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UTILIDAD DE LOS METODOS INMUNOQUIMICOS
EN EL ESTUDIO DE LA SELECTIVIDAD DE PROTEINAS
EN PACIENTES CON SINDROME NEFROTICO

INSTITUTO DE NEFROLOGIA

Dr. Orlando Vega Cruz,* Lic. Eusebio Delgado
Pérez,** Dra. Aracelys Mederos Oviedo*** y
Dr. Julio C. Mas Martin#*#*%#*

. S estudiaron. 34 pacientes, 17 ninos vy 17 adultos, procedentes del
Ingtituto de Nefrologla vy de los hospitales pedistricos “William
Soler”, "Pedro Borrés" y del Hospital Pediidtrico de Centro Habana bajo
el diagnéstico clinico de sindrome nefrético. Se realizéd en  ellos’ un
estudio de la selectividad de las proteinas en orina con diferentes
métodos, ¥ sus resultados se relacionaron con los hallazgos anatomopa-
toldgicoes. Existid una mayor tendencia a encontrar proteinuria selec-
tiva en los pacientes portadores de cambios minimos y glomerulesclero-
gis focal, 1o cual fue significativo en el grupo de nifcs. En la mayo-
ria de los casos, cuando el indice de selectividad fue inferior a
0.25. 1la respuesta al tratamiento esteroideo resultd positiva. Se
infiere que los métodos inmunoguimicos cuantitativos son los mas  ade-
cuados para el estudio de la selectividad de proteinas en el sindreme
nefrético ¥ de gran utilidad para la clinica.

INTRODUCCION

Para determinar la selectividad de las protelnas en pacientes con
sindrome ?egrotica. se han utilizado diferentes métodos como: tamizaje
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molecular, métodos inmunoguimicos (immunodifusién radial vy doble inmuno-
difusidn). B ademis las técnicas de electroforesis de alta resolucidén en
geles de agarocsa y puliacrilamida.6 Con estos métodos se designa la pro-
teinuria c¢omo altamente selectiva. en los casos en gque son filtradas en
exceso las moléculas pequefias, y pobremente selectiva en los casos en que
escapan las moléculas de gran tamano.

Clinicamente., reviste mayor interés el estudic de ilos aclaramientos
relativos de proteinas diferenciales. puesto gue se ha comprobado gque en
los pacientes que presentan proteinuria de naturaleza existe una mayor pro-
babilidad de que respondan positivamente al tratamiento estercideo mientras
que, en  la no selectiva, es casi siempre indtil dicho procedimiento tera-
ptutico, por lo que es de gran interés su caracterizacidn, aplicando los
métodos mas adecuados para determinar el tipo de tratamiente a imponer.

El objetive de nuestro trabajo fue determinar la utilidad de los métodos
inmunoquimicos para el diagndstico de la proteinuria selectiva en pacientes
con sindrome nefrético.

MATERIAL Y METODO

Se estudiaron 34 pacientes c¢on sindrome nefrético, 17 adultes proce-
dentes de la consulta externa y salas del Instituto de Nefrolegla vy 17
nifes provenientes de los hospitales pedidtricos "William Soler”. "Pedro
Borras®” y Pediatrice de Centro Habana.

La extraccién de la sangre se realizéd por puncién venosa despubs de 8
horas de ayuno ¥ se¢ tomd una muestra de orina por miccidn esponténea.

Para la determinacidén de las proteinas totales en suero se utilizd el
método del Biuret. La determinacidédn de proteinas totales en orina se rea-
lizé  inicialmente como método de orientacidp del adcido sulfesalicilico al
20 % y para la cuantificacidn., el método del Biurét.?

La electroforesis en suero y orina se realizd por el métods de Wybenga
et al.

Se empled el método de doble inmunodifusién (Quchterlony). para la
determinacidn cualitativa de las diferentes proteinas en la orina.

La determinacién cuantitativa de las protelnas en suero vy orina se reali-
26 por inmunodifusidén radial. Para ¢l suerc se utilizaron placas Tri vy M
Partigen del Instituto Behring. En el caso de la orina sc usaron placas My
Tri Partigen cuandoe la concetracidn de las proteinas totales estuvo por
encima de 1 g/L v placas L Partigen cuando la concentracién fue inferior a
ésta. En_ cada placa se utilizé el patrén comercial recomendado al
respecto.

La concentracién de las muestras fue determinada mediante la recta de
regresién hallada a partir de las concentraciones de les patrones.

Para hallar el indice de selectividad nos basamos en los criterios de
Camercn ¥y Blandford.
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Se temd el criterio de que la proteinuria era altamente selectiva cuando
el indice de selectividad era menor que 0.15. moderadamente selectiva
cuando estaba entre 0,15 y 0.25 ¥y no selectiva cuando estaba por encima de

0.25.
Se hize un anélisis de regresién estadistica con el fin de determinar si

existia msociacién lineal alguna entre los diferentes indices de selectivi-
dad.

ce revisaron las historias clinicas de adultos ¥y nifios con el proposito
de obtener los diagndsticos clinicos ¥y anatomopatolégicos para relacionar-
los con nuestros resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 1 muestra la relacién entre el indice de selectividad inmuno-
globulina G/transferrina [I(IgG/T)] ¥ la respuesta al tratamiento este-
roideo, tanto en nines como en adultos.

De los 17 ninos estudiados, 11 respondieron al tratamiento ¥y en 6 no se
shtuve respuesta, para el 64,2 y el 35,8 % respectivamente.

Del tatal de 11 con buena respuesta. 9 poselan un I({IgG/T) dinferior a
0,15: 1 entre 0.15 y 0.25 y el otro por encima de 0.25.
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FIGURA 1. Relacién entre la selectividad y la respuesta a los estercides.
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Entre los nifios que no respondiercon al tratamiento esteroideo: 2 presen-
taren un I(IgG/T) entre 0.15 y 0.25 y el resto superior a 0,25,

En el caso de los adultos. existid un comportamiento diferente. De los
17 casos estudiados, 5 respondieron al tratamiento estercides (29.41 %) ¥
12 no respondieron a dicho tratamiento., para el 70.59 %.

De los 5 con buena respuesta. séle 1 presentd un I{IgG/T) por debajo de
0.15. 2 pacientes de 0.15 a 0.25 y los 2 restantes. por encima de 0.325.

De los 12 pacientes que no tuvieron respuesta al tratamiento estercideo,
3 tuvieron un I(IgG/T) entre 0.15 y 0.25 ¥ el resto por encima de 0,325,

De acuerdo con nuestros resultados, la mayor incidencia de proteinuria
selectiva correspondid al grupo de nifios estudiados, lo que concuerda con
los resultados obtenidos por otros investigadores. Esto se debe a que,
en los nifics, el patrén histico mas frecuente es el dafo minimo. 4 mien-
tras que en los adultos hay una mayor tendencia a presentar una lesidn
glomerular mayor ., debido a que. con el transcurso gg la enfermedad, segtn
se¢ ha reportado. disminuye el grado de selectividad.

Cuando el I(IgG/T) fue inferior a 0.25. obtuvimos una mayor respuesta al
tratamienteo estercideo en ambos grupos., pero con una mayoer tendencia en el
grupc de nifies. Esto pone de manifiesto que. con un I(IgG/T) inferior a
0.25 el tratamiento esteroideo es generalmente efectivo.
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R: buena respuesta al tratamiento con esteroides
NR: mala respuesta al tratamiento con estercides

FIGURA 2. Relacion entre la selectividad y la respuesta a los esteroides.
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ta figura 2 senala la relacién entre el indice de selectividad inmuno
globulina G/albimina [I(IgG/A)] ¥ la respuesta al tratamiento esteroideo.

tanto en ninos como en adultos.
De les 11 nifios que respondieron, 5 tuvieron un I(IgG/A) inferier a

0.15: 4 entre 0,15 y 0.25 y 2. superier a 0.25.

De los pacientes que no tuvieron respuesta. sélo 1 presentd un I(IgG/A)
entre 0,15 v 0.25. el resto excedio a 0,25.

Los adultos presentaron, del total de pacientes con respuesta, sélo 1
con un I{IgG/A) inferior a 0.15: 2 con este indicador entre 0,15 y 0.25 vy
los otros 2. séperinr a 0,25.

Del total de los que no tuvieron respuesta, 1 presentd un I(IgG/A) por
debajo de 0,15, otro entre 0,15 y 0.25 y les 9 restantes, por encima de
0.25.

Los resultados hallades con el I(IgG/A) son similares a los encontrados
con el I{IgG/T). como lo sefialan ambos graficoes, por lo que ambos indices
son adecuados para el estudio de la selectividad de las proteinas en la
orina.

La figura 3 muestra la correlacién entre el I{(IgG/T} y el I(IgG/A).
donde el coeficiente de correlacién fue de 0.73 para una p < 0.001. lo que
demuestra que existe una correlacidn lineal entre ambos indices.
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FICURA 3. Correlacidn entre el indice de selectividad I(IgG/T) y el 1indice
de szelectividad I(IgCG/A).
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La figura 4 muestra la correlacidn determinada entre el indice de selee-
tividad obtenido a partir de la electroforesis de proteinas Gamma
G/albimina vy el I{IgG/T).

La figura 5 sefala la correlacidn entre el indice Gamma G/albimina ¥y el
I{IgG/A). En ambos graficos se pone de manifiesto la no existencia de co-
rrelacién lineal alguna entre los indices de selectividad obtenidos por
métodos inmunoquimicos y electroforéticeos, lo gque demuestra gue el método
de electroforesis convencional no es adecuade para el estudioc de la selec-
tividad de las proteinas en el sindrome nefrético. Salabarria obtuve resul-
tados similares al compararlos con el métode de tamizaje molecular.l?

La figura & presenta la distribucién del I(IgG/T) segin el diagnéstico
anatomopatoldgico. Del total de 34 pacientes estudiados, 13 presentaron. en
el estudio histico. cambios minimos (38.24 %): 9 pacientes fueron clasifi-
cados como glomerulosclercsis focal ¥ otros 9, como glomerulonefritis pro-
liferativa mesangial (26.47 % en ambos casos):; 2 pacientes clasificados
como nefritis ldpica (5.885 %) v 1 paciente con sindrome nefrético postras-
plante renal (2.94 %).

Dentro de los pacientes con cambios minimos, 7 presentaron un I(IgG/T)
inferior a 0.15; 3 pacientes entre 0,15 y 0.25 ¥ los 4 restantes, superior

a 0,25.

N = 34

r=0,1
I (Y/a)

0.9
0.7 .

0.5 J i ¥ = 0.4476 « 0,1456 ()
0.4 ..

0.3,
0.2 J . v - w
0,1 1. . .

FIGURA 4. Correlacicn entre el indice de selectividad I(IgG/T) ¥ el indice
de selectividad I(Y/A).
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FIGURA 5. Correlacidén entre el indice de selectividad I(IgG/A) y el indice
de selectividad I(Y/A). Ademds se incluye en la figura 1 paciente con
sindrome nefrético postrasplante renal.

Sindrome nefrético
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FIGURA &. Distribucion del Indice de selectividad segin el diagnéstico ana-
tomopatoldgico.
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En el casc de la glomerulonefritis proliferativa mesangial, un paciente
presentd un I(IgG/T) por debajo de 0.15; otro entre 0,15 v 0,25 v los 7
restantes, por encima de 0,25.

En la figura 6 se puede cbservar que la mayor cantidad de proteinuria
selectiva se encuentra en el cambio minimo ¥ en la glomerulosclerosis
focal. mientras que en la glomerulonefritis proliferativa mesangial. la

nefritis lapica ¥y el ai?fgnme nefrético postrasplante renal, la tendencia
fue a no ser selectiva.

El anexo muestra la relacidn entre los indices de selectividad obtenidos
por el métode de inmunodifusidén radial vy la deteccidn cualitativa de
proteinas en la orina (doble inmunodifusisn).

En el primer grupe de pacientes estudiados. distribuides segin la clasi-
ficacidn anatomopatolégica, con cambios minimes, de 13 sujetos, 2 presen-
taron proteinas en la orina hasta una masa molecular relativa (MMR) de
160 000 y 1 sdéle proteinuria de hasta 185 000 de MMR.

En el segundo grupo. con glomerulosclerosis focal, 2 pac:entes presen-
taron proteinuria hasta una MMR de 160 000 ¥ los 7 restantes hasta una MMR
de 185 000.

En el tercer grupo. con glomerulonefritis proliferativa mesangial. 4
pacientes presentaron proteinas en orina hasta upa MMR de 185 000 v 5 wuna
MMR de 800 000.

Tante en el grupo de nefritis lupica como en el del sindrome nefrétice
postrasplante renal se encontraron protelnas hasta una MMR de 185 000.

De estos resultados podemos inferir que, a medida gque aumenta el dano
glomerular, se encuentran proteinas de mayor masa molecular relativa en la
orina de los pacientes afectados ¥ se llegan a detectar protelnas como la
alfa 2 macroglobulina de MMR de 800 000 en algunos pacientes con glemeru-
lonefritis proliferativa mesangial. Este método es Gtil, pues nos puede
orientar de forma cualitativa hacia la comprensidn del grado de selectivi-
dad ¥ por ende del grade de dano glemerular gque puede presentar un
paciente.

CONCLUSIONES

1. De los grupos estudiados. correspondié al de los nines la mayor inciden-
cia de proteinuria selectiva, mientras que en los adultos, la tendencia
fue de presentar proteinuria no selectiva.

2. E1 patrén histico mis frecuente en los ninos fue el dane minimo. Los
adultos, por lo general. presentaron lesiones glomerulares mayores,

3. Cuande el indice de selectividad fue inferior a 0.25. tanto el I(IgG/T)
como el I{IgG/fA)., detectamos una mejor respuesta al tratamiento este-
roidec, con una mayor tendencia a la respuesta positiva en el caso de
los ninos.

4. Existe wuna correlacidén lineal entre los I(IgG/T) e I(IgG/A). por lo que
ambos indices son adecuados para el estudico de la selectividad. ElL
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I(IgG/T) es el mejor indice de selectividad, porgue tiene una mayor co-
rrelacidén con la respuesta al tratamiento.

5. No existe correlacidn alguna entre la selectividad hallada por métodos
inmunoguimicos v la selectividad determinada por la electroforesis de
proteinas en acetato de celulosza, por lo que este dltime métoede no es
adecuado para este fin.

€. El método de doble inmunodifusidn orientd de forma cualitativa a la com-
prensidn del grado de selectividad de la proteinuria estudiada.

7. El1 método inmunogquimico cuantitative (inmunodifusién radial)., es el mas
adecuado para el estudio de la proteinuria selectiva en pacientes con
gindrome nefrético. por su gran utilidad para la clinica.

BANEXO0. Relacidn entre los indices de selectividad
I(IgG/T) e 1I/IgG/A) y la determinacidn
cualitativa de las proteinas en orina (me-
todo de doble inmunodifusién) segin la cla-
sificacidn histica

Cambios minimos

Ho I{IgG/T) I(IgG/A) ALB Transf HAP IgG CER BIC 2M

1 1.0 0,28 + + * . + + *
2 0.14 0.11 * * * +
3 0.05 0.1 . * + + +
4 0,06 0,16 ® + * *
5 0.1 0.48 * * * + +
[ 0.03 0.05 * + * + .
7 0,045 0,084 + + + + n
8 0.23 0,37 + + - + -
2 0.1 0.08 + + - +

10 0.17 0,27 + . * + +

11 0.13 0,22 + . v . "

12 0.13 0,18 + . * + *

13 0.29 0.07 . * + * *

Glomerulosclerasis focal

14 0.18 0,34 * * + + + +

15 0.76 0.49 + + + + + +

16 1.0 1.0 + + + + + +

17 0.42 0.66 + * + * + +

18 0.1 0.3 * + * * + *

19 0.13 0,23 * * . * + +

20 0.22 0,28 + * + * * *

21 1.0 0,89 + + + + + +

22 0,2 0.24 + + + * + +
(Continda)
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(Continuacidn)

Glemerulonefritis proliferativa mesangial

23 0,29 0.69 + + + + * * +
24 0,30 0,50 + + + + * + +
25 0.35 0,30 * + * + + +
26 0.68 0,35 p : . i Y 8§ =
27 0.87 0,23 * . + + * +
28 0,90 0,73 * * . * + . +
29 1,00 0.89 * - + * * + *
30 0,14 0.18 + * + + - +
31 0,20 0,20 + * + * * +
Nefritis lupica
az 0.38 0,55 + + + + + *
33 0.66 0.54 + " 4 i J 5
Trasplante renal
34 0,50 0.55 * + + + + N

Leyenda: ALE: alboimina 66,000, Transf: transferrina 90,000. HAP: haptoglo-
bina 100,000, IgG: inmunoglobulina G 156,000, CER: cerulcplasmina 160,000,
BIC: Bl del complemento 185,000, q 2M: macroglobulina 800,000,

| SUMMARY |

This paper deals with the study of 34 patients, 17 children and 17 adults.
coming from the Institute of Nephrology and "William Soler" and "Pedro
Borrds" Pediatric Hospitals. and Centro Habana Pediatric Hospital., with
clinical diagnosis of nephrotic syndreme. A study of selectivity of pro-
teins in urine was performed by different metheds. and results ebtained
were related to anatomopathological findings. There was a higher tendency
to find selective proteinuria in patients carriers of minimum changes and
focal glomerulosclerosis, which was significant imn the group of children.
In most of the cases, when selectiveness index was lower than 0,325, posi-
tive response to treatment with steroids was obtained. It is inferred that
quantitative immunochemical methods are the most adequate ones for the
study of selectivity of proteins in nephrotic syndreme and of great useful-
ness for clinies.

On a é&tudié 34 malades (17 enfants et 17 adultes) provenant de 1'Institut
de Néphrologie et des hépitaux pédiatriques "William Soler”, "Pedro Borras®
et de 1'Hépital Pédiatrique de Centro Habana, avec le diagnostic clinique
de syndrome néphrotique. On a réalisé une étude de la sélectivité des
protéines dans 1'urine suivant différentes méthodes et on a établi le rap-
port entre les résultats et les trouvailles anatomopathologiques. Il a été
constaté une tendance plus marquée a4 la protéinurie sélective chez les
sujets porteurs de changements minimaux et de glomérulosclérose focale, ce
qui a é&té significatif parmi les enfants. Dans la plupart des cas. guand
1l'indice de sélectivité a été inférieur 4 0,25 la réponse au traitement par
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stéroldes a été positive. On infére donc gue les méthode immunochimigues
quantitatives sont les plus adéquates pour 1'étude de la sélectivité de
protéines dans le syndrome néphrotique et d'une grande utilité pour la cli-
nigue.
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