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RESUMEN

Con motivo de un caso clinico, de un paciente masculino de 26 anos de edad, con proteinuria
no-nefrdética, sin signos clinicos ni paraclinicos de enfermedad sistémica, y con diagnodstico de
enfermedad de Fabry (EF), diagnosticada mediante biopsia renal y la determinacion de la
mutacion genética por técnicas de biologia molecular. El estudio de este caso permitid hacer
una revision de las caracteristicas fisiolégicas del podocito, la importancia del mismo en la
formacion del diafragma de filtracion, y la transicion epitelial mesenquimal (TEM); ademas se
enfatiza la participaciéon del podocito en la fisiopatologia de la proteinuria y su relacién con la
EF. La informacion utilizada en esta revision, muestra el importante compromiso de la célula
podocitaria, la cual tiene un fenotipo epitelial, y la susceptibilidad que ellas presentan a la
terapia enzimatica, lo cual pudiera cambiar el paradigma fisiopatolégico de la enfermedad y
sentaria las bases para investigar sobre el compromiso de este tipo de célula, asi como del
tejido epitelial, en la enfermedad de Fabry.
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PODOCYTES AND FABRY'S DISEASE

SUMMARY
On the occasion of a case of a male patient 26 years old, with non-nephrotic proteinuria,

without clinical or paraclinical signs of systemic disease, diagnosed of Fabry's Disease by
means of a renal biopsy and determination of the genetic mutation by molecular biology
techniques. We review the role of podocytes, their importance in the formation of the slit
diaphragm and epithelial mesenchymal transition; and emphasized the role of podocyte
involvement in the pathophysiology of proteinuria and their relationship with FD . The
information used in this review shows the importance of the podocyte cell, which has an
epithelial phenotype, and present susceptibility to enzyme therapy, this might open new ways
leading to a better understanding of the pathophysiology of Fabry's Disease.
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PODOCITOS Y ENFERMEDAD DE FABRY (REVISION)

INTRODUCCION

En una evaluacion urinaria de rutina, en un paciente de sexo masculino de 26 anos de edad,
se reportd microalbuminuria, con una proteinuria cuantificada de 750 mg/24 horas. Durante la
evaluacion clinica del paciente, se demostré que en la infancia presentd acroparestesias; no
habia historia familiar de dolor neuropatico, nefropatia, cardiopatia o accidente cerebro-
vascular (ACV). El examen fisico fue normal; con un peso 72 Kg, una talla 1,73m, y sin
angiogqueratomas. Las pruebas de laboratorio reportaron: hemoglobina (Hb) = 142 g/dl,
ferritina = 120 ng/ml, depuracién de creatinina (Dcr) = 120 ml/min. La funcién hepatica y las
proteinas plasmaticas dentro de valores normales. Las pruebas realizadas de anticuerpos
antinucleares (ANA), anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA), factor reumatoideo
(RA-test) y velocidad de sedimentacion globular (VSG) fueron normales. Por otra parte, el
ecocardiograma, el ecosonograma renal, la tomografia axial computarizada (TAC) cerebral y la
audiometria, todas fueron normales. Debido a la proteinuria elevada y de causa no precisada,
se efectud una biopsia renal, la cual mostré una acumulaciéon de glucoesfingolipidos
intracitoplasmaticos tanto en podocitos como en células epiteliales del tubulo contorneado
distal (TCD), las cuales estaban alargadas y vacuoladas. La microscopia electronica de la
biopsia renal mostré inclusiones osmofilicas en el citoplasma de todas las células renales (piel
de cebollas o con apariencia de cebra) propias de Enfermedad de Fabry (EF), dicha
enfermedad se confirmod debido a una baja actividad de alfa-galactosidasa A (GAL-A) tanto en
leucocitos como en plasma (<1% del control); y el resultado de la secuenciacion de ADN
mostrd una mutaciéon R310X en el exdn 6, que no se encontrd en sus progenitores y parientes
(1)

La enfermedad de Fabry (EF) es una enfermedad ligada al cromosoma X, que afecta el



metabolismo de glucoesfingolipidos debido a la deficiencia de la enzima lisosomal a-
galactosidasa A. Se caracteriza por el depdsito de globotriaosilceramida (GL3) en varios tipos
de células; en las células del rindn esta presente desde temprana edad. La enfermedad de
Fabry puede causar falla renal, cardiomiopatia, y enfermedad vascular cerebral,
manifestaciones que pueden provocar gran morbilidad y muerte prematura. La enfermedad
renal es casi universal en los pacientes masculinos, y los signos iniciales son la

microalbuminuria y la proteinuria, que incluso se ha reportado en nifios ). El caso clinico
descrito anteriormente confiere especial importancia a la proteinuria en rango no nefrético
como unico hallazgo de laboratorio, lo que permite sospechar que existe dano glomerular,
siendo la EF una de las causas probables. Ha sido reportado que en los hombres con EF
durante la tercera década de su vida, se desarrolla azotemia y proteinuria, no obstante antes
de los 20 anos de edad pueden ser detectados depdsitos renales de GL3 y disfuncion tubular.
Es importante senalar que en los pacientes masculinos de mas de 50 anos de edad, la
proteinuria se manifiesta de manera casi universal, y la progresion hacia la falla renal es tan

alta como la observada en los pacientes diabéticos ). En el 2009, de acuerdo a datos
obtenidos del Registro Fabry (RF), el 39% de los pacientes tenian una proteinuria mayor o

igual a 300 mg/dia, y el 22% mostré valores mayores a 1 gr/dia.”*) Durante el afio 2010, segun
los datos de RF, la relacién proteina/creatinina (P/C) en orina, menor de 1g/g fue del 57.2% en

los varones y de 59,7% en las hembras, en Latinoamérica () (Tabla 1).

“Relacién [ Adulto en América Latina | Adultos Resto del Mundo
proteina/creatinina | Varones | Hembras  Varones | Hembras
en orina g/g % % % %

"Menor 0.3 [ 288 | 556 | 3471 | 429

"Entre 0.3y 1 [ 286 | 222 | 25 | 225

Entre1y<3 * 19 1 0 7285 | 221

"Mayor 3 [ 238 | 222 | 1107 | 125

Tabla 1. Relacidn proteina/creatinina urinaria en pacientes con Enfermedad de Fabry. Datos

obtenidos del Registro Fabry (Fuente: Villalobos J, Politei IM et al.(5)

Se ha reportado con base a los resultados de los estudios de la fase IV de la terapia de
reemplazo enzimatica (TRE), que en la EF, la relacién P/C en orina parcial es de fundamental
importancia, ya que cuando la misma es mayor de 1, aumenta la posibilidad que los
pacientes desarrollen un evento Fabry, lo que significa que el paciente puede presentar
insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, arritmias y la necesidad de marcapaso, isquemia

cerebral, o el deterioro agudo de la funcién renal, y la necesidad de dialisis(®) . Debido a la
incomodidad que representa la recoleccidon de orina de 24 horas para la cuantificacién de la
proteinuria, se ha establecido que el cociente P/C muestra una buena correlacidén con valores
de proteinuria/24 horas comprendidos entre 300-3499 mg. Dicha correlacidn se mantiene,
pero con menor grado, en valores < 300 mg de proteinuria al dia. Cuando la proteinuria del
paciente estd en rango nefrético, el cociente P/C en orina parcial no se correlaciona con la

proteinuria/24 horas.7) Los valores para comparar P/C con la proteinuria/24 horas son los
siguientes: <0.5 se considera normal, entre 0.5 y 1, se considera dudoso, y >1 se considera

anormal.(®)



A partir del ano de 1947 se empezaron a estudiar las lesiones renales caracteristicas de la EF, y
en la década de los anos 60, dichas lesiones se comenzaron a estudiar en material de
autopsias, posteriormente en muestras de nefrectomia pre-transplante, o en biopsias de
pacientes con proteinuria y/o falla renal. En 1978, los investigadores Gubler, Lenoir y col.
reportaron en las biopsias renales de 11 de 12 pacientes con EF (sobre todo en los de sexo
masculino) que en los podocitos, los depdsitos lipidicos eran cuantiosisimos comparado con
las células epiteliales tubulares, y casi ausentes en las células intrinsecas de los glomérulos

observados @) (Tabla 2).

Paclente Sexe | Edad Depositos Lipidicos ‘
Glomeérulo " Tabulos Arterias '\
| Podocitos | Célula Ceélula T |7 Asa de | Célula Ceéluta ‘
Endo- Capsular |[C |C Henle | Endotebal | muscular
capdar P|D
1 M 11 P 0 o [+ T+ |+ v T+
2 M 12 o o rvs ran e g . ey 1
3 M 19 e 0 + + e ‘e .- + ‘J
2 7] 20 ‘e 0 . 0 |+ |+ - IED 1
5 M 2 ‘oo 0 . 0|+ v T ‘
" M 7% ‘e 0 v 0 [ T 1
7 M 27 tee 0 IS 0 + - |
8 M 28 et * + 0 | ++ ++ i
[ M 29 ‘e + s + ++ ++ = - |
10 F 8 - 0 + 0|+ + 0
11 F 2 0 0 0 o|o 0 0 0
12 3 51 ‘e 0 . 0 |+ + |

Tabla 2. Datos morfoldgicos de la microscopia de luz de biobsias renales de pacientes con EF.

(Fuente Gubler MC, Lenoir G et al ©) ). TCP: tubulo contorneado proximal. TCD: tubulo
contorneado distal. 0 (normal); + (leve); ++ (moderado); +++ (severo); - (no examinado)

Los depdsitos de GL3 se observan inicialmente en el glomérulo, y en una primera fase esto se
manifiesta por fusiéon de los podocitos, y proteinuria leve, acompanada ocasionalmente con
microhematuria. La manifestacion a nivel tubular suele ser posterior a la glomerular, pero
clinicamente el defecto de concentracidn renal suele surgir antes de la proteinuria. El
mecanismo por el cual se produce el dano renal, especificamente de glomeruloesclerosis, es
debido a cambios isquémicos de la microvasculatura renal, lesion de los podocitos por
acumulacién de GL3 y por la hiperfiltracion. En las fases avanzadas del dano renal, se observa
gue hay una sustitucion de las células glomerulares y tubulares por GL3, asi como esclerosis
glomerular y depdsito de GL3 en el intersticio, lo cual condiciona atrofia tubular progresiva y
fibrosis intersticial. EI dano de las estructuras renales no es uniforme y pueden observarse

glomérulos y areas intersticiales preservadas (19),

En el ano 2013, en un estudio llevado a cabo por Tondel, Bostad y col, también observaron en
biopsias renales de 12 pacientes con EF, en edades entre 7 y 33 anos, que los podocitos y las
células epiteliales del tubulo distal, eran los componentes de la nefrona que mayor
compromiso estructural presentaban aun después de cinco afios de TRE (10/12 pacientes,
83,33%), y se observaron inclusiones de GL3 en las células del endotelio glomerular en 8 de los
12 pacientes evaluados (66,66%); estos hallazgos llamaron poderosamente la atencidn, ya que

hasta los actuales momentos la EF ha sido considerada como una enfermedad endotelial ),



Segun Tondel, Bostad y col la importancia clinica del dano podocitario en la EF fue aclarado
por Najafian y col. en el 2011 cuando evaluaron 14 pacientes con EF en edades promedio de
12 anos y observaron correlaciéon entre la proteinuria y los depdsitos de GL3, asi como dano de
los pie de podocitos, pero no observd correlacion entre la proteinuria y el aumento de las

fenestraciones endoteliales (2), inclusive observaron correlacion entre la edad y la cantidad de
inclusiones podocitarias. Tondel y col, plantean que existe una relacion entre las inclusiones de
GL3 y la disfunciéon celular, ya que ellos observaron aclaramiento marcado de las inclusiones
podocitarias, asi como una reducciéon en la fusidn de los podocitos y la microalbuminuria de

los pacientes que recibieron TRE para EF durante 5 afos.2) Por todo lo anteriormente
senalado es importante recordar cémo es la fisiologia del podocito.

FISIOLOGIA DEL PODOCITO

Los podocitos son células epiteliales especializadas adheridas a la membrana basal
glomerular (MBQ), y parte esencial en la barrera de filtracion, que previenen la pérdida de las

proteinas séricas por la orina.1’) Ademas son células muy diferenciadas que no se dividen, y
en ese sentido se ha comparado su comportamiento con el de las neuronas. Inicialmente
existe un numero de podocitos, que se van perdiendo de forma progresiva e irreversible en el

transcurso de la lesién glomerular.12) Derivan en su desarrollo del meséngquima metanéfrico

mediante la transdiferenciacion mesenquimal a epitelial.13) En los estadios iniciales del
desarrollo renal, los podocitos son células poligonales, que se dividen rapidamente. En un
estado tardio del desarrollo, comienzan a expresarse marcadores de asas capilares, y los
podocitos comienzan a desarrollar su arquitectura celular caracteristica y a formarse los pies
de podocitos. En este estado, los podocitos salen del ciclo celular y pierden su habilidad para
dividirse. Este proceso estda acompanado por la expresiéon de inhibidores del ciclo celular

como P27Kip 1y P57Kip 2.1%4) Los podocitos evolucionan de las células epiteliales columnares,
unidas por complejos de unién apicales que contienen uniones estrechas y uniones
adherentes, la cuales migran basalmente y forman finalmente un diafragma de filtracién que
une los pies de los podocitos maduros, reorganizan su citoesqueleto de actina y expresan
vimentina y sinaptopodina. Las uniones estrechas participan en la polaridad celular,

proliferacién y diferenciacion celular.14) En rifiones de ratones adultos, la inmunotincién de la
proteina asociada a la unién estrecha ZO1 (zona ocludens 1) muestra una senal de gran

intensidad en los sitios de insercién de los diafragmas de filtracién en los pies de podocitos.(15)

De acuerdo a como las proteinas contribuyen a la funcién del podocito, las mismas se pueden

clasificar en tres grandes grupos (12);
1.- proteinas que mantienen la arquitectura del podocito.
2.- proteinas de anclaje a la MBG.

3.- proteinas del diafragma de filtracion



Por otra parte, los podocitos expresan una serie de proteinas especificas que contribuyen a su
alto grado de diferenciacién. Se ha comprobado que el defecto de algunas de estas proteinas
es la causa de la proteinuria en el ser humano y/o en animales de experimentacion.

A continuacién se muestran unos ejemplos.(12)

Nefrina............. Sindrome nefrético congénito finlandés

Alfa actina-4....... Glomeruloesclerosis Focal Segmentaria (GEFS)
Podocina... Sindrome nefrético por GEFS

WT-T.oons Esclerosis mesangial difusa

Con el descubrimiento de la nefrina (el primer constituyente identificado) empezé a
conocerse la composicion molecular de los diafragmas de filtracion, que es una variante
especial de la unién estrecha o unién adherente. La nefrina es una proteina transmembrana
de 180 Kd, que se expresa exclusivamente en los diafragmas de filtracion de los podocitos, y
SU gen se encuentra mutado en el sindrome nefrético congénito del tipo finlandés,
caracterizado por la formacidn aberrante de los pies de podocitos, la pérdida del diafragma de
filtracion y una proteinuria masiva. Durante el desarrollo y la regeneracion después del dano,
la nefrina es una molécula de senalizacién comprometida en el desarrollo de los pies de
podocitos y del diafragma de filtracion. Los diafragmas de filtracidn y sus proteinas asociadas
son una estructura compleja y muy dinamica, formada por diferentes clases de proteinas que
interactuan entre si y con el citoesqueleto de los podocitos y ellos actuan no solo como una
barrera de filtracidn, sino que participan en las vias comunes de sefnalizacidon, necesarias para

mantener la integridad funcional del podocito.14)

Algunas proteinas intracelulares de los pies de podocitos interactian con algunos
componentes del diafragma de filtracién y la modificacidén de esta estructura puede causar
directa o indirectamente el colapso de los diafragmas de filtracién y por consiguiente
proteinuria. La ausencia de nefrina no afecta la expresion de ninguno de los otros

componentes estudiados. Estudios realizados con ratones Nphs‘/‘, la expresion de podocina,

sinaptopodina, CD2AP, podocalixina y WT1 era igual a la de los ratones Nphs+/+; lo mismo se
observdé para deudrina y ZO1. Por otra parte, estudios llevados a cabo con
inmunoelectromicroscopia tanto en ratones salvajes como en ratones nulos para nefrina, se
observo que ZO1 se localiza en los pies de los podocitos. Tampoco se observaron cambios en
la expresidon de coladgeno IV, laminina, nidogen, pelican, integrina a3. Estos datos indican que
la ausencia de nefrina causa minimas alteraciones en la expresion y localizacion de otras
proteinas de los pies de podocitos/diafragma de filtracién o de los componentes de la MBG

durante el desarrollo glomerular.(14)

Estudios in vivo demuestran que la ausencia de nefrina no afecta significativamente la
morfogénesis glomerular, la viabilidad de los podocitos, o la expresidon de otros complejos

proteicos de los diafragmas de filtracion. Tanto en ratones Nphs'/‘ como ratones de tipo
salvaje, a la misma edad embrioldgica, las proteinas podocitarias, tales como podocina,
sinaptopodina, CD2AP, podocalixina y WT1 se expresaron en niveles similares. Por otra parte



mediante analisis de microarreglos se observd que inclusive los niveles de expresion de soélo

algunos genes cambiaron significativamente.(14) La ausencia de nefrina no tiene un efecto
significativo en al desarrollo glomerular temprano, y la misma aparece tardiamente en el
desarrollo renal normal. Se piensa que la expresiéon de nefrina puede afectar este proceso y
gue incluso comienza en estado de asa capilar o cuerpo en forma de S tardio, y ello coincide
con el cese de la proliferacion celular. La ausencia de nefrina de los diafragmas de filtracion no
afecta la viabilidad de los podocitos o la expresion de proteinas de pie de podocitos/
diafragma de filtracion, o de la MBG y en general tiene poco impacto sobre la expresion

génica glomerular.(14)

FISIOPATOLOGIA DEL PODOCITO

En condiciones patoldgicas, el podocito puede sufrir una transicion epitelial a mesenquimal
(TEM), un proceso de embriogénesis reversa, que ocurre en la enfermedad renal, asi como en
otros organos. Se ha demostrado que las células del epitelio tubular renal pueden mostrar
TEM después de un dano cronico, proceso que se cree juega un papel critico en la generacion
de células fibrogénicas productoras de matriz y en causar atrofia tubular y disfuncién tubular.
(15)

En el ano 2008, Li y col, plantearon que la transicion mesenquimatica de los podocitos
después del dano, puede jugar un papel vital en el origen de la disfuncion del podocito que al

final conlleva a una filtracién glomerular defectuosa.(13)
La TEM esta definida por tres grandes cambios en el fenotipo celular:

a.- cambios morfolégicos desde una monocapa tipo empedrado de las células epiteliales con
una polaridad apical-basal, a unas células mesenquimaticas fusiformes con protrusiones
migratorias.

b.- cambios en los marcadores de diferenciacion de las proteinas de union célula-célula y
filamentos de vimentina y fibronectina.

c.- cambios funcionales asociados con la conversion de células estacionarias a células con

movilidad que pueden invadir a través de la matriz extracelular. (15)

Los podocitos son capaces de sufrir TEM después de un dano y esta conversion fenotipica
hace que el podocito pierda sus caracteristicas epiteliales y que adquiera marcadores
mesenquimales. El TGF-B es un potente inductor de TEM, que esta regulado al alza en las
enfermedades renales; la nefropatia diabética esta asociada con aumento de la expresion de

TGF-B en células glomerulares y epiteliales tubulares.(15)

Después del tratamiento con TGF-B, la pérdida de las uniones tipo cierre puede imitar el
borramiento o pérdida de los procesos podocitarios in vivo, lo cual se acompana de un
aumento del influjo de albumina. Este efecto es la consecuencia de que TGF-B suprime la P-
cadherina y la expresion de ZO1 en los podocitos e inhibe la expresion de nefrina, induciendo



marcadores mesenquimales y matriz intersticial en los podocitos, y estimulando la expresion y

secreciéon de MMP 9, de manera tiempo y dosis dependiente.(13)

Se ha demostrado que los podocitos pueden desarrollar TEM cuando son afectados por
estimulos nocivos tales como TGF-B, hiperglicemia, adriamicina, homocisteina, e IgA en el

medio mesangial.16) (Ver figura 1)
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Figura 1. Mecanismo de accion de TGF-3

En diferentes tipos de células epiteliales, Chen y col(18), mostraron que NOX2, NOX1, NOX4
(componentes de la NADPH oxidasa) y Racl estaban relacionados con la TEM, lo que
implicaria que las especies reactivas de oxigeno derivadas de la NADPH oxidasa, pueden
promover el proceso de activacion de TEM. Evidencias emergentes sugieren que la
homocisteina induce al podocito hacia la TEM a través de la activacion de la NADPH oxidasa.
Los cambios fenotipicos de los podocitos inducidos por la homocisteina estdan acompanados
por un aumento de la produccion de superdxido, el cual se elimina sustancialmente por la
inhibiciéon de la NADPH oxidasa. En ratones salvajes (go91+/+), la hiperhomocisteinemia induce
a un aumento de la expresion de los marcadores mesenguimales y a una reduccién de la
expresion de los marcadores epiteliales de los podocitos en el glomérulo, lo cual no se

observd en los ratones con deficiencia en la NOX2 (gp91 /. (16)

Es importante sefalar que el factor inductor de la transcripciéon Smail juega un papel critico
en la mediacion de la supresidon de la P-cadherina durante la TEM. La TEM podocitaria esta
sustentada por la pérdida de P-cadherina, ZO1 y nefrina, y la adquisicion de Fspl, desmina,
colageno tipo | y fibronectina. La induccién de la desmina es un hallazgo frecuente de la
activacion de células mesenquimaticas en diferentes 6rganos. La Fspl, proteina especifica de
fibroblastos, que esta ausente en células epiteliales, puede servir como un marcador excelente
de la TEM podocitaria, ademas después del dano, la produccion de coldgeno tipo | vy
fibronectina, componentes de la matriz intersticial indican un fenotipo mesengquimatoso que

cambia sus funciones 13) (Ver figura 2).
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Figura 2. Generacién y efectos de la TEM sobre los podocitos

La glomeruloesclerosis (GE) es un proceso patolégico comun que promueve el deterioro
funcional del rindn independientemente de la causa de la enfermedad. Ademas de la
proliferacion mesenquimal y las vias de acumulacién de matriz que conlleva a la
glomeruloesclerosis, estudios recientes sugieren que las alteraciones de las células epiteliales
residentes son fundamentales para la progresion de la glomeruloesclerosis, y tales alteraciones

son tipicas de la glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS). (17)

El glomérulo tiene dos tipos de células epiteliales: los podocitos y las células parietales (CP).
Ambos tipos celulares comparten el fenotipo proliferativo durante la esclerosis glomerular. En
el asa capilar, los podocitos expresan marcadores especificos de diferenciacion acompanados
con inactivacion del ciclo celular. Ha sido demostrado, en humanos y en enfermedades
renales experimentales, que la pérdida de los podocitos origina la glomeruloesclerosis
segmentaria post-adaptativa, y que la cantidad de podocitos urinarios esta relacionada con la
progresion de la enfermedad. En contraste, la hiperplasia de la célula epitelial esta relacionada

con la GEFS colapsante/celular. (17)

Las lesiones de la GEFS colapsante/celular revelan hallazgos Unicos, y la hiperplasia de las
células viscerales es consecuencia de la proliferacion de las células epiteliales que sobrepasa al
ovillo colapsado. Como resultado de la pérdida de los marcadores podocitarios, Barisoni y
col18) concluyeron que las células epiteliales en la glomeruloesclerosis focal y segmentaria

colapsante son podocitos no-diferenciados.(18) Al contrario, Suzuki T y col. observaron en estas
lesiones, la expresidon de los marcadores de las células epiteliales podocitarias, citoqueratina,

Pax-2 y Claudina.17)

El inhibidor del ciclo celular P21 juega un papel Unico en el dano glomerular. En el ano 2003,
Pippin y col. sugieren que la regulacion al alza de P21 esta asociada con el dano podocitario
inducido por C5b-9, sugiriendo que P21 limita la re-entrada del podocito al ciclo celular en

caso de dafo celular (19). No obstante, se detecté en las células epiteliales hiperplasicas en las
enfermedades glomerulares humanas, la expresion de novo de P21. Dichos estudios sugieren



un papel de P21 en la enfermedad glomerular, aunque el mismo permanece confuso.17)

En ratones deficientes en P21 con glomerulonefritis, se observa una patologia que es
caracteristica de la hiperplasia epitelial visceral, que expresa el marcador podocitario ezrina, y

produce la GEFS.(17)

Biancini y col (2012) concluyen que la falla de P21 promueve la mutagenicidad podocitaria

llevando a GEFS colapsante.(20)

La glomeruloesclerosis asociada con la proteinuria masiva esta muy relacionada a cambios
estructurales especificos en el complejo arquitecténico del podocito. Incluso pequenos
rearreglos de la actina del citoesqueleto se traduce en pérdida de los procesos podocitarios
ricos en actina en los pies de los podocitos. Estos eventos representan manifestaciones
tempranas del dano podocitario progresivo asociado a la separacion del podocito de la MBG y

su pérdida irreversible.1T)

Independientemente de su etiologia, la esclerosis glomerular es una forma de pérdida
progresiva de la funcién glomerular. Uno de los aspectos patogénicos mas importantes de la
GEFS es la lesion y pérdida de podocitos, con la consecuente insuficiencia podocitaria y el
colapso del capilar glomerular. Es importante referir que en las glomerulopatias colapsantes
como la nefropatia por HIV, los podocitos pierden marcadores de diferenciacién, los cuales

dejan de comportarse como tales y aumentan su tasa de proliferacién y la apoptosis.(12)

La secuencia de eventos que ocurren durante el dano del podocito en las diferentes
condiciones patoldgicas y la respuesta podocitaria al dafio se muestran en la Tabla 3 y 4

respectivamente.(13)

1.- Desaparicion de los pedicelos por re-arreglo de las cadenas de actina.
2.- Vacuolizacién

3.- Formacion de pseudo-quistes

4 .- Desprendimiento del podocito

5.- Pérdida del podocito

Tabla 3. Secuencia del dafio podocitario (Fuente: Li et al (13)

Estadio I: Hipetrofia para compensar cualquier pérdida de funcion. No se observa
proteinuria

Estadio II: TEM. Pérdida de caracteristicas altamente especializadas del podocito y
ganancia de marcadores mesenquimatosos. Se altera la MBG y aparece proteinuria
Estadio Ill: Pérdida de podocitos por separacion o apoptosis. Se empeora la
proteinuria y sobreviene la glomerulesclerosis

Tabla 4. Respuesta del podocito al dafio (Fuente: Li et al (13)



DISCUSION

Es importante recordar una vez mas que la EF pertenece al grupo de enfermedades de
Depdsito Lisosomal, en las cuales se produce la acumulacién de un sustrato especifico como
consecuencia de la deficiencia parcial o total en la actividad de una enzima hidrolasa acida y
que los lisosomas son definidos por un medio acido, proteinas y lipidos de membrana
caracteristicos, y la presencia de muchas hidrolasas acidas que catalizan la degradacién de
material que alcanzan el compartimiento a través de endocitosis de fase fluida, fagocitosis o

autofagia.21)

Segun la revision llevada a cabo por Biancini G y col, en las que se esbozan las cascadas
activadas en las enfermedades de depdsito lisosomal, dichas cascadas incluyen eventos tales
como: autofagia, alteracion en el transporte de lipidos, estrés del reticulo endoplasmico,
respuestas autoinmunes, alteracion en la homeostasia del calcio, inflamacién y estrés

oxidativo.(20)

La autofagia o macroautofagia es una de las principales funciones de los lisosomas, ya que es
un proceso de degradacion catabdlica filogeneticamente conservado(?2) y en situaciones de

estrés, es un evento que impide a las células acceder a los nutrientes(3). Bajo estas
condiciones el material intracelular es degradado por mecanismos dependientes de los
lisosomas, y por consiguiente el mecanismo de autofagia se considera como un sistema de
reciclaje.

El proceso de autofagia comienza con el secuestro de material citoplasmatico, tales como
proteinas mal plegadas y/u organelas dafiadas, dentro del fagoporo seguido por la elongacién

y cierre del autofagosoma, una vesicula con doble membranal?2) que contiene la isoforma

LC3-1l de la proteina autofagica LC3.(23)

Entonces el autofagosoma maduro se une con el lisosoma para crear un autolisosoma dentro
del cual la membrana interna del autofagosoma y su contenido luminal son degradados por
las enzimas lisosomales con el subsecuente reciclaje de macromoléculas. La autofagia incluso
puede ser inducida por una variedad de estresores, tales como el ayuno, las infecciones, la
edad, la supervivencia de la célula, y se habla de disfuncién lisosomal en enfermedades como

el cancer, las enfermedades neurodegenerativas, la diabetes y el infarto miocardico.(2223)

La induccion de la autofagia esta controlada por los complejos ULK1 y ULK2, y la formacion
del autofagosoma requiere de los complejos clase Il 3-fosfatidilinositol kinasa. El regulador
clave de la autofagia es la mTOR Ser/Thr kinasa, quien regula negativamente la autofagia
mediante la inhibicion del complejo ULK1/2. Otro paso clave para la induccién de la autofagia
es la generacién de fosfatidilinositol 3 fosfato y su posterior conjugacion a LC3 controlada por
el sistema de proteasas Atg. La lipidoagregaciéon de LC3 convierte la LC3 citosdlica (LC3-1) a la
forma asociada a la vesicula autofagica (LC3-Il). De manera notable, LC3-ll se usa comunmente
como un marcador de la autofagia debido a su patrén de tincién y tiene mayor movilidad
electroforética comparada con la LC3-l. Ademas de mTOR, otras vias de senalizacion, como

INK, Ras, y Ca2, pueden modular la autofagia.(¢2)



De manera similar a la fagocitosis, la autofagia responde a la senalizacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS); inicialmente se pensd que debido a las consecuencias de la
acumulacion de ROS en las organelas y de la integridad gendmica, la autofagia servia para
disminuir el estrés oxidativo. Aun cuando esto parece ser cierto, y tiene drasticas implicaciones
en muchos estados patoldgicos tales como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas,
cuando se altera la integridad de la via de la autofagia, existen evidencias crecientes de la
regulacion directa de este proceso por las moléculas ROS que modulan a proteinas
especificas de la autofagia. Las ROS regulan la via de transduccion de la senal que induce la
autofagia como el mMTOR. Se sabe que la autofagia estd inducida por el estrés oxidativo y la
misma puede servir como su propio regulador negativo removiendo fuentes de ROS tales
como mitocondrias (mitofagia) y depurando proteinas oxidativas del citosol. Sin embargo, en
algunas condiciones, la autofagia puede contribuir a la acumulaciéon anormal de ROS
promoviendo selectivamente la degradaciéon de la catalasa que es la principal enzima

depuradora de ROS.(24)

A nivel celular, la sobreproduccion de ROS dana el ADN, lipidos y proteinas a través de la
oxidacion y lleva a la disfuncion celular. Experimentalmente se demostrd que un incremento
intracelular de GL3 produce un aumento significativo de ROS de una manera dosis
dependiente; sin embargo, no esta claro el mecanismo por el que el GL3 induce la produccion
de ROS. Es posible que el GL3 active enzimas oxidativas tales como NADPH oxidasa, que es la

mayor fuente de ROS.(25)

Tal como se senald anteriormente, estos mecanismos pueden condicionar a la apoptosis
podocitaria y/o su transformacion epitelial-mesenquimal (TEM), por lo que en los pacientes
con EF, el podocito pierde sus marcadores epitaliales entrando en un ciclo celular activo y se
establece la esclerosis glomerular colapsante. Este efecto puede también ser la consecuencia
de la accion del TGF-B, que se incrementa en el podocito por efecto de Lyso-GL3, el cual es un
metabolito cationico bioldgicamente activo del GL3, constituido por una cadena polar de

carbohidrato lo que le confiere hidrosolubilidad.(26)

De acuerdo a todos los planteamientos anteriores, el caso clinico que se evalud indica que se
esta frente a una patologia de depdsito lisosomal, consecutiva a la falta total o parcial de la
enzima a-galactosidasa, la cual genera acumulacion del sustrato globotriaosilceramida (GL3)
en los lisosomas, principalmente en las células endoteliales; en consecuencia se genera
hipertrofia del endotelio, lo que ocasiona obstruccion de los vasos e isquemia tisular. Los
rinones son érganos muy vascularizados, que requieren el 25% del gasto cardiaco, del cual el
90% corresponde al flujo sanguineo que perfunde a la corteza, que es la estructura en la que
se produce la filtracion glomerular, para dar inicio al proceso de formacién de la orina. Por lo
tanto, cualquier proceso o mecanismo que afecta este 90% del flujo sanguineo cortical puede
generar disminucién de la tasa de filtracion glomerular (TFG). Tal como se describid
anteriormente, en la EF se produce un compromiso importante del funcionamiento renal
producto del dano glomerular, y la evolucion hacia la enfermedad renal cronica establecen las
bases para una comorbilidad importante en estos pacientes, como consecuencia de la
pérdida del control del medio interno (equilibrio hidrico, electrolitico, acido-base, hormonal,
hemodinamico, fosfo-calcico entre otros).



Los lisosomas son estructuras celulares muy vulnerables al estrés oxidativo, como una
consecuencia natural de las condiciones fisiolégicas a las que es sometida dicha organela.
Chen y col., demostraron que eventualmente, la acumulacién de sustratos como GL3 en la

enfermedad de Fabry exacerba los procesos patolégicos (16). Ellos encontraron, mediante
cultivos celulares, un incremento de las especies reactivas de oxigeno y de las moléculas de
adhesion en respuesta a GL3. En los pacientes con enfermedad de Fabry cuando se comparan
con pacientes controles, se observa un descenso en los niveles de las defensas antioxidantes
(contenido de GSH eritrocitario y actividad GPx). La GSH es el antioxidante no enzimatico mas
importante. La deficiencia de GSH sumado al aumento de la relacién SOD/CAT observada en
estos pacientes indica que probablemente, en los pacientes Fabry, el peréxido de hidrégeno

(H202), es el mas accesible para oxidar las moléculas biolégicas. En presencia de Fe™, el H202
proporciona el radical hidroxilo mas toxico, mediante la Ilamada reacciéon de Fenton. Este
radical ataca a todos los tipos de biomoléculas a su alrededor, siendo extremadamente
danino para las células. Los pacientes Fabry presentan grandes danos lipidicos y oxidativos,
descenso de las defensas antioxidantes e incremento de los biomarcadores inflamatorios,
todo lo cual esta relacionad con los niveles de GL3, sin embargo estos resultados deben ser

interpretados cuidadosamente.(20)

Es posible que GL3 active enzimas oxidativas tales como la NADPH oxidasa, que es la mayor
fuente de especies reactivas de oxigeno; ademas, bajo ciertas condiciones patoldgicas, se ha
observado que la NOSe es otra fuente importante de especies reactivas de oxigeno. La
generacion de superdxido por este mecanismo juega un papel importante en la disfuncién
endotelial. En el modelo murino de EF, se observé un aumento de GL3 y el GSL relacionado,

en las fracciones de las cavéolas de las células endoteliales.(24)

La hipertrofia de las células del endotelio glomerular y los cambios funcionales de las mismas
producto de los depdsitos de GL3 en sus organelas, ademas de la estrecha relacidon anatémica
y funcional entre el endotelio y el epitelio en la barrera de filtracion glomerular, puede
ocasionar modificaciones en los otros componentes de esta, alterando el funcionamiento de
los podocitos, células que se ven expuestas a una presion de 40 mmHg por parte del filtrado

glomerular en condiciones normales.12) Tomado en cuenta que, la EF se manifiesta
fisiopatolégica y clinicamente como una alteracidon endotelial debido a una enzimopatia
congénita, el estudio de dicha enfermedad se ha desarrollado tomando sélo basicamente a
las células endoteliales. Sin embargo consideramos que no deben existir elementos que
impidan que en los podocitos los depdsitos de GL3 en sus lisosomas produzcan cambios
como los descritos en las células endoteliales, lo cual debe ser motivo de nuevas
investigaciones.

Participacion de los Podocitos durante la Terapia de Reemplazo Enzimatica de la
Enfermedad de Fabry

En las investigaciones realizadas por Tondel y col, se demuestra claramente el efecto que el
tratamiento enzimatico con enzima recombinante (agalsidasa A o agalsidasa B) ejerce sobre
la depuracion de GL3 de los podocitos, lo cual reduce sustancialmente el compromiso

funcional glomerular y la glomeruloesclerosis (2). La a-Gal A endégena no es detectable en los



podocitos humanos normales; sin embargo, experimentos realizados en ratones knockout,
después de dos horas luego de la inyeccion intravenosa de enzima recombinante, dicha
enzima se encontré en los lisosomas de los podocitos; resultados similares se reportaron en

humanos con enfermedad de Fabry.(25)

Por otra parte, se han identificado varios elementos tales como: la megalina, la sortilina y el
receptor de manosa 6 fosfato (MG6PR) en podocitos humanos como receptores endociticos
requeridos para la liberacion de la enzima recombinante al lisosoma. Los MG6PR que median la
via han sido muy bien caracterizados como la ruta mayor para la liberacion en los lisosomas;
sin embargo, el mecanismo de liberacién de la enzima recombinante al lisosoma en
podocitos humanos aun no esta clara. La heterogeneidad del sistema de captaciéon de la
enzima Gal A ofrece nuevas perspectivas para mejorar la TRE en EF. Recientemente, en el afo
2011, en ratones deficientes de Gal A y en pacientes Fabry, se ha demostrado que existe una

filtracion glomerular limitada, pero significativa de la Gal recombinante.(25) La megalina, la
sortilina y el M6PR se expresan en podocitos humanos, co-localizados con WT1. Los residuos
de MGP en la enzima recombinante activan la sefal para la mayor eficiencia en la captacion
por parte de los MG6PR; estos receptores se localizan principalmente (90-95%) en los
compartimientos intracelulares, particularmente en la red trans-Golgi y en los endosomas, con
entre el 5-10% de los receptores presentes en la superficie celular. La principal funcién de los
MG6PR, es participar en la entrega y el transporte de glicoproteinas con M6P desde TGN o la
red trans Golgi a endosomas/lisosomas. Por otra parte, los M6PR pueden unir ligandos
extracelulares y participar en la endocitosis. En la superficie de los podocitos se localiza una
pequena proporcidon de los MBPR, y la mayoria de dichos receptores se encuentran localizados

en los compartimientos intracelulares.(24)

La sortilina es un receptor multifuncional que participa en la unién con Gal A, que se expresa
en la superficie y participa en la endocitosis. La sortilina pertenece a la familia de receptores
del dominio de Vps10p, y es muy parecida a los M6PR. Se localiza principalmente en el
compartimiento de Golgi y vesiculas, y también se expresa en la superficie celular. Se co-
localiza junto con los M6PR intracelulares y en la membrana celular, y se ha demostrado igual
distribucion en los podocitos. La sortilina puede ser un receptor nuevo de Gal A en podocitos.
(27)

La megalina/gligosidoproteina une a muchos de los mismos ligandos que la sortilina.(27) Es un
receptor involucrado en la endocitosis mediada por multiples ligandos; estd localizada en un
lado del podocito, asi como en la microvellosidades de la fovea cubierta de clatrina y en los
tubulos contorneados proximales. Pertenece a la familia de los receptores de LDL y sus
ligandos incluyen a la B-VLDL rica en apo E, lipoproteina A, lactoferrina, proteinlipasa,
aprotinina, plasmindégeno entre otros. En condiciones normales, la megalina podocitaria

puede unirse proteinas filtradas por la MBG y degradarlas por via endocitica (28). La megalina
esta presente en los podocitos humanos, y participa en la captacién de Gal-A. La afinidad de

la megalina por Gal-A es menor que la de sortilina.(27)

Todo lo anteriormente mencionado comprueba la capacidad de endocitosis del podocito y
pone de manifiesto las diversas rutas metabdlicas en las que participa, siendo en este



contexto una ventaja funcional de la célula puesto que permite asegurar el efecto terapéutico
de la enzima exdgena.

El caso clinico presentado permite destacar que la EF es una de las patologias que debe
tomarse en cuenta a la hora de establecer la etiologia de la proteinuria en un paciente de
sexo masculino, sin factores de riesgo para otras entidades como la diabetes mellitus o la
hipertension arterial sistémica. En esta revision, se muestra el importante compromiso de la
célula podocitaria, que tiene un fenotipo epitelial, y la susceptibilidad que presenta a la TRE,
lo cual pudiera cambiar un tanto el paradigma fisiopatoldgico de la enfermedad y sentaria las
bases para investigar sobre el compromiso de este tipo de célula, asi como del tejido epitelial
renal en la enfermedad de Fabry.
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