional significativo debe existir
en general un minimo del 50% de dafo estructural. Lo mismo
sucede con la proteinuria y la falta de correlacién con la podoci-
turia. Es probable que este hallazgo obedezca a la etapa funcio-
nal en la que cada glomerulopatia se abord en este trabajo. Esta
disociacién probablemente esté indicando que la podocituria es
un método no invasivo y complementario y deba tener ciertos
ajustes en cuanto a su interpretacion, dependiendo de cudl es la
glomerulopatia en estudio. Esta opinén ya fue refrendada en el

afio 2005 por Yu et al,, del grupo liderado por J. Floege, quie-

nes ademds advirtieron que en modelos murinos la podocituria
es un marcador més especifico que la proteinuria para evaluar el
dafio glomerular®.

En resumen, este trabajo piloto senalaria que cada glomerulopa-
tia podria poseer un comportamiento particular de pérdida po-
docitaria urinaria, independientemente de la proteinuria y fun-
cién renal, lo que la torna como un marcador més especifico de
dafio glomerular®. De esta manera, se podrian disenar modelos
de comportamiento que correlacionen diferentes variables a lo
largo del seguimiento clinico del paciente y su glomerulopatia,
incluyendo las intervenciones farmacoldgicas. Esto es clave si se
acepta que estas variables van a interactuar en forma diferente
de acuerdo con el momento de diagnéstico (Figura 4). En este
sentido, la podocituria se tornarfa una herramienta mucho mas
atractiva de diagndstico precoz de dafio si se realiza previa a la
proteinuria o a la microhematuria, los dos pilares de diagnésti-
co clinico de una glomerulopatia.

Pero jcomo sospechar la existencia de una afectacion glomerular
cuando ambas variables cldsicas son negativas?

1. La existencia de podocituria en enfermedades glomerulares
de origen genético hereditario es una clave. En este capitulo se
encuentran entidades sin un tratamiento especifico pero con al-
ternativas precoces de nefroproteccién, como la enfermedad de
Alport, u otras con un tratamiento especifico, como la enfer-
medad de Fabry, la cual, a mayor anticipacién en su interven-
cién farmacoldgica, mejor resultado ofrecerd al paciente. En es-
tas enfermedades, también se benefician los parientes del caso
indice, quienes en gcncral estan asintomaticos y sin proteinu-
ria ni hematuria y pueden presentar podocituria elevada, lo que
puede sugerir cambios en el enfoque terapéutico (Figura 4,
Etapa 1 o Fase A). Aqui la correlacién podocituria-proteinu-
ria serfa nula o la correlacién podocituria-creatinina serfa nega-
tiva. Este fenémeno queda bien resefiado en una publicacién de
nuestro grupo en la cual se describe un paciente con enferme-
dad de Fabry y podocituria sin afectacién renal segtin los mar-
cadores cldsicos de evaluacién®.

2. La otra clave es la que engloba a las enfermedades sistémicas
con repercusion renal sin afectacién al momento del diagndsti-
co de la enfermedad sistémica. Aqui figura la diabetes mellitus
en primer término. Respecto de la nefropatia diabética: ;Como
son los niveles de podocituria en los diabéticos en la etapa pre-pro-
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teinuria? No lo sabemos, pero probablemente estén elevados.
En esta etapa 1 o Fase A, la correlacién deberfa ser nula (Figura
4). En este sentido, resultaria importante evaluar la podocitu-
ria en los diabéticos no proteintricos, y redefinirse los paradig-
mas respectivos. El tema se torna més interesante cuando se ad-
vierte que un 30 a 50% de los diabéticos tipo 2 con enfermedad
renal crénica terminal ingresan a tratamiento de reemplazo sin
presentar nefropatfa diabética cldsica (sin proteinuria) . Esta si-
tuacién, en general presente en mujeres diabéticas tipo 2 pos-
menopdusicas con sindrome metabdlico, presenta biopsias con
dafio histoldgico clésico como nédulos de Klimmestiel-Wilson,
pero sin proteinuria. Su deterioro de declinacién de la funcién
renal ronda en promedio los 5 ml/afno®. Los podocitos de es-
tos pacientes sufren hipertrofia y activacién de la diana de ra-
pamicina en células de mamiferos (mMTOR), inhibiendo los me-
canismos autofdgicos. ; Cdmo estd la podocituria en estos sujetos?
No lo sabemos, pero probablemente normal o baja. En este sen-
tido, la podocituria podria ayudar a diferenciar y pronosticar el
comportamiento del rifién en forma anticipada, un hecho no
menor*’,

En la hipertension arterial, supuestamente la segunda causa de
ingreso a tratamientos de reemplazo, también podria evaluar-
se la podocituria sobre todo en periodos preproteintiricos y dis-
minuir la pérdida irreversible de estas células empleando dro-
gas con implicancias directas en la estabilizacién del podocito,
como son los inhibidores de la enzima convertidora de angio-
tensina o los bloqueantes de los receptores de angiotensina II,
o los que fortalecen el anclaje del podocito a la membrana basal
glomerular por diversos motivos, como la amilorida"". En este
trabajo, la hipertension arterial se registrd en el 70% de los indi-
viduos del Grupo Bl y en el 34% del Grupo B2 (Tabla S). Los
pacientes hipertensos de cada grupo presentaron los niveles mas
elevados de podocitos urinarios y se asociaron significativamen-
te en cada grupo con una mayor podocituria. En ambos grupos
habia en forma similar pacientes medicados con inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina o los bloqueantes de los
receptores de angiotensina I, lo que pudo haber influido cierta-
mente en los resultados.

3. Una tercera clave es la de enfermedades autoinmunes con cla-
sica afectacién renal pero sin repercusion renal clinica evalua-
da por los métodos clésicos al momento del diagnéstico, como
por ¢jemplo el lupus eritematoso sistémico. Dosar podocituria
en pacientes con lupus y sin proteinuria o microhematuria dis-
mérfica serfa un camino interesante a investigar.

4. Finalmente, estin aquellas entidades autoinmunes que no
afectan al glomérulo, como el vitiligo, Hashimoto, colitis ul-
cerosa, celiaquia —entre otras—, pero que pueden asociarse con
glomerulopatias atn silentes clinicamente, como la nefropatia
por IgA. La demostracién de podocituria elevada estarfa diag-
nosticando dafio glomerular en una ctapa previa a la protei-
nuria (Etapa 1 o Fase A de la Figura 4), a la microhematuria
y al deterioro de la funcién renal. En este capitulo, los GWAS
(Genome Wide Association Study) —en el cual nuestro Equipo
estd trabajando activamente con la Universidad de Columbia,
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Tabla 5. Distribucion y comparacion de variables en pacientes con Hipertension
arterial entre B1y B2.

Variables Grupo B1 Grupo B2 p
n 7(70%) 8(349%) -
Pod/10 campos 20x 0.33(0.20-0.38) | 0.92(0.40-10.80) 0.0003
Pod/100mL orina 1.65(1.00-1.90) | 4.58(2.00-54.00) 0.0003
Pod: Podocituria.
Tabla 6. Comparacion de cada método estudiado para diagnosticar podocituria
entre grupo B1y B2 de acuerdo al dafio histolodgico.
Tipo de lesion Variables Grupo B1 Grupo B2 p
n (%) 6 (600%) 18 (78%) -
Pod/10 0.32 (0.20- 1.14(0.40-
0.0003
Esclerosis ~ Glome- campos 0.38) 4.50)
rular Pod/gr Cr 29 (22-34) 71.5(17-485) | 0.0052
Pod/100mL 1.58 (1.00-
orina 190) 5.70(2-225) | 0.0003
n (%) 7 (70%) 19 (83%) -
Pod/10 0.30 (0.20- 1.05(0.40-
campos 0.38) 4.50) 0.0001
Atrofia Tubular
Pod/gr Cr 30 (22-62) 71(17-485) | 0.0060
Pod/100mL 1.50 (1.00- 5.25(2.00-
orina 1.90) 2250) | 00001
n (%) 6 (60%) 19 (83%) -
Pod/10 0.28 (0.20- 1.05(0.40-
L . campos 0.38) 4.50) 0.0003
Fibrosis Intersticial
Pod/gr Cr 29 (22-62) 71(17-485) 0.0109
Pod/100mL 1.38 (1.00- 5.25(2.00-
orina 1.90) 2250) | 00003

Pod: Podocituria; Cr: Creatininuria.

en Nueva York— servirfan de guia a la podocituria y la intro-
ducirfa en la esfera de los estudios genéticos. Esto vale también
para la esclerosis focal y segmentaria primaria (estudios en curso
de la International IgA Nephropathy Network, en la cual nuestro
grupo tiene participacion activa).

En cuanto a la relacién de la podocituria y ciertas glomerulopa-
tias, hay puntos a considerar. En el andlisis que se puede llegar
a hacer en base a las glomerulopatias incluidas, en el Grupo B2
aparecen 8/11 glomerulosclerosis focales y segmentarias prima-
rias, es decir, el 72,7% (Figura 3B). Esto refleja la mala evolu-
cién que esta entidad presenta en todas las edades de aparicidn,
ya sea en forma natural o bajo tratamiento. Otro tema es la ne-
fropatia por IgA, que tiene una fisiopatologfa muy compleja y di-
stmil incluso dentro de s{ misma, lo que justifica su tan variada e
inesperada evolucién. Aproximadamente el 20% de los pacientes
evolucionan a enfermedad renal terminal a los 20 afos del diag-
nostico. En el Grupo B2 figuran 5/6 de las incluidas en el traba-
jo: el 83,3% de las mismas (Figura 3B). En este subgrupo pre-
sente en el Grupo B2, los scores de Oxford fueron todos M1S1,
con 2 variantes E1 y 3 EO y 4 TO mds 1 T1; 2 de estas eran ade-
mds semilunas positivas. Es decir, nuevamente el dafio esclerético
hace su aparicion, y como lo sefialan Remuzzi et al,, esta esclerosis
y/o la proliferacién mesangial, se acompafian de podocitopenia
glomerular'®. Finalmente, es de destacar que de los 2 pacientes
con cambios minimos, uno se ubicé en el Grupo B1 y otro en el
Grupo B2 (Figuras 3A y 3B). Por definicién, la glomerulopatia
por cambios minimos no deberfa acompanarse de una podocitu-
ria copiosa. No obstante, hay casos de cambios minimos que evo-
lucionan a una glomerulosclerosis focal y segmentaria con peor
evolucion. ;Significa esto que el paciente del Grupo B2 tendria
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Tabla 6. Comparacion de cada método estudiado para diagnosticar podocituria
entre grupo B1y B2 de acuerdo al dafio histologico.

Tipo de lesion Variables Grupo B1 Grupo B2 p
n (%) 6 (60%) 18 (78%) -
Pod/10 0.32 (0.20- 1.14(0.40-
0.0003
Esclerosis ~ Glome- campos 0.38) 4.50)
rular Pod/gr Cr 29 (22-34) 71.5(17-485) | 0.0052
Pod/100mL 1.58 (1.00-
orina 190) 5.70(2-225) | 0.0003
n (%) 7 (70%) 19 (83%) -
Pod/10 0.30 (0.20- 1.05(0.40-
campos 0.38) 4.50) 0.0001
Atrofia Tubular
Pod/gr Cr 30 (22-62) 71(17-485) 0.0060
Pod/100mL 1.50 (1.00- 5.25(2.00-
orina 1.90) 2250 | 0:0001
n (%) 6 (60%) 19 (83%) -
Pod/10 0.28 (0.20- 1.05(0.40-
L . campos 0.38) 4.50) 0.0003
Fibrosis Intersticial
Pod/gr Cr 29 (22-62) 71(17-485) 0.0109
Pod/100mL 1.38 (1.00- 5.25(2.00-
orina 1.90) 2250 | 0:0003

Pod: Podocituria; Cr: Creatininuria.

peor prondstico o mayor riesgo de evolucionar a una esclerosis glo-
merular? No lo sabemos, pero la podocituria podria jugar un va-
lor prondstico en estos casos y orientar a abordajcs terapéuticos
més especificos a estabilizar el podocito.

De acuerdo con los patrones histoldgicos, la esclerosis glomeru-
lar, la atrofia tubular y la fibrosis intersticial se asociaron a ma-
yor podocituria (Tabla 6). En el caso de la glomerulosclerosis,
ésta guarda cierta coherencia con la podocitopenia glomeru-
lar y con la consecuente podocituria, pero no con la proteinu-
ria'. Creemos que esto puede deberse a varios factores: Uno es
el bajo nimero de pacientes, a que se trata de diferentes glome-
rulopatias con caracteristicas propias de comportamiento res-
pecto de la proteinuria, y otro al hecho de que se podria tratar
de diferentes estadios de una misma glomerulopatia. Respecto
de la atrofia tubular y la esclerosis intersticial, ambas variables
guardaron una correlacién significativa respecto de la podoci-
turia y de la proteinuria en el Grupo B2. Esto es interesante, ya
que son las 2 variables m4s importantes que en una biopsia re-
nal se toman como factores prondsticos de una glomerulopatia.
Estas 2 variables, junto con la proteinuria, son factores pronds-
ticos claves*'®. En este estudio sumamos a la podocituria como
variable que se correlaciona con las tres ya mencionadas, y dado
el hecho de que la podocituria marca un camino irreversible y
de no retorno, torna atractivo el encontrar a 3 variables irrever-
sibles con correlaciones significativas.

Entre las limitaciones del trabajo caben las propias de un estudio
piloto, como es el numero limitado de sujetos incluidos. Por otro
lado, se buscd evaluar la posibilidad de identificar podocitos en
las més variadas glomerulopatias, razén por la cual s6lo se pue-
den obtener conclusiones muy acotadas respecto de cada una de
ellas, si bien no era el objetivo del trabajo. Como todo estudio pi-
loto, se centr6 en dar los pasos iniciales sobre todo metodolégi-
cos para poner a punto una técnica nueva ¢ inédita en el pais y en
gran parte del mundo y abrir nuevos horizontes. Tampoco se in-
cluyé a la microhematuria dismérfica como variable, ya que en la
mayoria de los casos fue negativa en esta cohorte, pero serfa inte-

resante evaluarla en las glomerulopatias proliferativas. Hay repor-
tados 40 trabajos de podocituria en PubMed, la mayoria de los
cuales se centran en la preeclampsia y proponen a la podocituria
como un marcador novel y especifico de dafio glomerular y pro-
néstico. Los primeros patentamientos del método de identificar
podocitos en la orina datan del ano 2003 con Kumit"’, y la prime-
ra aplicabilidad clinica por Floege et al. se remonta al afo 2005°.
s Por qué hay tan poco publicado, cuando la Nefrologia adolece de
biomarcadores, y la podocituria asoma como un marcador precoz
y espectfico de dasio glomerular? Flsege sostiene (comentario per-
sonal) en que es un método muy util pero es laborioso para poner
a punto, y su andlisis insume mucho tiempo. Najafian es otro refe-
rente en el tema. El sostiene (comentario personal) que la mayor
limitante es el tiempo que insume el estudio y la identificacién
de las células. Otra limitante es el marcador que se emplee para
identificar podocitos. Si se emplean como marcadores de identi-
ficacién podocitarios, como sostienen recientemente Maestroni
et al., proteinas ya presentes en podocitos inmaduros (como la
podocina o la podocalixina), los resultados son diferentes a si
se emplean marcadores posmitéticos como la sinaptopodina’®
(Figuras 1A-1F). En este sentido, nosotros hemos encontrado
podocitos maduros, y esto puede no identificar podocituria indi-
ferenciada (menor sensibilidad del método). Esto es interesante
de resefiar, ya que Kriz, por otro lado, es un ferviente defensor de
la teorfa de que no existen los podocitos urinarios apoptéticos ni
indiferenciados 7z vivo en humanos’. Este tema es comentado en
otro trabajo, y excede los propésitos del presente estudio®”.

Por otro lado, es llamativo ver podocitos, células altamente di-
ferenciadas, que una vez que superan y sobreviven un pH urina-
rio de 5, son capaces de crecer iz vitro y dividirse'®?. Es por ello
que optamos por la sinaptopodina. Por un lado, para ser ms es-
pecificos en el hallazgo (sélo una pequena cantidad de sinapto-
podina se expresa en células tubulares, ver Figuras 1A-1F). La
otra razon es para obtener células maduras, ya que una vez avan-
zados en nuestra linea de trabajo, podamos comenzar con el
cultivo celular especifico de podocitos en cada glomerulopatia
en particular y en cada paciente, y poder estudiar sus diferentes
expresiones moleculares a nivel celular i vitro.

Esta cohorte ha comenzado ya su tratamiento correspondiente.
Una segunda podocituria (en curso) permitird hacer un anali-
sis longitudinal del trabajo. Otra limitante es el costo, pero en la
medida en que se expanda el método los costos invariablemente
bajardn. Esto llevard tiempo, si bien nuestro grupo ya ha avan-
zado en el tema y estamos recibiendo muestras de orina de di-
versos centros del pais para estudiar podocituria. Por tltimo, el
empleo cotidiano nos llevard a validar el método, el cual se en-
cuentra en etapas iniciales.

CONCLUSIONES

La podocituria es un biomarcador complementario no valida-
do a la fecha con potenciales aplicaciones en el estudio de las
glomerulopatias. Los marcadores empleados para diagnosti-
carlas son utiles parcialmente ya que son marcadores tardios,
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Tabla 7. Coeficientes Spearman. Correlaciones de cada método estudiado para diagnosticar podocituria en cada grupo.

Grupo A Grupo B Grupo B1 Grupo B2
Pod/10 | Pod/ | Pod/100mL | Pod/10 | Pod/ | Pod/100mL | Pod/10 | Pod/ | Pod/100mL | Pod/10 | Pod/ | Pod/100mL
campos | grCr orina campos | gr Cr orina campos | grCr orina campos | grCr orina
?gdclampos - 0.63° 0.83° - 0.88° 1.00° - NC 1.00° - 0.92° 1.00°
Pod/gr Cr 0.63° - 0.84° 0.88° - 0.88° - NC 0.92° - 0.92°
Pod/100 mL orina 0.83° 0.84° - 1.00° 0.88° - 1.00° NC - 1.00° 0.92° -

Pod: Podocituria; Cr: Creatininuria. * p<0.0035;® p<0.0001; NC: No correlaciona.

pues la proteinuria y/o la microhematuria aparecen en escena
cuando ya la masa podocitaria glomerular ha descendido con-
siderablemente, y en forma irreversible. Proponemos un mo-
delo de evolucién natural de una glomerulopatia que se resu-
me en la Figura 4, la cual serfa a su vez propia de cada clase de
glomerulopatifa. En una primera etapa, habria podocituria y
sin proteinuria (Etapa 1 o Fase A); luego le seguirfa una eta-
pa en el cual habria podocituria y proteinuria (Etapa 2 o Fase
B) con alta correlacién entre ambas variables, y finalmente la
podocituria descenderfa y la proteinuria seguirfa en ascenso,
con una concomitante declinacién de la funcién renal en la
Etapa 3 o Fase C, volviendo a perderse las correlaciones en-
tre las variables (Figura 4). Cabe destacar que en esta Etapa
3 o Fase C, la caida de filtrado a cifras menores a S ml/min se
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