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Podocitos en orina: ¢{qué hemos encontrado hasta ahora?

Resumen

La enfermedad renal cronica representa actualmente una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, siendo la obesidad un factor de riesgo para
el desarrollo de la misma. La proteinuria, que se presenta cuando el dafio renal
ya ha sido establecido, es uno de los parametros por excelencia para
diagnosticar la enfermedad renal. Es por ello, que la determinaciéon de un
meétodo diagndstico del dafio renal temprano es fundamental en el manejo y
para la prevencion del establecimiento de la enfermedad renal. Por este motivo,
la deteccion de los podocitos, células clave en la barrera de filtracién
glomerular, en la orina (o podocituria) constituye uno de los principales retos.
Hasta ahora se han llevado a cabo varios intentos que buscaban determinar la
presencia de podocitos completos, de alguno de sus componentes o
estructuras derivadas de ellos en la orina. En el presente trabajo hemos
recopilado exhaustivamente la informacion publicada en este sentido, con

objeto de tener una vision integral sobre el estado actual del tema.
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Introduccion

Actualmente, la enfermedad renal crénica constituye una de las principales
causas de muerte a nivel mundial. Uno de los factores que compromete la
salud renal es la obesidad, ya que los rifiones de un paciente que presenta esta
enfermedad experimentan una sobrecarga de trabajo debido a la condicién de

obesidad®.

La obesidad tiene asociadas otras comorbilidades, tales como la hipertension,
que es observable también a nivel glomerular dentro del rifion. En estos
pacientes, se produce la desregulacion del Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (SRAA) debido a que el tejido adiposo al expandirse es capaz de
sintetizar y liberar todos los factores implicados en la alteracion de este sistema
y, por tanto, elevar la presion sanguinea. Esto, unido a una pobre gestion del
sodio, a un aumento en la dilatacion de la arteriola aferente glomerular y a una
vasoconstriccibn de la  arteriola  eferente  glomerular  conduce,
irremediablemente, al desarrollo de hipertension glomerular y, con ello, a un
aumento del tamafo glomerular o glomerulomegalia, descrita en los pacientes

con obesidad®.

Este aumento en la presion intraglomerular genera un estrés mecanico sobre
los podocitos. Los podocitos son células altamente especializadas que forman
parte de la barrera de filtracion glomerular. Se localizan abrazando los capilares
sanguineos glomerulares a través de unas protrusiones conocidas como
procesos podocitarios, los cuales interdigitan con los procesos podocitarios de

los podocitos vecinos (diafragma de filtracion glomerular) formando un filtro



selectivo a las moléculas presentes en la circulacion sanguinea. Estos
procesos podocitarios nunca entran en contacto directo en un estado
fisiologico, sino que su comunicacion se realiza mediante proteinas de la

hendidura de filtracion, tales como la podocina y la nefrina.

Cuando el estrés mecanico derivado de la glomerulomegalia y la hipertensién
intraglomerular aumenta, los podocitos reaccionan inicialmente hipertrofiandose
para cubrir el aumento de area desnuda en los vasos sanguineos®. El esfuerzo
realizado para activar este mecanismo compensatorio conlleva la muerte del
podocito. Esta pérdida constante de podocitos deja regiones desprovistas de
podocitos en el glomérulo lo que compromete la integridad de la barrera de
filtracion glomerular. De esta forma, moléculas que hasta ese momento habian
sido retenidas en el plasma sanguineo, como la albimina y otras proteinas, se
escaparan al filtrado primario y, posteriormente, a la orina. Este dafio renal, de
continuar su progresion, eventualmente conducira a la enfermedad renal
cronica del rifion y posteriormente a la insuficiencia renal terminal que obligara

al paciente a ser sometido a un trasplante o tratamiento renal sustitutorio.

Por esta razon, la deteccién temprana del dafio renal, cuando aun se estan
perdiendo podocitos (podocituria) en lugar de proteinas (proteinuria), se
convierte en un aspecto de vital importancia para evitar el avance irreversible
de la enfermedad renal. Este es uno de los principales objetivos de la
comunidad dedicada al estudio de la nefrologia. Hasta la fecha, se han
realizado varios intentos de caracterizar la podocituria en las distintas

patologias renales, los cuales serdn resumidos a continuacion.



Material y método

Se realiz6 una busqueda bibliogréfica en la base de datos PubMed a través de
los criterios de busqueda “Podocyte AND Urine” y “Podocyturia”. Se
descartaron todos aquellos articulos que no tuvieran relacion con el diagnostico

de la enfermedad renal temprana, la obesidad ni con sus comorbilidades.

Resultados

Deteccion de Podocitos completos

La deteccion de podocitos completos en orina, viables o muertos, ha sido uno
de los principales objetivos de los investigadores en el campo de la nefrologia.
Hasta la fecha, se han realizado varios intentos para su deteccion. Se han
realizado estudios mediante la técnica de cytospin inmunofluorescencia, que
muestran que las personas sanas excretan menos de 400 podocitos/mg de
creatinina en orina. Por el contrario, pacientes con afecciones renales pueden
presentar una excrecion urinaria mayor, cuando se seleccionan mediante el
marcador de podocalixina. Desafortunadamente, la podocalixina no es una
proteina exclusiva de podocitos ya que es expresada por otros tipos celulares,
tanto fuera como dentro del glomérulo ®. No obstante, la podocalixina se ha
usado para la deteccidon de podocitos en orina de pacientes con obesidad, sola
0 en combinacion con otras proteinas que no eran marcadores de podocitos®.

El marcaje con podocalixina también desveld un aumento de células marcadas



a traveés de esta proteina en la orina de pacientes con patologia renal, asi como

en la orina de controles sanos®.

Ademas, no solo la deteccién del podocito completo en la orina es crucial para
el diagnéstico temprano de la enfermedad renal, sino también su
caracterizacion. Por esta razén, se ha intentado identificar la presencia de
podocitos binucleados como indicador de dafio glomerular®®. La identificacion
de podocitos binucleados se ha realizado tanto en biopsias renales®, como en
muestras de orina, utilizando un marcaje fluorescente y observacion

microscoépica ©®.

En todos los casos anteriormente citados, la correccion de los datos de
podocituria se ha normalizado a través de los parametros tradicionalmente
utilizados para tal efecto, como los miligramos de creatinina en orina® o el

nimero total de podocitos en 24 horas ©®.

Nuestro grupo ha contribuido a la deteccion de la podocituria mediante el
establecimiento de un protocolo de deteccion de podocitos binucleados en la
orina de pacientes con obesidad y sin enfermedad renal. Este protocolo se ha
llevado a cabo mediante la deteccion de podocitos marcados con un anticuerpo
anti-nefrina, marcador especifico de podocitos, y anti-lamina A, proteina de la
membrana nuclear y que permite la deteccion y clasificacion de podocitos
binucleados grandes y pequefios mediante citometria de flujo. Asimismo, la
correccion de los datos que planteamos en este trabajo, es novedosa, ya que

se realiza con el numero total de células excretadas en la orina, y no a través



de factores como el volumen de orina o los miligramos de creatinina excretados

en la misma®.

Deteccion de Proteinas podocitarias

El marcaje y la deteccidn de proteinas especificas de podocitos, tales como la
nefrina, también se ha identificado en muestras de en la orina, fendmeno al que
se denomina nefrinuria®. La presencia de nefrina fue detectada en la orina de
todos los pacientes con nefropatia diabética que presentaban albuminuria, y en
el 54% de aquellos que no presentaban albuminuria®. En este estudio, los
niveles de nefrina parecieron correlacionarse de forma directa con los de
albuminuria y de manera inversa, con la funcion renal®. Asi mismo, en este
mismo estudio, la deteccion de podocalixina en pacientes con nefropatia
diabética, precedié a la aparicion de microalbuminuria y se correlacion6 de

forma directa con los niveles de HbA1c®.

ARN mensajero y microARNS urinarios especificos de podocitos

Otra de las aproximaciones implementadas hasta la fecha para la deteccion de
podocitos 0 sus componentes en la orina, se ha basado en el ARN mensajero
(ARNmM) extraido a partir del sedimento tras la centrifugacion de las muestras
de orina. Esta técnica ha planteado ciertas ventajas ya que es facilmente
cuantificable, sensible y especifica, al mismo tiempo que permite medir la
expresion de varios marcadores al mismo tiempo, mediante RT-PCR (del inglés

real-time polymerase chain reaction ) ©,



De esta manera, se ha demostrado que los niveles del ARNm de la nefrina, por
ejemplo, muestran una correlacion directa con el recuento de podocitos en la
orina®. Los ARNmM relacionados con podocitos muestran un incremento
significativo de 79 veces en los pacientes con glomerulopatia, que muestran
una reduccion del 50% en la funcion renal®. Ademas, se ha observado que el
ARNmM de la nefrina disminuye respecto al de la podocina en un modelo de
dafio glomerular progresivo, y el ratio entre el ARNm de la podocina y el de la
nefrina se correlaciona de manera directa con la hipertension y con la

progresion del dafio renal observada mediante técnicas histologicas®.

De forma similar, se pueden cuantificar por RT-PCR los microARNs (miARNS)
presentes en la orina. Aunque aparentemente los podocitos solo contribuyen de
forma minoritaria al conjunto total de los mIARNS presentes en orina y por lo
tanto, los cambios detectados en estos MIARNS pueden ser debidos a

alteraciones en otros tipos celulares renales®®,

Fragmentos derivados de los podocitos

Las células renales constituyentes de diferentes segmentos de la nefrona,
incluyendo los podocitos, son capaces de liberar vesiculas extracelulares, con
contenido de la membrana apical o intracelular®. Los investigadores de este
estudio utilizaron de nuevo la podocalixina para la deteccién de estas vesiculas
procedentes de podocitos, tanto en biopsias renales como en muestras de
orina y observaron que los niveles se ven aumentados en modelos murinos de
diabetes o en condiciones de alta glucosa®. En el caso de los podocitos, las

vesiculas extracelulares, siempre detectadas a partir del marcaje con



podocalixina, mediante microscopia electronica de transmision o bien por
centrifugacion de la orina y posterior citometria de flujo, parecen proceder de la

membrana apical™ o de las microvellosidades®?.

Discusion

Los podocitos son células altamente diferenciadas que forman parte de la
barrera de filtracidbn renal. Cuando estos podocitos se desprenden del
glomérulo, el filtro selectivo se rompe y se escapan a la orina moléculas que
deberian quedar retenidas en la sangre, como las proteinas. La proteinuria
constituye, por tanto, uno de los parametros por excelencia en el diagnastico
del dafo renal, pero en muchos casos cuando se detecta la presencia de
proteinuria significa que ya hemos llegado tarde para ese paciente y que el
avance de la enfermedad en el tiempo va a ser progresivo e irreversible. Es por
ello, que la deteccién de la pérdida podocitaria a través de la orina constituye

una de las principales metas en el diagnostico del dafio renal temprano.

Para ello, se han realizado varios intentos para poder determinar la presencia
de podocitos o de sus compontes en orina. De esta forma, la deteccion tanto de
podocitos completos como de vesiculas excretadas por los mismos, se ha
llevado a cabo fundamentalmente mediante el marcaje de la
podocalixina®*#1112)_Este tipo de aproximaciones plantea el problema de que la
podocalixina es una sialoproteina presente ademas de en podocitos, en otros

tipos celulares, incluso dentro del glomérulo, por lo que la identificacién de



podocitos mediante podocalixina no garantiza es muy especifica para este tipo

celular®,

La podocituria, a pesar de estar asociada fundamentalmente a pacientes con
dafio glomerular, se ha observado también en sujetos sanos“®. Existen
estudios que extrapolan los valores de podocituria en sujetos sanos a partir del
recuento de podocitos en la orina y mediante el contaje de estas células en
campos en el microscopio 6ptico de forma puntual. Esta imprecision hace que
sea necesario seguir trabajando para determinar un valor fiable de podocituria

en sujetos sanos.

Ademas, la determinacion de la concentracion de parametros relacionados con
los podocitos (podocituria, pérdida de proteinas o elementos propios de
podocitos) ha sido dificil debido a la confusion que se ha generado al
normalizar estos pardmetros a través del volumen de orina de 24 horas®, ya

que éste puede verse alterado por otros factores®®.

Por otra parte, se han realizado otras aproximaciones mediante la deteccion de
proteinas o ARNm relacionados con podocitos®?. Se ha observado que estas
moléculas podrian proceder de vesiculas extracelulares o fragmentos de los
podocitos, y no necesariamente ser testigos de la presencia de podocitos

completos en orina®®?,

Aunque se han realizado numerosos intentos de establecer técnicas
adecuadas y fiables de deteccion de podocituria adecuadas a las distintas
enfermedades renales, los pacientes con obesidad aun carecen de una

caracterizacion exhaustiva. Hasta ahora, existen tres estudios han puesto de



manifiesto la pérdida de podocitos en pacientes con obesidad, mediante el
marcaje de podocalixina®, mediante ARNm®y el que parece mas fiable y
prometedor, el que utiliza un doble marcaje de nefrina y Lamina A y que corrige
los valores obtenidos mediante el recuento de células totales ). Con estas
premisas parece que todo apunta a que la podocituria puede ser un proceso
gue afecte a los pacientes con obesidad, aunque se requiere una mayor
cantidad de ensayos con marcadores especificos de podocitos y aumentar la
cohorte de pacientes para obtener una mejor comprension en este grupo de

poblacion.

Conclusiones

La podocituria constituye un futuro esperanzador en la determinacion temprana
del dafio renal. Sin embargo, son muchas las patologias renales que deben ser
abordadas, incluida la obesidad. La necesidad de un protocolo para la
determinacion de la podocituria basados en marcadores especificos de
podocitos y la determinacion de podocitos excretados por pacientes sanos

sigue siendo un objetivo relevante en la lucha contra las patologias renales.
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