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RESUMEN

INTRODUCCION Hace méas de una década se ha reportado una
enfermedad renal cronica de causa desconocida en las comunidades
agricolas salvadorefias la cual no esta asociada a diabetes mellitus,
hipertension arterial ni a ninguna de las enfermedades tradicionales
que con mas frecuencia la causan.

OBJETIVO Caracterizar histopatolégicamente la enfermedad renal
cronica de causa desconocida en pacientes de comunidades agri-
colas salvadorefias, describir la asociacion del dafio renal con cada
estadio de la enfermedad y evaluar la asociacion entre las alteracio-
nes histopatologicas y las variables sociodemograficas.

METODOS Se estudiaron 46 pacientes de ambos sexos con una
edad >18 afios. Después de haber sido evaluados desde el punto de
vista clinico, analitico e imagenoldgico, se les realizo biopsia renal, las
que se clasificaron teniendo en cuenta la fibrosis intersticial, la atrofia
tubular, el infiltrado inflamatorio intersticial, la esclerosis, el aumento
de tamafio glomerular, y las lesiones vasculares extraglomerulares,
segun la clasificacion de Banff 97, que se emplea para el rechazo
del injerto renal. Para ello se realizaron las coloraciones especiales:
acido peryodico de Schiff, tricromica de Masson, plata metenamina y

INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica (ERC) constituye un problema de
salud publica en el mundo. Sus principales causas son la diabetes
mellitus, la hipertensién arterial, las glomerulopatias y la enferme-
dad renal poliquistica.[1] También se han reportado nefropatias
de mucha menor frecuencia y especificas de algunas regiones
geograficas como la denominada nefropatia de los Balcanes y la
causada por hierbas chinas.[2-5]

Desde hace mas de una década, se ha reportado una enferme-
dad renal crénica de causa desconocida (ERCd) de elevada pre-
valencia y mortalidad que se ha manifestado en diversas zonas
geograficas, principalmente en Asia (Sri Lanka y la India) y Amé-
rica Central (Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y el
Sur de México). Se presenta en comunidades rurales y afecta
fundamentalmente a trabajadores agricolas, especialmente hom-
bres y con bajo nivel de ingreso econémico.[6-11]

La elevada prevalencia e incidencia de la enfermedad renal croni-
ca ha motivado realizar investigaciones epidemiolégicas de base
poblacional en comunidades de la region del Bajo Lempa en El
Salvador para caracterizar la poblacion afectada y los factores de
riesgo potencialmente asociados con esta enfermedad.[9]

Solo hemos encontrado tres investigaciones en las que se estu-
dia la ERCd desde el punto de vista histopatologico. En una, se
evaluaron 57 pacientes de Sri Lanka y los autores identificaron un
dafio tubulointersticial como evento patolégico fundamental con
lesiones vasculares y glomerulares secundarias.[10] Otro estudio

se hicieron técnicas de inmunofluorescencia para evaluar el depésito
de IgA, 1gG, IgM, C3, C1q, fibrina, cadenas ligeras kappa y lambda

RESULTADOS El hallazgo fundamental fue la fibrosis intersticial y la
atrofia tubular con o sin infiltrado inflamatorio de células mononucle-
ares. Se observé ademas esclerosis global, aumento de tamarfio glo-
merular, colapso del ovillo en algunos glomérulos, lesiones de los vasos
sanguineos extraglomerulares como la proliferacion de la capa intima 'y
el engrosamiento y la vacuolizacion de la capa media. La fibrosis inter-
sticial y la glomeruloesclerosis se asociaron con el sexo masculino. Los
trabajadores de la cafia de aztcar mostraron mas fibrosis intersticial y
atrofia tubular y menos glomerulomegalia que el resto de los grupos.

CONCLUSION El patré6n morfologico evidente encontrado en todas
las biopsias fue el de una nefropatia tubulointersticial crénica con
dafio glomerular y vascular secundario, en diferentes estadios de
evolucién de la enfermedad renal cronica, independientemente de la
edad, el sexo, el lugar de residencia y la ocupacion.

PALABRAS CLAVE Enfermedad renal cronica, nefropatia tubuloin-
tersticial crénica, nefritis tubulointersticial, glomeruloesclerosis, his-
topatologia, El Salvador

de 8 pacientes de las comunidades agricolas salvadorefias fue
efectuado en colaboracién con investigadores del Instituto Karo-
linska de Suecia. Los hallazgos histopatoldgicos indicaron una
enfermedad tubulointersticial con extensa glomeruloesclerosis.

Estos datos no excluyeron que el dafio tubulointersticial contribu-
yera al dafio glomerular, pero la relacion encontrada entre la cro-
nicidad del tubulointersticio y los cambios glomerulares sugirieron
un dafio primario del glomérulo.[11] En el tercer estudio realizado
en Sri Lanka, predominaron las lesiones tubulointersticiales; no
se observaron depdésitos en inmunofluorescencia, lo que orienta a
los investigadores a descartar la respuesta inmune como posible
causa.[12]

Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de la ERCd en El Sal-
vadory el costo que implica la terapia renal de remplazo, las carac-
teristicas histopatoldgicas resultan de particular interés, pues las
descripciones previas son escasas e incluyen pocos pacientes. El
objetivo de esta investigacion fue caracterizar la histopatologia de
la ERCd en pacientes de comunidades agricolas salvadorenfias,
asi como describir la evolucion del dafio renal asociado al estadio
de la enfermedad e identificar la asociacion entre las alteraciones
histopatoldgicas y las variables sociodemograficas.

METODOS

Se desarrollé una investigacion de corte transversal entre marzo
y abril de 2013 en pacientes >18 afios de comunidades agricolas
salvadorefias. Los casos fueron identificados a partir de estudios
epidemioldgicos poblacionales en once comunidades agricolas

MEDICC Review, traduccion del N° 2, Vol 16, abril 2014



Articulo Original

en cuatro regiones de El Salvador.
Los criterios de inclusion fueron: esta-
dios de ERC del 2 al 3b (tasa de fil-
tracion glomerular 89 mL/min/1.73 m2
a 30 mL/min/1.73 m2 de é&rea de
superficie corporal)[13] que cumplian
los criterios clinicos de la enfermedad.
Los criterios de exclusiéon fueron: HT,
diabetes mellitus, glomerulopatias,
enfermedad renal poliquistica y enfer-
medades obstructivas del rifién, VIH
positivo o cualquier condicién clinica o
social que pudiese alterar su inclusion
en el estudio. De 60 pacientes que
cumplian con los criterios conocidos
de ERC, fueron excluidos 14, lo que
llevé a una muestra de 46 pacientes.

Sexo
Edad

Ocupacion

al paciente

Fibrosis intersticial
(% de area cortical)[15]

Glomeruloesclerosis
(% de glomérulos)[15]

Los pacientes fueron ingresados
para el estudio clinico, que incluyé
entrevistas médicas, toxicoldgicas e
informacion epidemioldgica, exame-
nes especializados por sistemas de
drganos, pruebas de sangre y orina y
estudios imagenolégicos. EI método
completo del estudio ha sido descrito
en otro articulo.[14]

(% de tejido renal)[15]
Proliferacion intimal[15]

. . . vasos
Las biopsias renales se realizaron en

los participantes a través de técnicas
percutaneas bajo control ultrasonogra-
fico empleando una pistola de biopsia
automatica (Dana 2.2 Histo, aguja 14,
EE. UU.). Los especimenes de biopsia
se fijaron en formol neutro tampona-
do; se empled un procesador de tejido
Sakura (Japon). Se hicieron cortes a 2-3
micras en un micrétomo Leica (Alema-
nia) para la obtencion de las muestras
en parafina y un criostato Microm (Ale-
mania) para los cortes de tejido fresco.

vasos
Vacuolizacion hidrépica

cion del patélogo)

Las tinciones empleadas fueron hema-
toxilina y eosina, acido peryédico de
Schiff, tricromica de Masson y plata
metenamina. Se realizaron técnicas
de inmunofluorescencia para evaluar
la presencia, la intensidad y el patron de antisueros como IgA,
IgG, IgM, C3, C1qy fibrina (Dako).

Se cuantificé el nimero total de glomérulos, los glomérulos escle-
rosados y el aumento del tamafio glomerular. Se empled la cla-
sificacion de Banff para evaluar el grado de fibrosis intersticial,
atrofia tubular, infiltrado inflamatorio intersticial, lesiones vascula-
res y cambios glomerulares.[15] Se determinaron igualmente la
expansion mesangial y la proliferacién de células mesangiales,
endocapilares y extracapilares.

Variables del estudio Ver tabla 1

Anélisis Toda la informacion se guard6 en una base de datos de
Excel y se procesé con la ayuda del paquete estadistico SPSS

ERC, estadios por TFG (mL/min/1.73 m?)
(Ecuacién MDRD, KDIGO, 2012 [13])

Informacion obtenida por cuestionario

Glomerulomegalia (% de glomérulos
aumentados de tamafio)[15]
Colapso del ovillo glomerular[15]

Atrofia tubular (% de area cortical)[13]

Infiltrado inflamatorio mononuclear

Engrosamiento de la capa media de los

Vacuolizacién de la capa media de los

Hialinosis de la pared de los vasos[15]

Intensidad de depdsitos de IgA, IgG,
IgM, C3, C1gq, fibrinbgeno, cadenas
ligeras kappa y lambda (segln evalua-

Localizacion de los depésitos

Tabla 1: Variables del estudio

Masculino, femenino
>18 afios / <60 afios

1: >90 con marcadores de dafio renal
2: 60—89 con marcadores de dafio renal
3a: 45-59

3b: 30-44

4: 15-29

5:<15

Carieros (C)

Agricultores no cafieros (NC)

No agricultores (NA)

Ausente: <5

Ligera a moderada: 6-50

Severa: >50

Ligera: <24.9%

Grave: >25%

<10
>10

Presente/ausente

Ausente
Ligera a moderada: <25
Severa: >25

Ausente o ligero: <25
Moderado: 26-50

Presente/ausente

Presente/ausente

Presente/ausente

Presente/ausente

0 No lesiones tipicas

1 Depositos hialinos en solo una arteriola

2 Depésitos hialinos en > 1 arteriola, que no interesan
toda la circunferencia

3 Depositos hialinos que interesan toda la circunferencia

Ausente
Ligera
Moderada
Severa

Inespecifico
Mesangial
Subendotelial
Subepitelial
Intramembranoso

KDIGO: Kidney Diseases: Improving Global Outcomes
MDRD: Modificaction of Diet in Renal Disease

version 15.0 para Windows. El test exacto de Fisher se empled
para identificar las posibles diferencias por sexo con un umbral
de significaciéon a = 0.05.

Aspectos éticos El protocolo de investigacion fue aprobado por
el Comité Nacional de Investigacion Clinica del Consejo Superior
de Salud Publica de la Republica de El Salvador. Se consiguio
previo consenso informado por escrito de los participantes.

RESULTADOS

Hallazgos por edad y sexo: Durante un periodo de dos meses,
se realizé el estudio histopatolégico a 46 biopsias renales: 36
hombres (78.3%) y 10 mujeres (21.7%). La edad media de
los pacientes al momento de la biopsia fue de 45.4 afios, con
30.6% <39 afios. El paciente mas joven, de 19 afios de edad,
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Figura 1 Histopatologia de la nefropatia en comunidades agricolas

a. Lesion de esclerosis segmentaria focal perihilial en glomérulos aumen-
tados de tamafio (PAS x 400)

b. Area de cicatriz con fibrosis intersticial, atrofia tubular, esclerosis glo-
merular en trabajador cafiero de 19 afios (plata metenamina x 100)

c. Proliferacion intimal de arteria en trabajador cafiero (plata metenamina
x 100)

d. a Atrofia tubular, infiltrado inflamatorio mononuclear y glomérulo con
engrosamiento de la membrana basal de la capsula de Bowman y
colageno en el espacio de Bowman en trabajador cafiero en estadio
3b (PAS x 200)

PAS: Acido peryédico de Schiff)

(Disponible a color online en www.medicc.org/mediccreview/I6pez.html)

tenia una atrofia tubular severa, fibrosis intersticial y glomeru-
loesclerosis; su ERC fue diagnosticada tres afios antes de la
biopsia (Figura 1b). La fibrosis intersticial fue la lesion funda-
mental observada en las muestras (Figura 2a) y se asoci6 con
el sexo masculino (p = 0.025): de los hombres, 38.9% (14/36)
tuvo fibrosis intersticial de ligera a moderada y 33.3%, severa.
En contraste, ninguna de las 10 mujeres estudiadas tuvieron
fibrosis intersticial severa; 3 (30%) tuvieron fibrosis de ligera a
moderada y 7 menos del 5% (Tabla 2).

La glomeruloesclerosis que afecta a >25% del tejido estuvo
presente en 58.7% de los pacientes y fue también mas fre-
cuente entre los hombres: 66.7% (24/36) versus 30% (3/10)
en mujeres (Tabla 2). La glomerulomegalia (Figura 2c) de
>10% del total de los glomérulos en el espécimen de biopsia
se observé en 22 pacientes (47.8%), de ellos, 47.2% (17/36)
hombres y 30% (3/10) mujeres (Tabla 2). El colapso del ovillo
glomerular se evidencié en biopsias de dos hombres y una
mujer, todos en estadio 3 y ninguno era trabajador agricultor
no cafiero. El infiltrado inflamatorio ligero estuvo presente en
89.1% (41/46) de los casos. Sin embargo, la inflamacion fue
leve en todas las mujeres.

En 43.5% de los participantes hubo vacuolizacién hidrépica focal
en todas las biopsias evaluadas (Figura 2d). La vacuolizacién de
la capa media de los vasos sanguineos se observo en 47.2%
(17/36) de los hombres y en 30% (3/10) de las mujeres. Solo el
19.6% (9/46) tuvo proliferacién intimal. El engrosamiento de la
capa media estuvo presente en 61.1% (22/36) de los hombres y
en 20% (2/10) de las mujeres (Tabla 2).

Figura 2 Histopatologia de la nefropatia en comunidades agricolas
salvadorefias (imagenes obtenidas con microscopio éptico)
= L8 T ;

a. Fibrosis intersticial de ligera a moderada, glomérulos aumentados de
tamafio en mujer con ERC en estadio 2 (tricromica de Masson x 200)

b. Area de cicatriz y fibrosis intersticial, glomérulos aumentados de tama-
fio, atrofia tubular, glomérulos con engrosamiento de la membrana
basal de la capsula de Bowman, espacio de Bowman ocupado por
colageno en mujer con ERC en estadio 3a (plata metenamina x 100)

c. Area extensa de fibrosis intersticial, atrofia tubular e infiltrado inflama-
torio intersticial en relacién con glomérulo esclerosado en trabajador
agricultor no cafiero, glomérulo aumentado de tamafio (PAS x 200)

d. Tabulos con vacuolizacion hidrépica (tricromica de Masson x 400)

PAS: Acido peryddico de Schiff)

(Disponible a color online en www.medicc.org/mediccreview/I6pez.html)

Hallazgos por estadios de ERC Hubo 15 pacientes en estadio
2 de ERCy 31 en estadio 3, 11 de estos ultimos en estadio 3a 'y
20 en estadio 3b (Tabla 3). La extension de la fibrosis intersticial
severa (Figura 1d) se incrementd en estadios mas avanzados
de la ERC, desde 13,3% de los pacientes en estadio 2 hasta
63.7% en estadio 3a 'y 100% en estadio 3b (Tabla 3). De forma
similar, la glomeruloesclerosis severa se incrementé a medida
que avanzaba el estadio de ERC, desde 26.7% en estadio 2
hasta 54.5% en estadio 3a y 85.0% en estadio 3b (Tabla 3). La
glomeruloesclerosis segmentaria y focal perihilial se observé en
solo un caso (Figura 1a).

La glomerulomegalia (en >10% del total de glomérulos) fue halla-
da en 73.3% de pacientes en estadio 2, 36.4% en estadio 3a y
35% en pacientes en estadio 3b (Tabla 3).

Cuarenta y un pacientes (89.1%) tenian atrofia tubular, de los
cuales en 76.1% (35/46) fue de ligera a moderada y en 13%,
severa. Todos excepto un caso (30/31) se hallaron en estadio 3;
en el estadio 3b la atrofia tubular era severa en 20% de los casos
(Tabla 3) (Figura 2b). El infiltrado inflamatorio intersticial fue ligero
en la mayoria de los pacientes. El infiltrado intersticial moderado
fue mas frecuente en pacientes en estadio 3b (20%) (Tabla 3).

Hubo proliferacion intimal en 6.7% de los casos en estadio 2 de
la enfermedad; sin embargo en estadio 3a y 3b se encontré en
36.4% y 20% respectivamente (Tabla 3).

El engrosamiento de la capa media de los vasos sanguineos fue
mas evidente en pacientes en estadio 3b (80%); en el estadio 2
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Tabla 2: Lesiones histopatolégicas segin sexo
Total

L M = Valor
0, 0, 0,
Lesion n =46

<5 10 27.8 7 700 17 370
6-50% 14 389 3 30.0 0.025* 17 370
>50% 12 333 0 00 12 261
<25% 5] BB 7700 o 19 413
>250% 24 66.7 3 300 27 587
<10% 19 5258 5 500 .o 24 522
>10% 17 47.2 5 500 22 478
0 2 56 30.0 5 109
<25% 28 77.8 70.0 0.061* 35 76.1
>250% 6 16.7 0 00 6 13.0
<25% 31 86.1 10 100 41 89.1
26%-50% 5 13.9 0 00 5 10.9
IR 8 22.2 1 100 0.66 9 196
intimal

Engrosamiento 22 61.1 2 200 0.032 24 522
de la capa media

VERIBIAEEE E 17 472 3 30.0 0476 20 435

la capa media
* Categorias 1ra, 2da, 3ra combinadas

se observo solo en 20%. De forma similar la vacuolizacion de la
capa media se observo en 70% (14/20) en pacientes en estadio
3b, versus 20% (3/15) en estadio 2 (Tabla 3).

Hallazgos por ocupacidn Los trabajadores de la cafia de aztcar
mostraron fibrosis intersticial mas severa (38.9%) que los traba-
jadores agricolas no cafieros (20.8%). De la misma forma, ellos
mostraron mas atrofia tubular severa (22.2%) que los trabajado-
res agricolas no cafieros (8.3%) y mayor infiltrado inflamatorio
intersticial (22.2% moderado versus 4.2%) (Tabla 4).

La glomerulomegalia que afecta a >10% del tejido se observo en
los tres grupos ocupacionales, resulté més frecuente en trabaja-
dores no agricultores (3/4, 75%) y fue menos frecuente en traba-
jadores de la cafia de azUcar (8/18, 44.4%) (Tabla 4).

La proliferacién intimal se observd solamente en trabajadores
agricultores: 29.2% (7/24) en agricultores no cafieros y 11.1%
(2/18) en trabajadores de la cafia de azlcar (Figura 1c) (Tabla 4).

El engrosamiento de la capa media de los vasos sanguineos
extraglomerulares fue similar en pacientes cafieros y trabajado-
res que no cultivaban la cafia de azlcar (55.6% y 58.3% respecti-
vamente). En ninguna de las biopsias se observo hialinosis de la
pared de los vasos sanguineos extraglomerulares.

En un paciente se observé engrosamiento de la membrana basal
de los capilares glomerulares, con vacuolizacion difusa de la

membrana y en algunos sitios, proyeccion de la membrana basal
que se corresponde con puas. Este caso mostrd depdsitos de
IgG difuso y global de moderada intensidad. El diagnéstico fue de
glomerulopatia membranosa en estadios iniciales con una nefritis
tubulointersticial severa.

Otros: En ninguna de las biopsias se observo proliferacion endo-
capilar, extracapilar, ni mesangial. Con la coloracion tricromica de
Masson no se evidencié depdésitos fucsinofilicos en ninguno de
los compartimientos glomerulares (subepiteliales, subendotelia-
les, ni membranosos), ni necrosis fibrinoide, ni infiltrado de leuco-
citos en el ovillo. Mediante las técnicas de inmunofluorescencia
para detectar depdsitos de inmunoglobulinas y complemento, se
observaron depositos inespecificos de IgM (25 pacientes), C3
(18) y C1q (8) en los glomérulos. Dieciséis pacientes no tuvieron
depdositos. Ninguna de las biopsias mostré depdésitos de inmuno-
globulinas en los tubulos ni en el intersticio.

DISCUSION

La ERC de causas no tradicionales ha sido encontrada en las
comunidades agricolas de El Salvador, con un predominio de
hombres agricultores, si bien se evidencia en mujeres y adoles-
centes. Hay varios factores que podrian contribuir al desarrollo
de esta enfermedad y que se tuvieron en cuenta en el contexto
del estudio clinico: extrema pobreza, contaminacion medioam-
biental debido al abuso de agroquimicos, condiciones inadecua-
das de trabajo con exposicién a altas temperaturas y sustancias
téxicas, ademés del consumo excesivo de antinflamatorios no
esteroideos. En este articulo se analizaron los hallazgos histo-
patoldgicos en relacién solo con la edad, el sexo, la ocupacion
y los estadios de la enfermedad. Las dos hipotesis mas dis-
cutidas en relacién con las causas de esta enfermedad son la
nefrotoxicidad quimica y la isquemia tisular renal secundaria a
la deshidratacion y al estrés por calor bajo dificiles condiciones
de trabajo, lo que es importante tener en cuenta a la hora de
interpretar la histopatologia.[14]

Al evaluar las biopsias y realizar una correlacion clinico patol6-
gica se descartd el diagndstico de una glomerulonefritis por la
ausencia de un patron especifico y por la intensidad de los depo6-
sitos en los estudios con inmunofluorescencia.[13] Los hallazgos
morfolégicos encontrados tuvieron un patrén histopatologico de
nefritis tubulointersticial pero en diferentes estadios de lesion en
dependencia del sexo, del tipo de trabajo realizado y del estadio
de enfermedad renal.

La fibrosis intersticial fue el hallazgo comun en la mayoria de
las biopsias y esta asociado al estadio en que se encuentra la
ERC. En el caso de algunas mujeres en estadio 2 y algunos
pacientes no agricultores (en los cuales las condiciones de tra-
bajo no son tan extremas) también habia fibrosis intersticial
pero en menor grado.

Wijkstrom estudié ocho pacientes salvadorefios a los que se
les realizd biopsia renal en el Hospital Universitario Karolinska
de Estocolmo. Esos pacientes mostraron atrofia tubular y fibro-
sis intersticial de ligera a moderada. También evidenciaron glo-
meruloesclerosis global que afectaba entre 29% y 78% de los
pacientes. Por ello, los autores concluyeron que la fibrosis fue
secundaria al dafio glomerular.[11] Sin embargo estos pacien-
tes (todos hombres) se hallaban en el momento de la biopsia
en estadios avanzados de la enfermedad, situacion en la que
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Tabla 3: Lesiones histopatologicas por estadio de la ERC

Estadio de ERC
Lesion

2 o [ 3], 3

Fibrosis intersticial (proporcién de area cortical)

Tabla 4: Lesiones histopatologicas segin ocupacién

Ocupacion
Lesién

C 9 NC o o Total |

Fibrosis intersticial (proporcién de area cortical)

<5% 13 86.7 4 364 0 0 17 37.0
6-50% 2 133 5 455 10 50.0 17 37.0
>50% 0 0 2 182 10 50.0 12 26.1
Esclerosis glomerular (proporcion de glomérulos)

<25% 11 733 5 455 3 15.0 19 413
>25% 4 26.7 6 545 17 85.0 27 58.7
Glomerulomegalia (proporcion de glomérulos)

<10% 4 26.7 7 636 13 65.0 24 52.2
>10% 11 733 4 364 7 35.0 22 478

omear | ©| 0| 1| o1] 2uwo] o] o5

Atrofia tubular (proporcién de area cortical)

<5% 4 222 9 375 4 100.0 17 37.0
6-50% 7 389 10 41.7 0 0.0 17 37.0
>50% 7 38.9 5 20.8 0 0.0 12 26.1
Esclerosis glomerular (proporcion de glomérulos)

<25% 8 444 8 333 3 750 19 41.3
>25% 10 55.6 16 66.7 1 250 27 58.7
Glomerulomegalia (proporcion de glomérulos)

<10% 10 55.6 13 54.2 1 250 24 52.2
>10% 8 444 11 45.8 3 75.0 22 47.8

Colapso 3| 125 3| 65
glomerular

Atrofia tubular (proporcién de area cortical)

0 4 26.7 0 0 1 50 5 109
<25% 9 60 11 100.0 15 75.0 35 76.1
>25% 2 133 0 0.0 4 20.0 6 13.0
Infiltrado inflamatorio mononuclear (proporcién de tejido renal)

<25% 14 93.3 11 100.0 16 80.0 41 89.1
26%-50% 1 67 0 0.0 4 20.0 5 10.9

Cambios vasculares

Pl EEEE 1 67 4 364 4200 9 196
intimal
Engrosamiento
de la capa
media
Vacuolizacion
de la capa
media

ERC: Enfermedad Renal Crénica

3 20.0 5 455 16 80.0 24 52.2

3 20.0 31 27.3 14 70.0 20 435

hay usualmente un dafio de todos los compartimientos del tejido
renal.[1] Estos hallazgos histopatolégicos eran de esperar y no
pueden emplearse para establecer un orden relativo de aparicion.

En nuestra investigacién, el dafio glomerular se present6 en la
generalidad de los pacientes incluso en mujeres y en pacientes
jovenes, independientemente de la ocupacién.[13] En pacientes
en estadio 3 de la ERC, esta lesion se hace mas evidente, lo que
explica la disminucién de la funcién renal.

En el paciente al cual se le diagnosticé una glomerulopatia
membranosa incipiente, se observo igualmente una lesion tubu-
lointersticial grave con areas de atrofia tubular y fibrosis inters-
ticial severa. Este dafio no se observa en las glomerulopatias
membranosas tempranas por lo que se trata de dos enfermeda-
des que coexisten o posiblemente son secundarias a algtn pro-
ceso (cancer o medicamentos). Nosotros no podemos descartar
ninguna posibilidad.[16,17]

La esclerosis segmentaria que se observé en uno de los
pacientes fue interpretada como el comienzo de una glomeru-
loesclerosis global por los depdésitos inespecificos de C3 y de
IgM en la inmunofluorescencia lo que sugiere esclerosis glo-
merular global que de un inicio es perihilial.[18] Ademas, no
existia ningun hallazgo clinico o de laboratorio que sugiriera un
dafio glomerular inicial.

0 1 56 2 83 2 50.0 5 10.9
<25% 13 72.2 20 83.3 2 50.0 35 76.1
>25% 4 222 2 83 0 0.0 6 13.0
Infiltrado inflamatorio mononuclear (proporcién del tejido renal)
<25% 14 77.8 23 95.8 4 100 41 89.1
26%-50% 4 222 1 4.2 0 0.0 5 10.9
iFr: ’t?rl:;elrac'm 2 111 7202 0 00 9 19.6
Engrosamiento

de la capa 10 55.6 14 58.3 0 0.0 24 52.2
media

Vacuolizacion

de la capa 10 55.6 10 41.7 0 0.0 20 435
media

C: trabajadores de la cafia de azlcar
NA: no agricultores

NC: trabajadores agricultores no cafieros

La glomerulomegalia observada en el estudio es debida a una
glomeruloesclerosis con pérdida de nefronas.[19,20] La hipertro-
fia glomerular compensatoria es un mecanismo de adaptacién y
el volumen glomerular incrementado lleva al desarrollo de la glo-
meruloesclerosis y la hipertension.[21,22]

El infiltrado inflamatorio mononuclear se observé en areas de
atrofia y glomeruloesclerosis. La pielonefritis cronica tiene una
apariencia histopatolégica similar pero fue descartada por la
ausencia de antecedentes clinicos y de hallazgos de laboratorio
e imagenoldgicos compatibles con ese diagnostico.[23]

En Sri Lanka se describieron hallazgos muy parecidos al de
nuestra investigacion a partir de biopsias de 57 pacientes
con ERC. La glomeruloesclerosis fue la lesion mas frecuen-
te. Aunque el infiltrado intersticial inflamatorio estuvo ausente
en 40% de los casos, solo hubo cuatro sin fibrosis intersti-
cial, lo que sugiere que el dafio tubulointersticial es el evento
patoldgico principal en la ERCcd con lesiones de esclerosis
glomerular secundaria.[10] Otros investigadores de Sri Lanka
han propuesto factores medioambientales téxicos al encon-
trar altas concentraciones de arsénico en orina de pacien-
tes con ERC[24] y elevadas concentraciones de cadmio en
las aguas de pozos excavados para agua potable[25] lo que
sugiere estos metales pesados como fuente de contamina-
cion medioambiental.
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El plomo es uno de los metales pesados mejor conocidos como
causa de un dafio similar. Cramer estudio biopsias renales de un
grupo de pacientes expuestos a plomo y encontré un dafio tubular
y fibrosis intersticial sin dafio glomerular ni vascular.[26] Mientras
que algunos de nuestros hallazgos coinciden con los hallados
en la exposicion prolongada a metales pesados, no observamos
cuerpos de inclusién nuclear o ninguno de otros signos de enve-
nenamiento agudo por plomo.

Esta investigacion es la primera en América en la que se estudia
una mayor cantidad de pacientes en diferentes estadios de la
ERC desde el punto de vista histopatol6gico. Tiene como limi-
tacién el no haberse complementado el estudio desde el punto
de vista ultraestructural, lo que podria aportar méas detalles a la

CONCLUSIONES

La fibrosis intersticial, la lesibn mas importante observada en
este estudio, acompafada de dafio glomerular (en la mayoria
de las biopsias) y atrofia tubular de tipo clasico, llevé al diag-
néstico histopatolégico de nefritis tubulointersticial cronica. Su
severidad aumenté en los estadios més avanzados de la ERC.
Se necesitaran otras investigaciones para definir el motivo basi-
co o fundamental y las causas contribuyentes en esta ERC de
etiologia no precisada, bien sea ocasionada por factores toxicos
medioambientales o laborales, por la isquemia cronica inducida
por deshidratacion, asi como el papel potencial de la ingestion de
medicamentos o infusiones herbales, todas compatibles con las
imagenes histopatolégicas que observamos y con el contexto
social y epidemioldgico. Nuestros hallazgos son consistentes con

descripcion de las lesiones.

una etiologia multifactorial de la enfermedad. M-
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Histopathology of Chronic Kidney Disease of Unknown Etiology
In Salvadoran Agricultural Communities

Laura Lopez-Marin MD MS, Yudit Chavez, Xenia A. Garcia MD, Walter M. Flores MD, Yesenia M. Garcia, Raul Herrera MD PhD
DrSc, Miguel Almaguer MD, Carlos M. Orantes MD, Denis Calero MD, Héctor D. Bayarre MD PhD, Juan Carlos Amaya MD,

Salvador Magafia MD, Paul A. Espinoza MD, Lisbeth Serpas MD

ABSTRACT

INTRODUCTION For at least a decade, a chronic kidney disease
unassociated with diabetes mellitus, hypertension or any of the more
common traditional causes, has been reported in Salvadoran agricul-
tural communities.

OBJECTIVE Characterize histopathology of chronic kidney disease
of unknown etiology in patients from Salvadoran agricultural commu-
nities, describe renal damage associated with each disease stage,
and assess associations between histopathological alterations and
sociodemographic variables.

METHODS The study involved 46 patients of both sexes, aged =18
years. After clinical, laboratory and imaging examinations, kidney
biopsies were performed and renal tissue assessed for interstitial
fibrosis, tubular atrophy, interstitial inflammatory infiltration, sclero-
sis, increase in glomerular size and extraglomerular vascular lesions
(according to the Banff 97 classification used for kidney transplant
rejection). Special staining was done: Schiff periodic acid, Masson
trichrome and methenamine silver. Immunofluorescence techniques

INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) constitutes a global public health
problem of epidemic proportions. Its main causes are diabetes
mellitus, high blood pressure, glomerulopathies and polycystic
kidney disease.[1] Much less common nephropathies with known
causes specific to some geographic regions have been reported,
such as endemic Balkan nephropathy and that caused by Chi-
nese herbs.[2-5]

For over a decade, elevated prevalence and mortality have been
reported from a chronic kidney disease of unknown etiology
(CKDu) in several geographic zones, mainly in Asia (Sri Lanka
and India) and Central America (Guatemala, El Salvador, Hon-
duras, Nicaragua and southern Mexico). It is found in rural com-
munities and primarily affects farmworkers, especially men and
those in low-income brackets.[6—11]

CKDu'’s high prevalence and incidence in El Salvador has spurred
population-based epidemiological research in communities of the
Bajo Lempa region to characterize the population affected and
risk factors potentially associated with the disease.[9]

We found only three studies to date examining CKDu from a his-
topathological perspective. In one, 57 patients from Sri Lanka
were assessed and authors identified tubulointerstitial damage
as the main pathological event, with secondary vascular and glo-
merular lesions.[10] Another study of eight patients from Salva-
doran agricultural communities was carried out in collaboration
with researchers from Sweden’s Karolinska Institute. Pathological
findings indicated tubulointerstitial disease with extensive glomer-
ulosclerosis. Possible contribution of tubulointerstitial damage to

were used to evaluate IgA, IgG, IgM, complement C1q and C3, fibrin,
and kappa and lambda light chain deposits.

RESULTS The main findings were interstitial fibrosis and tubular atro-
phy with or without inflammatory monocyte infiltration. In addition,
generalized sclerosis, increased glomerular size, collapse of some
glomerular tufts, and lesions of extraglomerular blood vessels (such
as intimal proliferation and thickening and vacuolization of the tunica
media) were observed. Interstitial fibrosis and glomerulosclerosis
were associated with male sex. Sugarcane workers showed more
interstitial fibrosis and tubular atrophy and less glomerulomegaly than
other occupational groups.

CONCLUSION The morphological pattern in all biopsies was one of
chronic tubulointerstitial nephropathy with secondary glomerular and
vascular damage, in different stages of evolution of chronic kidney
disease, independent of age, sex or occupation.

KEYWORDS Chronic kidney disease, chronic tubulointerstitial
nephropathy, tubulointerstitial nephritis, glomerulosclerosis, histopa-
thology, El Salvador

glomerular damage was not ruled out, but they inferred from the
relation between the chronic nature of the tubulointerstitial dam-
age and glomerular changes that the latter constituted the prima-
ry event.[11] In a third study in Sri Lanka, tubulointerstitial lesions
predominated, with no deposits seen on immunofluorescence,
leading researchers to discard immune response as a possible
cause.[12]

Given CKDu’s high prevalence in El Salvador and the attendant
costs of renal replacement therapy, its histopathological char-
acteristics are of particular interest, especially since previous
descriptions are scarce and include few patients. Our objective
was to characterize the histopathology of CKDu in patients from
Salvadoran agricultural communities, describe the evolution of
renal damage associated with each disease stage, and assess
associations between histopathological alterations and sociode-
mographic variables.

METHODS

A descriptive cross-sectional study was conducted from March
through April 2013, among persons aged =18 years in Salvadoran
agricultural communities. CKD cases were identified from popu-
lation-based epidemiological studies in 11 agricultural communi-
ties in 4 regions of El Salvador. Inclusion criteria: CKD stages
2 to 3b (glomerular filtration rate 89 mL/min/1.73 m? to 30 mL/
min/1.73 m? body surface area)[13] who met clinical criteria for
CKD. Exclusion criteria: HT, diabetes mellitus, glomerulopathies,
polycystic kidney disease and obstructive kidney disease, HIV
positivity, any social or clinical condition preventing participation.
Of 60 patients who met CKD criteria, 14 were excluded, leaving a
study sample of 46 patients.
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All underwent clinical study, including
interviews covering medical, toxico-
logical and epidemiological information;
specialized examination by organ sys-
tem; blood and urine tests and imaging
studies. Complete methods for the entire
study are described elsewhere.[14]

Renal biopsies were performed on all
participants by percutaneous technique
under ultrasonographic control using an
automatic biopsy gun (Dana 2.2 Histo,
14-gauge, USA). Biopsy specimens
were fixed in neutral buffered formalin;
a Sakura tissue processor (Japan) was
used. A Leica microtome (Germany)
was used to take sections of 2—3 ym for
paraffin samples and a Microm cryostat
(Germany) for fresh tissue sections.

Stains used were hematoxylin-eosin,
periodicacid Schiff, Masson’strichrome
and methenamine silver. Immunofluo-
rescence techniques (VWR thermo
scientific, USA) were employed to
assess presence, intensity and pat-
tern of immune deposits: IgA, 1gG,
IgM, complement C1q and C3, and
fibrin.

Total number of glomeruli and sclerosed
glomeruli, and glomerular size increase
were quantified. The Banff classification
was used to assess degree of intersti-
tial fibrosis, tubular atrophy, intersti-
tial inflammatory infiltration, vascular
lesions and glomerular changes.[15]
Mesangial expansion and proliferation
of mesangial, endocapillary and extra-
capillary cells were determined.

Study variables See Table 1.

Table 1: Study variables

Sex
Age

CKD stages per eGFR (mL/
min/1.73 m?, MDRD equation),
KDIGO, 2012)[13]

Occupation
(Information obtained from
patient questionnaire)

Interstitial fibrosis
(% of cortical area)[15]

Glomerulosclerosis
(% of glomeruli)[15]

Glomerulomegaly
(% of glomeruli enlarged)[15]

Glomerular tuft collapse[15]

Tubular atrophy
(% of cortical area)[13]

Mononuclear inflammatory
infiltration
(% of renal tissue)[15]

Intimal proliferation[15]
Tunica media thickening
Tunica media vacuolation
Hydropic vacuolation

Hyalinosis of vessel walls[15]

Intensity of the IgA, IgG, IgM,
C3, C1q, fibrinogen, kappa
and lambda light chains (by
pathologist’'s assessment)

Location of deposits

Male, female

218 years <60 years

1: 290 with markers of renal damage
2: 60-89 with markers of renal damage
3a: 45-59

3b: 3044

4:15-29

5:<15

Sugarcane cultivation
Agricultural, non-sugarcane
Non-agricultural

Absent: <5

Mild to moderate: 6-50
Severe: >50

Mild: <24.9

Severe: 225

<10

210

Present/absent

Absent

Mild to moderate: <25
Severe: 225

Absent or mild: <25
Moderate: 26-50

Present/absent

Present/absent

Present/absent

Present/absent

0 No typical lesions

1 hyaline deposits in only one arteriole

2 hyaline deposits in >1 arteriole, no circumferential involvement
3 hyaline deposits with circumferential involvement
Absent

Mild

Moderate

Severe

Nonspecific

Mesangial

Subendothelial

Subepithelial

Intramembranous

KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes

Analysis All information was stored in
Excel and processed with SPSS version
15.0 for Windows. The Fisher exact test was used to identify pos-
sible differences by sex, with significance threshold set at a = 0.05.

Ethical aspects The study protocol was approved by El Sal-
vador’s National Committee for Clinical Research of the Higher
Council of Public Health. Written informed consent was obtained
from all participants.

RESULTS

Findings by age and sex During a two-month period, histopatho-
logical study was performed on 46 biopsies: 36 men (78.3%) and
10 women (21.7%). Mean patient age at time of biopsy was 45.4
years, with 30.6% aged <39 years. The youngest patient, aged
19 years, had severe tubular atrophy, interstitial fibrosis and glo-
merulosclerosis; his CKD had been diagnosed three years prior
to biopsy (Figure 1b).

MDRD: Modification of Diet in Renal Disease

Interstitial fibrosis was the main lesion observed in the sample
(Figure 2a), and was associated with male sex (p = 0.025): 38.9%
(14/36) of men had mild to moderate interstitial fibrosis, and
33.3% severe. In contrast, none of the 10 women studied had
severe interstitial fibrosis; 3 (30%) had mild to moderate fibrosis;
and 7 had <5% (Table 2).

Glomerulosclerosis affecting 225% of tissue was present in
58.7% of patients, and was also more frequent among men:
66.7% (24/36) versus 30% (3/10) in women (Table 2). Glomeru-
lomegaly (Figure 2c) of 210% of total glomeruli in the biopsy
specimen was observed in 22 patients (47.8%), 47.2% (17/36)
of men and 30% (3/10) of women (Table 2). Glomerular tuft
collapse was found in biopsies from 2 men and 1 woman—all
were in CKD stage 3 and none were non-sugarcane agricul-
tural workers.

50 Peer Reviewed
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Figure 1: Histopathology of nephropathy in Salvadoran agricultural

Figure 2: Histopathology of nephropathy in Salvadoran agricultural

a. Perihilar focal segmental sclerosis lesion in enlarged glomerulus (PAS
x 400)

b. Area of scarring with interstitial fibrosis, tubular atrophy, glomerulo scle-
rosis in 19 year-old sugarcane worker (silver methenamine x 100)

c. Artery intimal proliferation in a sugarcane worker (silver methenamine
x 100)

d. Tubular atrophy, mononuclear inflammatory infiltration and glomerulus
with basement membrane thickening of Bowman capsule and collagen
in the Bowman space in a sugarcane worker in CKD stage 3b (PAS x
200)

PAS: periodic acid Schiff

(available in color online at www.medicc.org/mediccreview/lIépez.html)

Table 2: Histopathological lesions by sex

. M ? F ? p Total ?

Interstitial fibrosis (proportion of cortical area

<5 10 278 7 700 17 37.0
6-50% 14 389 3 30.0 0.025* 17  37.0
>50% 12 333 0 0.0 12 2641
Glomerulosclerosis (proportion of glomeruli)

<25% 2] IS8 7 700 0.067 19 413
225% 24 66.7 3 300 27 587
Glomerulomegaly (proportion of glomeruli)

<10% 19 528 5 50.0 0.88 24 522

210% 17 472 5 50.0 47.8

22
Elemelely 2| 56 1| 100/ 0530 3| 65
tuft collapse

Tubular atrophy(proportion of cortical area)

0 2 5.6 3 300 5 109
<25% 28 778 7 70.0 0.061* 35 76.1
225% 6 16.7 0 0.0 6 13.0

Mononuclear inflammatory infiltration (proportion of renal tissue)

<25% 31 861 10 00 O 41 891
26%-50% 5 139 o o0 5 109
Vascular changes

Ll 8 222 1 100 066 9 196
proliferation

Tunicamedia 5, 44 4 2 200 0032 24 522
thickening

Taiezzdlaf ol 3 300 0476 20 435
vacuolation

*1st vs. 2nd and 3rd categories combined

a. Mild to moderate interstitial fibrosis, enlarged glomerulus in a woman in
CKD stage 2 (Masson trichrome x 200)

b. Area of scarring and interstitial fibrosis, tubular atrophy, glomerulus
with thickened basement membrane of Bowman capsule and Bowman
space occupied by collagen in woman in CKD stage 3a (silver methe-
namine x 100)

c. Extensive area of interstitial fibrosis, tubular atrophy and mono-
nuclear inflammatory infiltration in relation to sclerosed glomeruli in
non-sugarcane agricultural worker; enlarged glomerulus (PAS x 200)

d. Tubules with hydropic vacuolation (trichrome Masson x 400)

PAS: periodic acid Schiff

(available in color online at www.medicc.org/mediccreview/I6pez.html)

Mild inflammatory infiltration was present in 89.1% (41/46) of
cases. However, no woman had more than mild inflammatory
infiltration.

In 43.5% of participants, there was hydropic vacuolation, focal in
all instances (Figure 2d). Tunica media vacuolation in blood ves-
sels was observed in 47.2% (17/36) of men and 30% (3/10) of
women. Only 19.6% (9/46) had intimal proliferation. Tunica media
thickening was present in 61.1% (22/36) of men and 20% (2/10)
of women (Table 2).

Findings by CKD stage There were 15 patients in CKD stage
2 and 31 in stage 3, 11 of the latter in stage 3a and 20 in
stage 3b (Table 3). Extent of severe interstitial fibrosis (Figure
1d) increased with advancing CKD stage, from 13.3% of the
patients in stage 2 to 63.7% in stage 3a and 100% in stage
3b (Table 3). Similarly, the extent of severe glomerulosclerosis
increased over advancing stages, from 26.7% in stage 2 to
54.5% in stage 3a and 85.0% in stage 3b (Table 3). Perihilar
focal segmental glomerulosclerosis was observed in only one
participant (Figure 1a).

Glomerulomegaly (in 210% of total glomeruli) was found in 73.3%
of stage-2 patients, 36.4% of stage-3a and 35% of stage-3b
patients (Table 3).

Forty-one patients (89.1%) had tubular atrophy, which was mild to
moderate in 76.1% (35/46) of patients and severe in 13%. All but
one (30/31) stage 3 patient had this lesion; in stage 3b, tubular
atrophy was severe in 20% (Table 3). (Figure 2b)
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Table 3: Histopathological lesions by CKD stage

- ]

e .
% ()
n= n=11 n

Interstitial fibrosis (proportion of cortical area)

<5% 13 86.7 4 36.4 0 0 17 37.0
6-50% 2 13.3 5 455 10 50.0 17 37.0
>50% 0 0 2 18.2 10 50.0 12 26.1
Glomerulosclerosis (proportion of glomeruli)

<25% 11 73.3 5 455 3 15.0 19 41.3
225% 4 26.7 6 54.5 17 85.0 27 58.7
Glomerulomegaly (proportion of glomeruli)

<10% 4 26.7 7 63.6 13 65.0 24 522
210% 1 788 4 36.4 7 35.0 22 47.8

Glomerular tuft 1] 9.4 21100 3| 65
collapse

Tubular atrophy(proportion of cortical area)

0 4 267 0 0 1 50 5 10.9
<25% 9 60 11 100.0 15 75.0 35 76.1
225% 2 188] © 0.0 4 20.0 6 13.0
Mononuclear inflammatory infiltration (proportion of renal tissue)
<25% 14 93.3 11 100.0 16 80.0 41 89.1
26%—-50% 1 67 0 0.0 4 20.0 5 10.9
Vascular changes

Ll 1 67 4 364 4200 9 196
proliferation

Tunicamedia 5 590 5 455 16 80.0 24 522
thickening

s 3 200 3 273 14 700 20 435
vacuolation

CKD: chronic kidney disease

Mononuclear inflammatory infiltration was mild in most patients.
Moderate infiltration was most frequent in stage-3b patients, 20%
(Table 3).

There was intimal proliferation in 6.7% of participants in stage 2 of
the disease; however in stages 3a and 3b it was found in 36.4%
and 20% respectively (Table 3).

Thickening of the tunica media in blood vessels was more evident
in stage-3b patients (80%); in stage 2, it was observed in only
20%. Similarly, vacuolation of the tunica media was observed in
70% (14/20) of stage-3b patients, versus 20% (3/15) in stage 2
(Table 3).

Findings by occupation Sugarcane workers showed more
severe interstitial fibrosis (38.9%) than non-sugarcane agricul-
tural workers (20.8%).

Likewise, they showed more severe tubular atrophy (22.2%) than
non-sugarcane agricultural workers (8.3%), and greater mononu-
clear inflammatory infiltration (22.2% moderate vs. 4.2%) (Table 4).

Glomerulomegaly 210% was observed in all three occupational
groups, most frequently in those not working in agriculture (3/4,
75%) and least frequently in sugarcane workers (8/18, 44.4%)
(Table 4).

Intimal proliferation was only observed in agricultural workers:
29.2% (7/24) of non-sugarcane agricultural workers and 11.1%
(2/18) of sugarcane workers (Figure 1c) (Table 4).

Table 4: Histopathological lesions by occupation

-

Lesion NC NA Total
0, 0, 0, 0,

Interstitial fibrosis (proportion of cortical area)

<5% 4 222 9 375 4 100.0 17 37.0
6-50% 7 38.9 10 417 O 0 17 37.0
>50% 7 38.9 5208 O 0.0 12 261
Glomerulosclerosis (proportion of glomeruli)

<25% 8 444 8 333 3 750 19 41.3
225% 10 55.6 16 66.7 1 25.0 27 58.7
Glomerulomegaly (proportion of glomeruli)

<10% 10 55.6 13 542 1 25.0 24 522
210% 8 444 11 458 3 75.0 22 47.8

Glomerular tuft 3125 3| 6.5
collapse

Tubular atrophy (proportion of cortical area)

0 1 56 2] [NSS] IN2) 5010 5 10.9
<25% 13 722 20 833 2 50.0 35 761
225% 4 22.2 2 .83 0 0.0 6 13.0

Mononuclear inflammatory infiltration (proportion of renal tissue)

<25% 14 77.8 23 958 4 100.0 41 89.1
26%-50% 4 222 1 42 O 0.0 5 10.9

Vascular changes

Ll 2111 7292 0 00 9 196
proliferation
Tgnlca_medla 10 55.6 14 583 0 0.0 24 522
thickening
Tunica medla 10 55.6 10 417 0 0.0 20 435
vacuolation

C: sugarcane worker NC: non-sugarcane agricultural worker NA: non-agricultural

Thickening of the tunica media of extraglomerular blood vessels
was similar in sugarcane workers and non-sugarcane agricultural
workers (55.6% and 58.3%, respectively). None of the biopsies
showed hyalinosis in the walls of extraglomerular blood vessels.

In one patient there was thickening of the basement membrane
in glomerular capillaries, with diffuse vacuolation and protrusion
of basement membrane material in spikes at some sites. This
person had generalized, diffuse IgG deposits of moderate inten-
sity. The diagnosis was early membranous glomerulopathy with
severe tubulointerstitial nephritis.

Other None of the biopsies showed endocapillary, extracapillary
or mesangial proliferation. Masson’s trichrome stain did not show
fuchsinophilic deposits in any of the glomerular compartments
(subepithelial, subendothelial or membranous), nor did it show
fibrinoid necrosis or leukocyte infiltration in the tuft. Immunofluo-
rescence techniques to detect immunoglobulins and complement
found nonspecific deposits of IgM (25 patients), C3 (18) and C1q
(8) in the glomeruli; 16 patients had no deposits. None of the biop-
sies showed immunoglobulin deposits in the tubules or interstitium.

DISCUSSION

CKDu was found in Salvadoran agricultural communities, pre-
dominantly in male agricultural workers, but also in women and
adolescents. Thus, various factors that could contribute to devel-
oping the disease were taken into account in the clinical study:
extreme poverty, environmental contamination due to misuse of
agrochemicals, unsafe working conditions with exposure to high
temperatures and toxic substances, in addition to excessive use
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of NSAIDs. In this paper, we analyzed histopathological findings
in relation only to age, sex, occupation and disease stage. The
two most discussed hypotheses concerning the cause of this new
disease are chemical nephrotoxicity, and renal tissue ischemia
secondary to dehydration and heat stress under harsh working
conditions, so it is important to bear these in mind in interpreting
the histopathology.[14]

Biopsy findings ruled out a diagnosis of glomerulonephritis due
to incompatibility with the pattern and intensity of deposits seen
in immunofluorescence studies.[13] Morphology was consistent
with tubulointerstitial nephritis, but in different degrees depend-
ing on sex, occupation and CKD stage. Interstitial fibrosis was
common to most biopsies and was associated with CKD stage.
Some women in CKD stage 2 and some men who did not work
in agriculture (that is, were not subject to such extreme working
conditions) also had intersticial fibrosis, but to a lesser degree.

Wijkstrom studied eight Salvadoran patients, whose kidney biop-
sies examined at the Karolinska University Hospital showed mild
to moderate tubular atrophy and interstitial fibrosis. They also
showed generalized glomerulosclerosis in 29%—78% of patients.
From this, the authors concluded that the fibrosis was secondary
to the glomerular damage.[11] However, since the patients stud-
ied (all male) were in advanced stages of CKD, in which there is
usually damage to all kidney tissue compartments,[1] these his-
topathological findings were only to be expected and cannot be
used to establish relative order of appearance.

In our research, glomerular damage was found in most patients:
even in women and younger patients, independent of occupation.
[13] In patients in CKD stage 3, it becomes more evident, explain-
ing the decreased kidney function.

The severe tubulointerstitial damage with areas of tubular atro-
phy and severe fibrosis observed in the patient diagnosed with
incipient membranous glomerulopathy are not seen in early
membranous glomerulopathies; therefore, either there are two
coexisting diseases or the damage was secondary to some oth-
er process (such as cancer or medication). We cannot discount
either possibility.[16,17]

Segmental sclerosis observed in one patient was interpreted
as the onset of generalized glomerulosclerosis, because of the
appearance of nonspecific IgM and C3 deposits on immunofluo-
rescence that suggested generalized sclerosis beginning as a
perihilar lesion.[18] Furthermore, there were no clinical or labora-
tory findings suggesting an initial glomerular insult.

The glomerulopathy observed in the study is due to glomerulo-
sclerosis with nephron loss.[19,20] Compensatory glomerular

hypertrophy is an adaptive mechanism and enlarged glomeru-
lar volume leads to development of glomerulosclerosis and high
blood pressure.[21,22]

Mononuclear inflammatory infiltration was observed in areas of
atrophy and glomerulosclerosis. Chronic pyelonephritis has a
similar pathological appearance, but was ruled out due to absence
of any clinical, laboratory or imaging history compatible with that
diagnosis.[23]

Findings very similar to ours were described for biopsies of
57 CKDu patients in Sri Lanka. Glomerulosclerosis was the
most frequent lesion. Although interstitial inflammatory infiltra-
tion was absent in 40% of cases, there were only 4 without
interstitial fibrosis, suggesting that tubulointerstitial damage is
the main pathological event in the CKDu, with glomeruloscle-
rosis occurring secondarily.[10] Other researchers in Sri Lanka
have investigated toxic environmental factors as the possible
cause of Sri Lankan endemic nephropathy. They found high
concentrations of arsenic in urine of CKD patients[24] and high
concentrations of cadmium in well water where the patients
lived,[25] suggesting these heavy metals as a source of envi-
ronmental contamination.

Lead is one heavy metal long known to cause damage similar to
what we observed. Cramér studied kidney biopsies from patients
exposed to lead and found tubular damage and interstitial fibro-
sis without damage to glomeruli and vasculature.[26] While some
of our findings were consistent with longterm exposure to heavy
metals, we did not observe nuclear inclusion bodies or any other
sign of acute lead poisoning.

This research is the first in the Americas to study the histopathol-
ogy of a large number of patients in different stages of CKDu.
One limitation is lack of ultrastructural study with electron micros-
copy, which could provide more details to the general description
of lesions.

CONCLUSIONS

The most important and striking lesion in the cases studied, intersti-
tial fibrosis, accompanied by glomerular damage (in most biopsies)
and classic tubular atrophy, led to the histopathological diagnosis
of chronic tubulointerstitial nephritis, since it increased directly with
CKD stage. More research is needed to define the fundamental
and contributing causes of CKDu, whether toxic environmental or
other occupational exposures, chronic ischemia from dehydration,
or nephrotoxic medications, all of which are compatible with the
histopathological picture we observed and the social and epidemio-
logic context of the epidemic. Our findings are also consistent with
a multifactorial etiology for this disease. M-
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