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PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

INTRODUCCION

1. Caracteristicas clinico-patolégicas de la estenosis pieloureteral.

1.1 Desarrollo embriolégico del sistema renal:

Durante la vida intrauterina el desarrollo embriolégico del rifidon atraviesa tres
fases: pronefros, mesonefros y metanefros. De ellos, tan s6lo el metanefros

dara lugar al rifién adulto (1, 2) (Figura 1).

Masonephric duct
Metanephric mass
(b) of intermediate
Remnant of pronephros o rm»
Metanephric
diverticulum
/ Renal pelvis
(c)
Major caliyx
Ureter
Minor caliyx
Nephrogenic cord flonal 2
(d)
Mesonephric duct Mesenchymal
cell cluster
Metanephric Metanephric mass
& i Metanephric mass of of intermediate
(ureteric bud) intermediate mesoderm mesoderm
(metanephric blastema)
4 ) Groove between lobes
T (e)
of kidney)
Straight
Arched ing tubule i
tubule

Figura 1: Desarrollo embriolégico del sistema renal. Diferentes fases en la formacion del
sistema renal. El pronefros es el rifion rudimentario, nunca tendréa funcién. En la cuarta semana
en el mesonefros se formara la capsula de Bowman y el glomérulo. En la quinta semana de
gestacion a partir del metanefros se formara el sistema excretor (tubulos proximal, asa de
Henle y tubulo distal) y la yema ureteral desarrollaréa el sistema colector (célices, pelvis y
uréter). Adaptada de kelalis, 2007 (3).
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* Pronefros (Figura 2):

El pronefros es un rifién funcional en peces y anfibios pero en mamiferos es un
vestigio evolutivo sin funcién renal. La primera evidencia del pronefros es a
finales de la tercera semana comenzando a desarrollarse en la cuarta semana
de gestacion y persistiendo hasta la sexta. Inicialmente consiste en una masa
de células mesoblasticas que se extienden longitudinalmente formando un
corddn desde la region inmediatamente por debajo del corazon hasta la parte
caudal del cuerpo. Este corddn se tubulariza y separa del resto de células
adyacentes pasando a denominarse conducto de Wolf o pronéfrico el cual
conecta, en su porcion inferior, con el tubo digestivo y en su parte superior con
invaginaciones del epitelio del peritoneo.

El tejido mesoblatico, entre estas invaginaciones, forma una estructura
glomerular vascular, que es el pronefros, el cual rapidamente degenera y
desaparece.

Paraxial mesoderm (somite)

Intermediate mesoderm

Notochord ~ Lateral mesoderm

Intermediate mesoderm
(nephrotomes)

Figura 2: Desarrollo embriolégico del pronefros. Las células mesoblaticas se disponen de
forma tubular dando lugar al conducto de Wolf que se conectara en su porcién inferior con el
aparato digestivo y en su porcion superior con el peritoneo. No desempefia funcién renal y
degenera desapareciendo rapidamente al final de la sexta semana. Adaptado de Campbell-
Walsh, 2007 (4).
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* Mesonefros (Figura 3):

Por detras del pronefros y en la cara interna del conducto de Wolf,
proyectandose en la cresta urogenital, se forman en la cuarta semana una
serie de tubos ciegos que se abren hacia en conducto de Wolf. Esta
conformacion se denomina mesonefros.

El extremo ciego de los tubulos se dilata y engloba una red glomerular de
capilares sanguineos formando asi los glomérulos en su extremo medial.
Alrededor de los glomérulos, los tubulos forman la capsula de Bowman
constituyendo el corpusculo renal.

El mesonefros desempefia la funcion de rifién tan sélo en las etapas iniciales
del desarrollo ya que cuando el metanefros se diferencia, el mesonefros cesa

su funcién y degenera en parte.

Pronephros

Intermediate
mesoderm

Mesonephros

Cloaca

Figura 3: Desarrollo embriolégico del pronefros y mesonefros. Los tubulos ciegos se abren
hacia el conducto de Wolf. Se dilatan y engloban a una red de capilares formando el corptsculo
renal. EI mesonefros desempefia la funcién de rifién sélo durante las etapas embrionarias del
embarazo. Degenera en parte, ya que en el hombre dara lugar a los vasos eferentes y la rete
testis del testiculo. Adaptado de Campbell-Walsh, 2007 (4).

* Metanefros (Figura 4):
O rifidn definitivo comienza a desarrollarse en la quinta semana de gestacion y
es a finales de la octava donde es completamente funcional. El origen del
metanefros es doble, por un lado la masa metanefrogénica o mesénquima
metanéfrico se diferencia para dar lugar principalmente a la parte glomerular

del rifidn y tubulos contorneados y por otra parte, las estructuras tubulares
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colectoras del rifidn derivan de un diverticulo que emerge de la parte final del
conducto de Wolf cerca de la cloaca: la yema ureteral (Figura 4). Este
diverticulo se expande dentro de la masa metanefrogénica y se ramifica para
dar lugar a estructuras colectoras de la orina: pelvis renal, célices y tubulos
colectores. La parte final de la yema ureteral, préxima a la cloaca, dara lugar al

uréter.

Degenerating
mesonephros

Ureteric bud

Metanephric mesenchyme

Figura 4: Desarrollo embriolégico del metanefros. El mesonefros desarrolla el mesénquima

metanéfrico que dara lugar al metanefros o rifién definitivo. Adaptado de Campbell-Walsh, 2007

(4)-

Por lo tanto, en el desarrollo renal, el sistema excretor, constituido por el
glomérulo, el tubulo proximal, el asa de Henle y el tubulo distal derivan del
mesénquima metanéfrico y el sistema colector formado por tubulos colectores,
célices, pelvis y uréter se forma a partir de la yema ureteral.

Una vez formado el metanefros, comienza la migracién de este desde la pelvis,

donde se habia desarrollado, hasta la parte postero-superior del abdomen.
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Metanephric
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Figura 5: Desarrollo embriolégico del sistema excretor. Formacion a partir del mesénquima
metanéfrico del sistema excretor compuesto por el tabulo proximal, Asa de Henle y tiabulo
distal. Adaptada de kelalis, 2007 (3).

1.2 Funcién renal:

1.2.1 Desarrollo de la funcién renal en periodo postnatal:

En el momento del nacimiento se producen una serie de cambios en la
dinamica funcional del rifdn. Estos cambios estan intimamente relacionados
con la edad gestacional en el momento del parto y con factores desarrollados
durante el embarazo. Asi, el crecimiento intrauterino retardado, puede provocar
una reduccion permanente en el numero de nefronas funcionantes (5). La
influencia de la edad gestacional en el momento del parto sobre la funcion
renal queda reflejada en la diferencia que existe en el filirado glomerular entre
los recién nacidos a término, que se duplica durante la primera semana de
vida, y en los nifios nacidos antes de las 34 semanas de edad gestacional, en
los que este aumento se produce mas lentamente (6).

La elevacion progresiva del filtrado glomerular se produce como consecuencia
de una disminucién de la resistencia vascular renal, del aumento de la presién
de perfusion, de la permeabilidad glomerular y de la superficie de filtracion. A
los dos afios de vida se alcanzan niveles que se corresponden con los del

adulto en niflos nacidos a término.
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La funcion tubular en el neonato se modifica junto con el aumento del filtrado

glomerular.

1.2.2 Estimacion de la funcion renal en el lactante y el niiio:
La estimacion de la funcién renal en el nifio basada en la determinacion de
creatinina no resulta sencilla ni Gtil por diferentes razones:

- La creatinina cambia rapidamente con el crecimiento aumentando
varias veces su valor inicial durante los dos primeros meses de vida.

- En los dos primeros dias, la creatinina sérica refleja los niveles
maternos y no el indice de filtracién del neonato.

- Existen discrepancias entre los niveles de creatinina segun sea un
recién nacido a término, en el que suele ser inferior a 1 mg/dl, o en un recién
nacido pretérmino, en el que los niveles suelen ser de hasta 1.5 mg/dl en el
primer mes de vida (7).

Por todos estos factores que influyen y modifican los niveles de creatinina la
determinacion de su valor de forma aislada no se considera un buen parametro
para estimar la funcion renal.

El filtrado glomerular renal (FGR) es el indicador mas util en la evaluacion y
seguimiento de la funcién renal. Su calculo se lleva a cabo a través de una
férmula empirica desarrollada por Schwartz en el afio 1976 basada en una
constante, en la talla del paciente y en el nivel de creatinina sérica (8):

FGR: Kx T/ PCr

Donde K es una constante que varia con la edad (en menores de 2 afios su
valor es 0,45, de 2 a 16 afnos es de 0,55 y de los 16 a los 21 afios es de 0,70
en hombres y de 0,55 en las mujeres), T es la talla en centimetros y PCr es el

nivel de creatinina en sangre determinado en mg/ml.

1.2.3 Sistema renina-angiotensina:

La funcion renal fetal y neonatal esta regulada en gran medida por hormonas
circulantes. El Sistema Renina Angiotensina (SRA) es el mas estudiado. Esta
presente en el mesonefro transitorio y se identifica en la 8 semana de
gestacion en el metanefros.

La actividad de la renina plasmatica permanece baja durante la vida fetal y en

el periodo perinatal existe un marcado aumento. Es una enzima proteolitica que
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se forma y almacena en las granulaciones de las células yuxtaglomerulares
que rodean las arteriolas aferentes de los glomérulos renales. Actla sobre su
principal sustrato, el angiotensinégeno, para formar la angiotensina I. La
angiotensina | mediante la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) se
convierte en angiotensina Il que ejerce como potente vasoconstrictor sobre la
musculatura lisa arteriolar. Las dos clases principales de receptores de
angiotensina se denominan AT-l y AT-Il. La mayor parte de los efectos de la
angiotensina Il estdn mediados por el receptor AT-1 (9, 10).

La liberacion de renina por el riidn es el resultado de una respuesta a
diferentes factores (11):

1. Las células yuxtaglomerulares, alrededor de las arteriolas aferentes,
actian como sensores o transductores de presion, detectan la presion de
perfusion renal y los correspondientes cambios que experimentan las presiones
de perfusion en las arteriolas aferentes.

2. Un segundo mecanismo de control para la liberacion de renina esta
centrado en las células de la macula densa, que constituyen un grupo de
células epiteliales del tubulo contorneado distal situadas directamente frente a
las células yuxtaglomerulares. Pueden funcionar como quimiorreceptores, que
vigilan la carga de sodio (o cloruro) presentada al tubulo distal. Cuando
aumenta la cantidad de sodio filtrado que llega a la macula densa, se envia una
sefial para que las células yuxtaglomerulares disminuyan la liberacién de
renina, regulando asi la filtracién glomerular y la carga de sodio filtrado.

3. Elsistema nervioso simpaticoregula la liberacion de renina en
respuesta a la bipedestacion. EI mecanismo consiste bien en un efecto directo
sobre las células yuxtaglomerulares para que aumenten la actividad de la
adenilciclasa, o bien en un efecto indirecto sobre estas células o las de la
macula densa a través de la vasoconstriccion de la arteriola aferente.

4. Existen también factores circulantes que influyen en la liberacion de

renina.
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Figura 6. Sistema renina angiotensina: Diferentes sefiales que actuan en la regulacion del

sistema renina angiotensina.

1.2.4 Funcién renal en la obstruccion congénita del tracto urinario:

El momento gestacional en el que se produce la lesion obstructiva del tracto
urinario es fundamental para el desarrollo renal. La respuesta que genera el
rindn frente a una obstruccion ureteral es diferente segun se produzca en un
rindn en desarrollo o en un rifidn completamente desarrollado.

La atresia ureteral que se produce en las primeras etapas de la gestacion
causa una displasia renal irreversible. Cuanto mas avanzado sea el momento
gestacional en el que ocurre la obstruccion pieloureteral menos severas seran
las alteraciones funcionales que se produzcan y es posible que puedan
minimizarse por la correccién quirdrgica postnatal (12).

El periodo postnatal es también un momento de gran susceptibilidad en la
maduracioén renal. Cualquier alteracion obstructiva que se produzca en este
periodo afecta al rifén de una manera mas significativa que al rifién adulto.

En estudios animales se ha observado que el crecimiento renal y el filtrado
glomerular se encuentran mas alterados en animales jévenes que en adultos.
En una cobaya recién nacida, la obstruccion ureteral provoca una disminucion
del volumen de filtrado glomerular, esclerosis y atrofia renal. La detencién del
crecimiento no puede evitarse y no es posible recuperar la funcién renal una
vez hayan transcurrido diez dias de la obstruccién aun a pesar de normalizarse
la presion ureteral. En contraposicion, en la cobaya adulta la resolucion de la

obstruccion, después de un tiempo similar a la de la cobaya recién nacida, no
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causa atrofia renal y permite restablecer un patrén de filtrado glomerular normal
(13).

En periodo neonatal, en el cual el rindn es inmaduro, la obstrucciéon renal
produce un aumento de la resistencia vascular intrarenal, que conlleva a una
activacion del sistema renina angiotensina y sus diferentes efectos deletéreos

en el sistema renal (14).

1.3 Nefropatia obstructiva congénita:

La uropatia obstructiva se define como una alteracién del tracto urinario
causada por una obstruccion. Una amplia lista de enfermedades congénitas
forma parte de esta categoria de uropatias obstructivas y son la causa de

enfermedad renal crénica en muchos casos (Tabla 1).

CAUSAS CONGENITAS DE UROPATIA OBSTRUCTIVA

ALTERACIONES EN LA URETRA
Valvulas de uretra posterior
Valvulas de uretra anterior

Diverticulo uretral
Estenosis de meato severa
Megalouretra
Atresia uretral
ALTERACIONES VESICALES
Quiste trigonal
Ureterocele vesical
Hipoplasia
Agenesia
ALTERACIONES EN EL URETER
Obstruccién de la union pieloureteral
Obstruccion de la union ureterovesical
Uréter ectopico
Ureterocele ectépico
Megauréter

Tabla 1: Patologia obstructiva urolégica neonatal. Adaptada de Roth et al., 2002 (15).
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En algunos tipos de enfermedad uroldgica obstructiva congénita, como por
ejemplo la estenosis pieloureteral, un diagndstico y tratamiento precoz pueden
evitar la evolucion de la enfermedad hacia el dafio renal crénico (15).

1.3.1 Fisiopatologia de la obstruccién renal congénita:

Ante una obstruccion en el sistema renal se producen una serie de respuestas
mediadas por el sistema neuroendocrino como son la elevacion de la presion
hidrostatica y la variacién en el flujo renal.

La transmisién retrograda de la presion provocada por la obstruccién causa el
desarrollo de hidronefrosis con dilatacion de la pelvis y aumento del tamafio
renal. La consecuencia de este fendmeno de una manera mantenida en el
tiempo seria la fibrosis intersticial (15).

En primera instancia, en una obstruccidon del sistema excretor renal, el flujo
vascular aumenta, pero tan s6lo de manera transitoria. Esto desencadena la
produccion de prostaglandinas E, (PGE;) y de angiotensina Il con la
consecuente activacion del sistema renina angiotensina (SRA) y del factor de
crecimiento de tumores (TGF-B). EI TGF-f induce en los fibroblastos la
generacion de matriz extracelular (MEC) (16). Todas estas reacciones
desencadenan el aumento de la resistencia vascular y la disminuciéon del
filtrado glomerular renal asi como el desarrollo de una fibrosis intersticial.

En los rifiones, con signos incipientes de fibrosis intersticial, se ha demostrado
que el tratamiento con anticuerpos anti-TGF-p, consigue que presenten un

menor depdsito de matriz extracelular (17, 18).
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Figura 7. Papel del TGF-8 en la fibrosis renal. Ante la obstruccion al flujo vascular renal se
desencadenan una serie de procesos que conllevan la activacion del TGF-f. La activacion del
TGF-p provoca la activacion de fibroblastos y el aumento de depdsito de matriz extracelular lo

cual se traduce en fibrosis intersticial renal. Adaptada de Du, 2011 (19).

1.4 Estenosis pieloureteral:

1.4.1 Definicion de estenosis pieloureteral:

La estenosis pieloureteral se define como una restriccion al flujo urinario desde
la pelvis renal hacia el uréter. Como consecuencia de esta restriccion se
genera un mecanismo compensatorio consistente en una hipertrofia de la
pelvis renal para intentar mantener un flujo de orina adecuado. En caso de no

corregirse la obstruccidén se produce un dafio renal progresivo e irreversible

(20, 21).

1.4.2 Epidemiologia de la estenosis pieloureteral:

La estenosis pieloureteral se observa en todos los grupos de edad pero tiene
una mayor frecuencia en el periodo neonatal. Esto es debido al diagndstico
prenatal de la hidronefrosis a través de las ecografias realizadas durante el
control del embarazo (22). El 48% de las hidronefrosis detectadas en etapa
fetal corresponden a estenosis pieloureterales siendo esta la causa mas

frecuente de dilatacion significativa del sistema colector en el rifién fetal.
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La estenosis pieloureteral es mas frecuente en nifios que en nifas, en especial
en el periodo perinatal donde la proporcion es mayor de 2:1 (23).
El lado izquierdo es el afectado en la mayoria de los casos. Entre el 10 y el

40% presentan una obstruccion de la unién pieloureteral bilateral (24).

1.4.3 Caracteristicas histopatoldgicas de la estenosis pieloureteral:

El hallazgo macroscépico al realizar la correcciéon quirdrgica es un segmento
estenosado del uréter a nivel de la unién pieloureteral (Figura 8a).

El analisis histopatoldgico de dicho segmento suele describir una interrupcion
en el desarrollo de la musculatura circular de la union pieloureteral o una
alteracion de las fibras de colageno y de la composiciéon de los tejidos que
rodean las células musculares (Figura 8b). Las fibras musculares se
encuentran separadas y adelgazadas, provocando una alteracién en las
contracciones que tendra como consecuencia un vaciado ineficaz del flujo

urinario (25).

Figura 8: Aspectos macro y microscopicos de la estenosis pieloureteral. (a) Imagen
intraoperatoria donde se aprecia la diferencia de calibre entre la pelvis y el uréter (flecha). (b)

Imagen histopatolégica de estenosis pieloureteral donde se aprecia el depdsito de colageno.
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1.4.4 Clinica:

En la actualidad, debido al empleo de la ecografia prenatal, la gran mayoria de
los pacientes son diagnosticados mientras se encuentran asintoméaticos.

Dentro del grupo cuyo diagndstico se realiza a partir de la sintomatologia, el
30% de ellos se deben a una infeccién del tracto urinario. Otros pueden
presentar retraso en el crecimiento, trastornos de alimentacion, dolor o

hematuria (26).

1.4.5 Orientacion terapéutica de la estenosis pieloureteral:
El manejo de la estenosis pieloureteral puede ser médico conservador o

quirdrgico segun la evaluacion global e individualizada de cada paciente.

1.4.5.1 Actitud médica conservadora:

La estenosis pieloureteral que se mantiene asintomatica y con una correcta
funcion renal, puede manejarse de manera conservadora con un seguimiento
clinico y radiolégico. El control evolutivo se basa en ecografias seriadas para
valorar el grado de dilatacion renal y el estado del parénquima y en
renogramas diuréticos para el seguimiento de la funcién renal y del drenaje
urinario (27-29).

1.4.6.2 Tratamiento quirurgico:

Cuando el paciente presenta clinica urinaria, un aumento progresivo de la
dilatacion renal, una alteracion del parénquima en los controles ecograficos o la
funcion renal empeora, el tratamiento debe ser quirurgico.

La correccion quirurgica de la obstruccion pieloureteral busca la preservacion o
mejoria de la funcién renal para su correcto desarrollo. Para ello se realiza la
exéresis de la porcion ureteral adinamica y se reanastomosa el uréter y la
pelvis renal en el abordaje abierto o en el laparoscépico (Figuras 9y 10), o se
dilata la zona estendtica venciendo la limitaciéon al paso del flujo urinario en el
abordaje endoscopico (30, 31).

Las técnicas quirirgicas convencionales progresivamente se ven desplazadas
por abordajes endoscopicos y laparoscopicos pero en todas ellas el objetivo

final es el mismo, restablecer un correcto paso del flujo urinario.
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Figura 9: Pieloplastia de Anderson-Hynes. (a) Seccién de unién pielouretral estenosada (b)
Plastia y anastomosis tras exéresis de segmento estenético (¢ y d) Resultado final, unién

pieloureteral amplia sin obstruccién al flujo urinario. Adaptada de kelalis, 2007 (3).

Figura 10: Imagen intraoperatoria de una pieloplastia. (a) Identificacion de estenosis a nivel
de la unién pieloureteral (b) Anastomosis pieloureteral tras exéresis de segmento estendtico (c

y d) Visién macroscopica de la estenosis en la unién de la pelvis y uréter proximal.

16




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

2. Bases moleculares de la nefropatia obstructiva.

2.1 Desarrollo molecular del rifién:

La formacién del sistema renal en el desarrollo embrionario se produce como
resultado de la interaccion de sefiales entre la yema ureteral y el mesénquima
metanéfrico (32). Estos origenes embriolégicos diferentes hacen que existan
diferentes enfermedades renales relacionadas con alguna alteracién en la fase
de desarrollo.

Desde 1993, al menos 400 genes han sido implicados en el desarrollo renal
(33). El uso de ratones transgénicos en estudios experimentales lo ha
facilitado, demostrando con la manipulacidon genética, diferentes fenotipos de
enfermedad renal en el ser humano.

La determinacion del territorio nefrogénico se desarrolla en las crestas
urogenitales derivandose del mesodermo intermedio que se diferencia a partir
del mesodermo mediante sefales inductoras. La proteina morfogenética del
hueso BMP-4 podria ser una de estas senales. Los genes Hox ( Hoxb-7, Hoxa-
11 y Hoxd-11) , el gen Lim-1, que codifica un factor de transcripciéon de tipo
homeoproteina, y el Pax-2 son genes implicados en la formacion del rifién en
etapas iniciales ya que los embriones mutantes para estos genes carecen de
rifones (34).

El desarrollo renal, una vez determinado el territorio nefrogénico, continda
mediante fendmenos de induccion reciproca entre la yema ureteral y el
mesénquima metanéfrico. Senales procedentes del mesénquima metanéfrico
inducen la formacion de la yema ureteral. Esta induccién esta mediada en gran
parte por el Factor Neurotréfico Derivado de células Gliales (Gdnf) secretado
por el mesénquima metanéfrico. EI GDNF interacciona con receptores de
membrana presentes en las células epiteliales de la yema ureteral. Este
complejo-receptor GDNF induce una sefial intracelular en las células de la
yema ureteral provocando su crecimiento y hundimiento en el mesénquima
metanéfrico. La expresién de GDNF en el mesénquima metanéfrico depende
del factor de transcripcion Eya-1. Los ratones mutantes para este gen carecen
de ojos y rifiones; en ellos, el uréter no es capaz de invadir el mesénquima
metanéfrico debido a la falta de expresion de GDNF (35).

Los genes de la familia forkhead, Foxc-1 y Foxc-2, podrian regular

negativamente la expresion de Eya-1 y de Gdnf ya que en ratones mutantes
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para estos genes la expresion de Gdnf y Eya-1 se extiende mas anteriormente
y podria explicar la formaciéon de un segundo uréter y el desarrollo de rifilones
duplicados (36).

El uréter en desarrollo produce sefales que originan la diferenciacion del
mesénquima y el inicio de la tubulogénesis. Uno de los genes importantes para
la tubulogénesis del mesénquima metanéfrico es el gen supresor de tumores
de Wilms (Wt-1). La expresion de Wt-1, en respuesta al efecto inductor del
uréter, parece estar mediada por el factor de transcripcion Pax-2. Los ratones
mutantes nulos para el gen Wt-1 carecen de rifiones, posiblemente porque el
uréter no se desarrolla y no envia sefiales al mesénquima metanéfrico. Esto
implica que la ausencia de expresion de Wt-1 impide la generacién de sefnales
desde el mesénquima metanéfrico que regularian la induccién y crecimiento del
uréter (37, 38).

Uno de los factores mesenquimaticos inducidos por el uréter es el Wnt-4. Este
factor se expresa en el mesénquima metanéfrico como respuesta al efecto
inductor del uréter y es esencial para la tubulogénesis. La expresion inicial de
Wnt-4 en las células del mesénquima metanéfrico es inducida por el uréter en
crecimiento aunque posteriormente actuara directamente sobre el parénquima
manteniendo su expresion debido a su capacidad autoreguladora (39, 40).

En la tubulogénesis, la molécula BMP-7, perteneciente a la familia de proteinas
morfogenéticas del hueso (BMP), coopera con Wnt-4. BMP-7 colabora también
con el factor de crecimiento derivado de fibroblastos (FGF-2) en el control del
desarrollo del rifién previniendo la apoptosis del mesénquima renal (41).

La sefal inductiva producida por el uréter depende del factor de transcripcién
de tipo homeoproteina Emx-2 que se expresa en la yema ureteral. Los ratones
mutantes con déficit del gen Emx-2 expresan Wt-1, Gdnf y c-Ret pero no
expresan Wnt-4 y carecen de tdbulos. Por lo tanto Emx-2 parece estar
regulando la sefal o senales iniciales que disparan la expresién de Wnt-4 en el
mesénquima metanéfrico e inicia la tubulogénesis (42).

Los genes Bmp-7 y Fgf-2, secretados por el mesénquima renal, estan
implicados en la proliferacion de las células del estroma (43).

El gen Pax-2 tiene un doble papel; (l) inicialmente activa la expresion de Wi-1
en el mesénquima renal, (ll) en las fases de desarrollo de la nefrona inhibiria la

expresion de Wt-1 dependiendo de un tercer factor que interacciona con ella
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cambiando su funcién reguladora. Por lo tanto, la expresién de Pax-2 queda
restringida a la parte distal de la nefrona mientras que Wt-1 se expresara en la
parte proximal que dara lugar al glomérulo (44).

El factor de crecimiento plaquetario (PGF) es importante para la formacién del
glomérulo y la diferenciacion de células mesangiales (45).

Esta amplia relacion de genes implicados en el desarrollo molecular renal y
resumidos en la tabla 2, muestra que se trata de un proceso complejo,
resultante de la interaccion entre dos estructuras principales del sistema renal,
el uréter y mesénquima renal, que desencadenan una cascada de eventos que

daran lugar a la formacion del rifidn.
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EN RATON HOMOCIGOTICO (-/-)

FUNCION

Agenesia renal
., . . o Agenesia renal, hipoplasia renal,
Pax-2 Conversion mesénquima-epitelio 9 L Nipop:

rinones displasicos

Formacion de la yema ureteral

Morfogénesis de estructuras
Rifiones pequefios y displasicos.

Wnt-4 tubulares y pretubulares.
Conversion mesénquima-epitelio
Gdnf Formacion de la yema ureteral Agenesia renal
Receptor del complejo Agenesia renal
GNDF- GDNFR fgenesia rens
Ret o Rifiones displasicos
Formacion de la yema ureteral
At-1 Maduracién de vasos glomerulares. Ausencia de pelvis renal
Formacién de pelvis renal Glomérulos inmaduros
At2 Apoptosis células mesénquima Anomalias congénitas renales y del
Desarrollo de la yema ureteral tracto urinario.
Bcl-2 Prevenc’:lon de Ia_ap_opt05|s de Agenesia renal
células epiteliales
Uréter corto.
Elongacién ureteral Rifiones hipoplasicos.
Bf-2 S
Rotacién incompleta.
Fusion renal.
. Inhlb'e' Wit g BMP-4 ™" anomalias congénitas
Bmp-4 Previene formacion de yema ureteral renales v del tracto urinario
ectopica y )
Bmp-7 Prevencion de apoptosis pre-epitelial Displasia renal
Inductor en la expresiéon de Wnt-4 .
B, . Agenesia renal.
Emx-2 metanéfrico. A
Degeneracion del bulbo ureteral.

Prevencion de apoptosis pre-epitelial

L Agenesia renal.
Inductdl para la CRQIESIONGEERNAN Ausencia ge formacién del bulbo

Eya-1 regulador de Bcl-2
ureteral.
Gdnfr Formacion de la yema ureteral Agenesia renal
Kal-1 Funcion especifica no conocida Agenesia unilateral o bilateral
Id Formacion de la yema ureteral Agenesia renal o displasia.
Pdgf-8 Formacion de células mesangiales Ausencia de células mesangiales

Morfogénesis tubular. Poliquistosis renal autosémica

Phkd-1 Adhesion celular dominante
Rar Actividad Hox Agenesia o displasia renal
Shh Induccion de la yema u'reteral Rifiones hipoplsicos.
Desarrollo metanéfrico.

Tabla 2: Relacién de genes que intervienen en el desarrollo renal e implicaciones

derivadas de una alteracion homocigética en su expresion. Adaptada de kelalis, 2007 (3).
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2.2 Biomarcadores de nefropatia obstructiva congénita:

Un biomarcador se define como una caracteristica objetiva y medible para
evaluar tanto un proceso biolégico normal, un proceso patolégico o la
respuesta a un tratamiento farmacolégico (46).

A continuacion pasamos a describir los diferentes tipos de biomarcadores en la

nefropatia obstructiva congénita.

2.2.1 Anatémicos o estructurales:

Las caracteristicas ecograficas del parénquima y de la pelvis renal tanto en el
periodo prenatal como en el postnatal aportan mucha informacién acerca de la
uropatia obstructiva.

Una dilatacion pélvica importante se correlaciona con la severidad de la
obstruccién. La suma de dilatacion calicial e hiperecogenicidad del parénquima
renal se asocian con un peor prondéstico (47, 48).

El diametro renal pélvico anteroposterior establece una estrecha relacién como
factor predictivo de la severidad de la obstruccion. Este parametro se hace mas
fiable a partir de los quince dias de vida del recién nacido cuando ya se

encuentra fuera del periodo de oliguria y deshidratacion fisioldgica (49).

2.2.2 Funcionales:

Durante el tercer trimestre de gestacion y el periodo neonatal el flujo vascular
renal y el filtrado glomerular renal (FGR) aumentan significativamente.

La obstruccién ureteral causa un aumento de la resistencia vascular intrarenal
que en los estudios con ecografia doppler se traduce en un aumento del indice
de resistencia. Sin embargo, este indice de resistencia no se demuestra como
marcador de obstruccién renal en todas las series publicadas (50).

La vasoconstriccion renal resultante de la obstruccion ureteral es dependiente
de la angiotensina. El angiotensinégeno medido en orina se correlaciona con la
concentracion de angiotensina intrarenal, por lo que este parametro podria ser
un biomarcador a tener en cuenta en el estudio de un rifidén obstruido (51, 52).
Otras mediciones que podrian aportar informacion acerca de la funcion renal
serian la p2-microglobulina fetal, la acetilglucosaminidasa y la concentracion de

sodio urinario.
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La p2-microglobulina se emplea como indice de FGR fetal y podria ser efectivo
como factor predictivo de la funcién renal postnatal (53). En periodo postnatal
la medicidon en orina de la acetilglucosaminidasa se ve incrementada en
pacientes con uropatia obstructiva del tracto superior (50).

La concentracién de sodio urinario es un indicador de la funcién tubular renal
fetal. Valores inferiores a 90 mmol/l son normales a las 20-30 semanas de
gestacion, valores superiores podrian sugerir alteracion de la funcion tubular

como causa de un mal desarrollo renal (54).

2.2.3 Celulares o Moleculares:
Los marcadores celulares o moleculares en la estenosis pieloureteral son

multiples, algunos de ellos se describen a continuacion.

2.2.3.1 Factor de crecimiento tumoral (TGF-§):

El TGF-f es una citoquina producida por el rifién; los tubulos displasicos
expresan TGF-f. Es responsable de la apoptosis y aumento de depdsito de
matriz extracelular (MEC) (55).

En la nefropatia obstructiva, tanto por el dafo renal instaurado por la apoptosis
y el aumento de depédsito de MEC como por la presencia de tubulos
displasicos, la expresion de TGF-p se encuentra elevada.

Esto explica que la excrecién en orina del TGF-p se encuentre aumentada en
nifos con estenosis pieloureteral (56). Otra citoquina cuya excrecién en orina
también estd4 elevada en estos pacientes es la Monocyte Chemoattractant
Protein-1 (MCP-1) (57).

2.2.3.2 B-cell ymphoma-2 (BCL-2):

En ratas sometidas a obstruccion ureteral los tubulos minimamente dilatados
expresan la oncoproteina BCL-2, mientras que en los que la dilatacion es
severa no (58). Esta caracteristica lo hace un biomarcador histolégico junto con

el TGF-p de progresién de nefropatia obstructiva.
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2.2.3.3 Receptor angiotensina Il (AT Il):

La pérdida del receptor AT Il en ratones va ligado a alteraciones renales siendo
la obstrucciéon de la unién pieloureteral una de ellas. La obstruccion ureteral
desencadena la activacién del sistema renina angiotensina (SRA) el cual es
responsable de la fibrosis y deterioro de la funcién renal. En la uropatia
obstructiva congénita un genotipo DD dentro del polimorfismo genético de la
Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA) presenta un dafio renal
significativamente superior a los otros genotipos Il o DI (59). Todo esto hace
pensar que el genotipo podria ser un factor prondstico en la evaluacion de los

pacientes con obstruccién del tracto urinario.

2.2.3.4 Factor de crecimiento epidérmico (EGF):

El EGF desempefia un papel fundamental en la regulacién de la proliferaciéon y
diferenciacién celular (60). Se sintetiza en las células tubulares y distales y su
expresion se encuentra aumentada durante el proceso de maduracién renal
(61).

En estudios experimentales, se observd que en la obstruccion ureteral
unilateral crénica en ratas, la expresién de EGF disminuia (62, 63).
Grandaliano et al, pusieron en relacion la disminucion en orina del EGF en
pacientes con estenosis de la unién pieloureteral frente al grupo control (57).
Sin embargo, esta hipdtesis no se ha visto corroborada en estudios posteriores

y el EGF no se considera como un marcador clinico de importancia (64).

2.2.3.5 Endotelina-1 (ET-1):

La ET-1 es un péptido vasoconstrictor cuya potencia vasoconstrictora es 10
veces superior a la de la angiotensina Il (65, 66). Su relacion con el dafio y
disfuncion renal derivado de una obstruccion ureteral, ha quedado demostrada
en diferentes trabajos tanto experimentales como clinicos.

Hegarty et al, analizaron la expresién de ET-1 en ratas sometidas a obstruccion
ureteral. La expresion de ET-1 se encontraba elevada en los rifiones sometidos
a la obstruccién y disminuida en las determinaciones realizadas en el rifién
contralateral. Administrando un antagonista del receptor de ET-1, el grupo de
ratas con obstruccidon ureteral experimentaba una reduccion de la apoptosis y

la restauracion del flujo vascular renal (67).
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Por otro lado, Miller et al, compararon la expresién del gen ET-1 en ratas con
estenosis de la union pieloureteral y ratas sin estenosis. La expresion del gen
en la pelvis renal y union pieloureteral era superior en aquellas ratas que tenian
estenosis. Ante estos resultados concluyeron que el aumento en la expresién
del gen ET-1 en la obstruccion de la union pieloureteral desempefa un papel
importante en la fisiopatologia de la obstruccién ureteral (68).

Al analizar la expresion de ET-1 en el tejido de las estenosis pieloureterales
congénitas en nifios, Kner et al, hallaron niveles aumentados con respecto al
grupo control (69).

Otro grupo de estudio, Taha et al, analizaron los niveles de ET-1 en orina en
pacientes con estenosis de la unién pieloureteral. Los niveles de ET-1 en orina
eran significativamente superiores a los del grupo control. Esto supone que el
ET-1 en vejiga es un buen marcador en el diagnéstico de la estenosis de la

unién pieloureteral (70).

2.2.3.6 Enzimas urinarios:

En la nefropatia obstructiva se producen cambios y alteraciones a nivel de los
tubulos proximales dafiando las células de membrana. Esto se traduce en la
liberacién de enzimas lisosomales como la N-Acetyl-B-D-Glucosominidase
(NAG), Gamma Glutamyl Transferase (GGT) y Alkaline de Phosphatase (ALP).
Diferentes estudios han demostrado que la expresion estas enzimas tubulares
(NAG, GGT y ALP) se encuentran elevadas en la orina recogida a nivel pélvico
con respecto a la orina recogida a nivel vesical en pacientes con estenosis
pieloureteral (50, 71). Recientemente se ha demostrado que, en orina de
pacientes con uropatia obstructiva, se encuentra elevada incluso hasta diez
veces en comparacion con pacientes sin obstruccion (72). Este dato podria ser
empleado como una herramienta mas a la hora de indicar un manejo
conservador o quirurgico de la patologia.

Taha et al y Tataranni et al, estudiaron que los niveles en orina de NAG, tras la
resolucion de la estenosis, permanecian todavia elevados a los 45 dias
postcirugia y que sus niveles descendian con respecto a los preoperatorios
entre los tres y seis meses (71, 73). Esto indica que la recuperacion funcional y

ultraestructural renal no es inmediata tras su reparaciéon. Se ha demostrado,
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ademas, una correlaciéon negativa entre la funcion renal y la expresién de estos

biomarcadores en la estenosis pieloureteral (71).

2.2.3.7 Microproteinas:

Una de las principales funciones del glomérulo es la filtracion selectiva de
proteinas plasmaticas. Las proteinas de bajo peso molecular son filiradas en el
glomérulo y se reabsorben en su totalidad en los tubulos renales. La presencia
en orina de estas proteinas, como por ejemplo la 2-microglobulina, es un
signo de disfuncién tubular.

Las proteinas de alto peso molecular no son filtradas por el glomérulo en
condiciones normales. Si se produce inflamacion o dafio en la membrana basal
aumenta la permeabilidad glomerular y estas proteinas, como la microalbumina
y microproteinas totales, se filtran. Por lo tanto la presencia de microalbumina y
microproteinas totales en orina es un signo de dafo glomerular (74).

En estudios experimentales tanto el indice f2-microglobulina/creatinina como el
de microalbumina/creatinina en orina se encuentran elevados tras una semana
de obstruccion ureteral completa (75).

En pacientes con estenosis pielouereteral, los niveles de $2-microglobulina en
orina extraida de la pelvis renal dilatada durante su reparacion quirdrgica son
superiores a los niveles de la orina a nivel vesical (50).

Los niveles de 2-microglobulina, microalbimina y microproteinas totales, en el
grupo de pacientes con estenosis pielouretral son superiores con respecto al
grupo control y no descienden hasta los cuatro meses posteriores a la cirugia
en el caso de la p2-microglobulina y dieciocho meses en el de la microalbumina
(73, 76).

2.3 Rutas implicadas en la génesis de la nefropatia obstructiva:
En este apartado se trata de definir las principales rutas implicadas en la

génesis de la nefropatia obstructiva (Figura 11).

2.3.1 Factor de crecimiento tumoral (TGF-8):
El TGF-f es una citoquina que se activa ante una lesién del tejido y puede

actuar sinérgicamente con otros factores de crecimiento estimulando o
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inhibiendo el depdsito de matriz extracelular (MEC) mediante el reclutamiento
de fibroblastos.

El exceso en el acumulo de proteinas de MEC, como la fibronectina, el
colageno y los proteoglicanos, produce una inhibicién de las proteasas y un
bloqueo en la degradacién de la matriz que se traduce en fibrosis (77-79).

En modelos humanos y animales con obstruccién del tracto urinario se ha
demostrado tanto en tejidos como en orina el aumento de TGF-§ (56, 80).

El TGF-p desencadena multiples vias bioquimicas que conducen a una fibrosis
renal en el deterioro renal mediante la infiltracion de macréfagos y fibroblastos.

Todo esto lo sitia como un potencial biomarcador del dafio renal subclinico.

2.3.2 Sistema Renina Angiotensina (SRA):

El SRA esta implicado en la fisiopatologia de la fibrosis renal como
consecuencia de la obstruccion del tracto urinario disminuyendo la proliferacion
celular y aumentando la apoptosis celular (81, 82).

Como consecuencia de la obstruccion ureteral, el SRA desencadena una serie
de cambios a nivel renal tales como el aumento de actina en el musculo liso y
aumento del TGF-f que activa de una manera dependiente o independiente la
fibrosis renal mediante el Activador de Plasminégeno 1 (AP-1) que impide el
paso de plasmindégeno en plasmina (61, 83-86).

El SRA esta presente en el desarrollo renal normal, pero en los casos de
uropatia obstructiva puede ser un promotor de la fibrosis y acentuar el dafio

renal a través de diversos mecanismos.
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ANGIOTENSINA 11

TﬁrG}—. PDGF, HGF, IGF-1 % 4 Tr—acmr nuclear-kB

1 ree-p

T TNF, MCP-1 T Moléculas de adhesién

Inhibidores de
l Metaloproteinas metaloproteinas

Infiltracién celular en

Acamulo de proteinas glomérulos e intersticio

de matriz extracelular l Degradacidn de la matriz extracelular

ESCLEROSIS GLOMERULAR E INTERSTICIAL

Figura 11: Rutas implicadas en la génesis de la nefropatia obstructiva. La angiotensina Il
estimula la sintesis de varios factores de crecimiento, como el factor de crecimiento de tumores
(TGF-B), el derivado de las plaquetas (PGF), el similar a la insulina (IGF-I), el basico de los
fibroblastos (bFGF) y el de los hepatocitos (HGF). De ellos, el mas importante en la patologia
renal es el TGF-f3, pero todos comparten la capacidad para estimular el crecimiento celular y la
fibrosis glomerular e intersticial a través de un incremento en la sintesis de proteinas de matriz
extracelular. EI TGF-B, ademas inhibe la degradacion de esta matriz, aumentando la actividad
de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) e inhibiendo estas ultimas. Aumento
de la actividad oxidativa y en la sintesis de diversas citocinas proinflamatorias (TNF, MCP-1,
RANTES, moléculas de adhesion como ICAM-1, VCAM-1 y ELAM-1) que contribuyen
decisivamente en la infiltracion intersticial de macréfagos y otras células. La sintesis de muchas
de estas citocinas es regulada por el factor de transcripcion NF-kB, el cual es activado

directamente por la angiotensina Il. Adaptada de L. Hernando, 2003 (87)

2.3.3 Apoptosis:

En la obstruccion ureteral cronica las células tubulares e intersticiales se
programan para su apoptosis mediante la activacion de enzimas citoliticas
denominadas caspasas. Este proceso conlleva a una pérdida de tejido renal
(88, 89).

Numerosas y distintas vias como factores de crecimiento, citoquinas o la

angiotensina |l son capaces de iniciar la apoptosis.
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El factor nuclear- kB (NF-kB) induce la transcripcion de varios genes como la
familia bcl-2, el angiotensindgeno y mediadores proinflamatorios como el factor
de necrosis tumoral (TNF). A su vez la angiotensina Il y el TNF estimulan la
activacion del NF-kB reforzando asi un ciclo de retroalimentacién positiva entre

ellos en el proceso de apoptosis y la consecuente pérdida de tejido renal.

2.4 Bases genéticas en el desarrollo de la obstruccién del tracto urinario:
El paso de orina desde la pelvis renal hacia la vejiga precisa una correcta y
coordinada peristalsis pieloureteral llevada a cabo por las células de musculo
liso ureteral. Ademas de esto, otros factores, como los neuronales, estan
implicados.

El origen, embriolégicamente diferente, del sistema excretor y del colector hace
que el complejo proceso de ensamblaje de estos dos sistemas pueda derivar
en diferentes fallos (90) (Tabla 3).

El gen Bmp4 se expresa en el mesénquima y es un gen esencial en la
formacion de las células de musculo liso uretral. El factor de transcripcion T-box
18 (Tbx-18) se expresa especificamente en el mesénquima ureteral. La
inactivacion de Tbx-18 conlleva la pérdida de expresion del gen Bmp4 en el
mesénquima ureteral desencadenando un defecto en la diferenciacion de las
células de musculo liso ureterales (91).

Alteraciones del sistema renina angiotensina (SRA) estan implicadas en la
nefropatia obstructiva ya que se relacionan con la diferenciacion de las células
musculares ureterales (92).

La calcineurina, que es una fosfatasa serina/treonina calcio dependiente,
defosforila el Nuclear Factor of Activated T cells (Nfat), encargado de activar la
cadena de transcripcion de numerosos genes.

La inactivacién de la calcineurina en el metanefros y mesénquima ureteral
conlleva una alteracion en el desarrollo de las células de musculo liso del
sistema urinario lo que provoca una disfuncién en la peristalsis pieloureteral
(93).

Estudios recientes han demostrado como la activacion transgénica de Nfat
también desencadena severas anomalias como la hidronefrosis o hidrouréter.
Por lo tanto la via calcineurina-Nfat es determinante para un correcto desarrollo

del sistema renal (94).
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Funcién Sindrome Fenotipo

Sindrome  Hipoplasia renal, rifién unico, reflujo
Factor de ) h
Pax-2 o renal- vesicoureteral, coloboma del nervio
transcripcion e
coloboma  optico, sordera.
Hipogonadotropismo hipogonadismo,
anosmia, malformaciones de manos,
Migracion Sindrome  paladar ojival, ataxia cerebral, agenesia
Kal - :
neuronal Kallmann renal. Secuencia Potter, doble sistema,
reflujo vesicoureteral, ausencia de
vasos deferentes
Quistes o fistulas branquiales,
malformaciones de pabelldn auricular,
, cataratas, anomalias segmento anterior
Sindrome .
. : ocular, agenesia renal con contralateral
Eya-1 Organogénesis branqui- Ny AR A
hipodisplasia, hipodisplasia bilateral,
oto-renal : . L
agenesia renal bilateral, obstruccion
unioén pieloureteral, reflujo
vesicoureteral, rifiones bifidos.
Receptor de
Agtr-2 eptor « CAKUT
angiotensina Il
s Diabetes juvenil no insulino-
Organogénesis. . . :
Diabetes dependiente, quistes renales,
Hnf-1 Factor 1B . . e
. juvenil enfermedad glomeruloquistica renal,
hepatocito 7 P
monorreno, anomalias Mdllerianas.

Tabla 3 . Alteraciones genéticas en las anomalias congénitas reales y del tracto urinario
(CAKUT). Adaptada de kelalis, 2007 (3).

3. Diagnéstico por imagen de la estenosis pieloureteral.

3.1 Ecografia:

El empleo de la ecografia en el control del embarazo y en los nifios tras
infecciones del tracto urinario ha aumentado la frecuencia del diagnéstico de
hidronefrosis.

La obstruccion de la unidn pieloureteral corresponde a la mitad de las
hidronefrosis detectadas en periodo perinatal siendo esta la anomalia mas
frecuentemente detectada durante el control del embarazo (95).

La ecografia es un método diagndstico no invasivo, portatil, que no emite
radiaciones ionizantes, que no precisa medios de contraste y que su empleo no
esta limitado por la funcién renal (Figura 12). Por todos estos motivos se

considera el método gold standar en el screening y seguimiento evolutivo de
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los pacientes en la valoracién del tamario renal, grosor de la cortical y grado de
dilatacion.

La Sociedad de Urologia Fetal (SFU) propuso una graduacion segun el nivel de
hidronefrosis (96). Esta clasificacion se basa en la afectacion o no de los
cdlices y del parénquima renal para clasificar los grados de hidronefrosis desde
el grado | al IV. Los grados | y Il corresponden a un grado leve de pelviectasia.
Los grados Il y IV representan una verdadera hidronefrosis; ademas el grado

IV presenta una cortical adelgazada (Tabla 4).

GRADO DE

HIDRONEFROSIS HALLAZGOS ECOGRAFICOS

0 Sin dilatacién de la pelvis renal

| Dilatacién pélvica intrarrenal

I Dilatacién pélvica extrarrenal sin dilatacién calicial

" Dilatacién de la pelvis y de los calices sin
adelgazamiento cortical

v Adelgazamiento del parénquima renal

Tabla 4: Clasificacion de la hidronefrosis segun la Sociedad de Urologia Fetal.

Existe una relacion bien establecida entre el diametro anteroposterior de la
pelvis renal en las ecografias prenatales y la posibilidad de desarrollar una
patologia postnatal significativa. La mayoria de los autores emplean como
limite un didmetro superior a 5 mm antes de las 30 semanas de edad
gestacional y de 10 mm en las posteriores (97).

Bouzada et al determinan una sensibilidad del 100% en la deteccion de
sistemas renales que precisaron correccidon quirdrgica en pacientes con un
diametro antero posterior en la ecografia postnatal superior a 15 mm (98). Con

este y otros estudios se puede establecer la relacidon que existe entre la
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dilatacion pélvica renal con la necesidad de cirugia en el manejo de la
estenosis pieloureteral (48, 99).

Con todo lo expuesto anteriormente, las ventajas del empleo de la ecografia en
el diagnéstico y seguimiento de la estenosis pieloureteral quedan patentes, sin
embargo, presenta un gran inconveniente, no aporta informacion acerca de la

funcion renal.

Figura 12: Ecografia renal. Grave dilatacién pielocalicial acompafiada de adelgazamiento

cortical.

3.1.1 Ecografia doppler:

Debido a las limitaciones de la ecografia para la distincion entre patologia
obstructiva y no obstructiva, el empleo de la ecografia doppler puede aportar
informacion adicional en el diagnéstico de este tipo de uropatias.

La obstruccion fisiopatolégicamente causa un aumento en la resistencia de la
arteria renal lo que conlleva a una disminucién del flujo diastélico con respecto
al flujo sistdlico. Con estos datos se puede calcular la resistencia arterial renal

mediante la férmula:

Pico velocidad maxima sistélica-Pico velocidad minima diastélica

Pico velocidad sistélica
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El resultado de esta féormula es el indice de resistencia. Numerosos estudios
han documentado que un indice de resistencia superior a 0.70 y una diferencia
entre ambos rifiones superior a 0.08 es un criterio sugestivo de una patologia
renal obstructiva (100-102) (Figura 13).

A pesar de que la ecografia doppler aporta informacién acerca de la presencia
0 no de obstruccion, las técnicas ecograficas se emplean como métodos de
screening y seguimiento. Para la determinacién de la funcién renal existen
otras pruebas diagndsticas especificas en las que ademas del estudio de la

funcionalidad renal también aportan datos anatémicos.

[op] 1.72knz |

DE #1h.B9%
IR 0.88

Figura 13: Ecografia doppler renal. Presenta un indice de resistencia de 0.88 sugestivo de

patologia obstructiva por ser superior a 0,70.

3.2 Estudios Isotépicos:

En la era de la imagen multimodal el renograma diurético es uno de los
procedimientos establecidos para la evaluacion diagnéstica de la dilatacion del
tracto urinario y para el seguimiento de la hidronefrosis. En la practica clinica el
renograma diurético es el método de elecciéon para diferenciar un sistema
urinario dilatado pero no obstruido de una verdadera estenosis, y contribuye al
manejo de los pacientes con hidronefrosis al monitorizar tanto el drenaje

urinario como la funcién renal.
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3.2.1 Renograma diurético:

El renograma evalua el transito, a través del rifién, de la actividad procedente
de un radiofdrmaco administrado por via intravenosa que se elimina por via
urinaria a lo largo del tiempo. El renograma diurético es un procedimiento facil,
que con una baja dosis de radiacion, proporciona datos clinicos funcionales de
cada unidad renal, asi como de la dinamica del drenaje o excrecion urinaria.
Actualmente se encuentra plenamente establecido en el proceso diagndstico
de las dilataciones del tracto urinario superior, ya que en la mayoria de
ocasiones permite diferenciar situaciones de dilataciéon sin obstruccion de las

estenosis verdaderas.

3.2.2 Radiofarmaco:

La eleccion del radiofarmaco actualmente varia entre tres opciones que son:
123-ortoiodohipurato  ('*I0IH), dietilentriaminopentaacético marcado con
Tecnecio * (**"TcDTPA) y mercaptoacetiltriglicerina marcado con Tecnecio ¥
(**"TcMAGS3). Los trazadores tubulares,'*I0IH y *"TcMAG3, debido a su alta
tasa de extraccion renal y a su rapido aclaramiento plasmatico, se prefieren al
agente glomerular, " TcDTPA, especialmente en nifios y en pacientes con
deterioro de la funcién renal (103, 104).

En la actualidad, **"Tc-MAG3 es el agente de eleccion. Tras su inyeccion se
une casi un 90% a proteinas plasmaticas, lo que disminuye la fracciéon que es
filtrada por el glomérulo. La eliminacién es rapida y ocurre por secrecion
tubular, en la porcion distal del tubulo proximal. Proporciona una imagen

excelente, incluso en situaciones de insuficiencia renal.

3.2.3 Diurético:

La furosemida es un potente diurético de asa que produce un incremento
agudo del flujo de orina. Su efecto diurético comienza entre 1 y 2 minutos
después de su administracion. Las dosis recomendadas son 1 mg/kg en
menores de 1 afio, 0.5 mg/kg en nifios mayores de un ano, con un limite de 20
mg (103, 105-107). En casos de insuficiencia renal severa, la respuesta a la
furosemida es mucho menor. Una funcién renal conservada (>15 ml/min) y una
hidratacion adecuada son los mayores determinantes de una respuesta eficaz
a la furosemida (105, 108).
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En relacion a la inyeccion del diurético (Furosemida) existen actualmente tres
opciones aceptadas: F+20, FO y F-15, segun el intervalo de tiempo transcurrido
entre la administracion del trazador y el diurético. El momento de la inyeccién
esta designado en minutos junto a la letra “F”. Hasta la fecha no hay datos que
apoyen que un determinado momento de la administracion del diurético
presente ventajas frente a los otros (103, 105-107). En la mayoria de centros,
el protocolo estandar empleado es el F+20, reservando el F-15 para casos con

importante dilatacién conocida o en pacientes con F+20 dudoso.

3.2.4 Evaluacion curvas actividad/tiempo:
Las curvas actividad tiempo, corregidas con el fondo, se emplean para valorar

la funcion renal diferencial y estudiar el drenaje urinario.

3.2.4.1 Funcioén renal diferencial:

En el caso de utilizacion de ®™TcMAG3 se recomienda la utilizaciéon del
analisis, con sustraccion de fondo, de la curva entre el minuto 1-2 para evaluar
la funcién renal diferencial.

La funcién renal diferencial representa la contribucién de cada unidad a la
funcidon global. El rango normal se sitia entre 45-55% y se obtiene por el
calculo del area bajo la curva del renograma en el tiempo del intervalo
seleccionado (106, 107).

Este parametro puede emplearse para detectar deterioro de la funcién renal
(unidad con menos del 40% o disminucién de mas de un 5% respecto al control

previo) y servir, en algunos casos, de valor para la decisién quirurgica.

3.2.4.2 Curvas del renograma:

En la curva del renograma podemos distinguir tres fases. La primera muestra
un ascenso rapido tras la inyeccion intravenosa del trazador y refleja tanto la
velocidad de la inyeccién (bolo adecuado) como el aporte arterial al rifién. La
segunda fase muestra una pendiente mas moderada, que se corresponde con
el manejo renal del trazador, pasando desde las células tubulares hasta los
sistema tubulares de las nefronas. Hacia los 2-5 minutos se alcanza el maximo
y con ello el inicio de la tercera fase. Este pico puede estar retrasado tanto en

patologia obstructiva como en problemas vasculares o parenquimatosos. La
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tercera fase es fundamentalmente de eliminacién, reflejando el balance entre la
actividad que llegé al rindn y la que se elimina.

En un intento por complementar el andlisis de las curvas se han introducido
diferentes parametros cuantitativos. De ellos, el mas extendido ha sido el T1/2
postfurosemida, entendido como el tiempo en que la curva actividad-tiempo
disminuye a la mitad del maximo. Se ha establecido el tiempo de 20 minutos

como el que identifica obstruccién, siendo normal inferior a 10 minutos.

3.2.5 Evaluacion de la respuesta al diurético:

Los dos factores que principalmente condicionan la respuesta a la furosemida
son la funcién renal y el volumen del sistema colector. Una funcién renal
deteriorada (Filtrado Glomerular Renal de una unidad renal inferior a 15
ml/min/m?) y sistemas colectores con gran capacidad son las causas mas
frecuentes de falsos positivos (105, 109).

En la actualidad la valoracion de la respuesta a la furosemida ha cambiado
respecto al criterio inicial. La pendiente de la curva de respuesta se utiliza para
valorar el drenaje urinario, pero la valoracion exclusiva de esta pendiente no es
el modo mas adecuado en todos los casos. Existe una minoria de rifiones
hidronefréticos que muestran una curva de drenaje deficiente, incluso con un
T1/2 postfurosemida patolégico y que sin embargo, no estan obstruidos. Este
hecho esta en relacion con el efecto “reservorio” de la pelvis dilatada, que
acumula lentamente el radiofarmaco no detectandose eliminacion significativa
durante el tiempo que dura el renograma. Las pelvis grandes necesitan mas
tiempo para rellenarse pero también mas tiempo para vaciarse. Ademas,
dentro de la pelvis se produce una dilucién del radiofarmaco por lo que hay que
extremar la cautela en concluir que existe obstruccion. Es un error frecuente
inferir que la obstruccion esta establecida solo porque apreciamos un mal
drenaje urinario (110).

La valoracion de las imagenes postmiccionales ha ganado importancia, de
modo que aun en circunstancias en las que se constata pobre respuesta tras la
administracién de furosemida, si se observa un drenaje completo en las
imagenes postmicionales se puede excluir una obstruccién (106). Es

importante conocer que si se constata drenaje en cualquier punto del
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renograma diurético, la obstruccién se excluye y el riesgo de deterioro para el

rindn es pequefio.

3.2.5.1 Estudio normal:

El analisis visual de las imagenes obtenidas nos muestra unos rifiones
relativamente simétricos, con captacion parenquimatosa homogénea y
aparicién precoz de la actividad en sistemas colectores y vejiga. El
aclaramiento de dicha actividad ocurre casi por completo antes de la

administracién del diurético (cuando se planifica un estudio F+20) (Figura 14a).

3.2.5.2 Ausencia de respuesta al diurético:

El patrdn tipico de una respuesta obstructiva muestra el incremento creciente
de la actividad a lo largo del tiempo de estudio en la unidad renal afectada, con
actividad acumulada en el sistema pielocalicial sin que presente disminucién
tras la administracion de la dosis diuréticas ni en las imagenes postmiccionales

o tras cambio postural (Figura 14b).

3.2.5.3 Patron de dilatacidon no obstructiva:
Caracteristicamente presenta un marcado incremento de la actividad en
sistemas colectores dilatados, que responden, aunque a veces tardiamente, a

la administracion del diurético.

3.2.6 Parametros cuantitativos:

En un intento por cuantificar el transito del trazador en el rifidn se han utilizado
diferentes parametros cuantitativos, desde el Tmax (tiempo en alcanzar el
maximo de la curva, o tiempo al pico) hasta los analisis de deconvolucién. OE
(output efficiency) es la cantidad de trazador, en porcentaje, que ha sido
eliminada por el rifion en el tiempo “t”, respecto a la que el riflon ha extraido del
torrente vascular. NORA (Normalized Residual Activity) es la actividad que
permanece en el rindn en el tiempo “t” expresada en relacion a la actividad
entre el minuto 1-2. La ventaja de estos parametros es que proporcionan una
estimacion del lavado renal, independientemente de la funcién diferencial de

los rifiones (106).
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Figura 14: Renograma diurético. (a) Renograma diurético no obstructivo (b) Renograma

diurético obstructivo.

3.3 Resonancia magnética:

La resonancia magnética urografica (RMU) se introdujo en el estudio de la
patologia renal obstructiva a finales de los afnos 80. Desde entonces su empleo
esta cada vez mas extendido.

Las ventajas en el empleo de la RMU es la excelente visién anatémica que
aporta al estudio de la patologia obstructiva evitando la radiacion (Figura 15).

A finales de los afos 90, el avance fue mayor con la combinacién de la RMU y
gadolinio-DTPA (Gd-DTPA), resonancia magnética urografica con gadolinio
(Gd-RMU). Con esta conjugacion se puede realizar una excelente evaluacion
anatémica, de la funcion renal y del grado de obstruccion.

El calculo de la funcion renal diferencial (FRD) en la Gd-RMU se realiza a

través de la férmula:

Volumen renal individual
x100

Volumen renal derecho-Volumen renal izquierdo
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Los datos publicados acerca de la FRD obtenida por el renograma diurético
(RD) y Gd-RMU muestran una gran correlacion entre ambos (111-113).

El tiempo de transito del radiofarmaco transcurrido desde la pelvis hasta el
uréter se contabiliza como RTT. Un paso sin alteraciones obstructivas se
corresponderia con un RTT inferior o igual a 4 minutos, un paso obstruido este
parametro seria igual o superior a 8 minutos y un estado indeterminado seria
un RTT comprendido entre 4 y 8 minutos.

La informacion aportada por la Gd-RMU acerca de la anatomia, funcion renal y
estado de obstruccion hace que sea un método idéneo para la evaluacion de la
estenosis pieloureteral.

La Gd-RMU comparada con el RD tiene una mayor sensibilidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo y eficiencia (111). Sin embargo
todavia su uso no esta extendido en la practica diaria pues presenta ciertos
inconvenientes tales como la necesidad de sedacion de los nifios para el

estudio y su elevado coste.

Figura 15: Uroresonancia magnética. Se aprecia un sistema renal izquierdo con una pelvis
tremendamente dilatada y una zona clara de estenosis a nivel de la unién pieloureteral (flecha)

que dificulta el paso desde la pelvis renal hacia el uréter.
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4. Epigenética

4.1 Definicioén:

La epigenética se puede definir como aquellos cambios hereditarios en las
pautas de expresion génica que ocurren sin una alteracion en la secuencia de
nucleotidos del ADN (114).

Los tres mecanismos basicos referidos como fendmenos epigenéticos son: la
metilacion del ADN, la modificacion de las histonas y la intervencion de

secuencias de pequefios ARN no codificantes (115-117) (Figura 16).

ARN

SILENCIO
HEREDIATARIO

MODIFICACION METILACION
DE HISTONAS DE ADN

Figura 16: Fenémenos epigenéticos. Mecanismos epigenéticos: metilacién, modificacién de
las histonas y la intervencion de pequefios ARN no codificantes. Todos estos fenémenos
interfieren en el patrén hereditario sin que ocurra alteracion alguna en la secuencia de
nucledtidos de ADN.

4.2 Vision historica de la epigenética:

El nacimiento de la epigenética procede de un cruce de caminos entre la
biologia del desarrollo y la genética en los afios 40 del siglo XX. Uno de los
patriarcas de este camino fue Sir Conrad Waddington, profesor de Genética de
la Universidad de Edimburgo, que introdujo la teoria de plasticidad fenotipica y
epigenética (118). Se referia a la epigenética, como amalgama entre genética
Mendeliana clasica y epigénesis, que es la teoria en la que los 6rganos
embrionarios surgen de la nada mediante la induccién por parte del ambiente,
haciendo hincapié en su importancia en el desarrollo embrionario (Harlsberg,
2010). Waddington definia la epigenética como “una interacciéon casual entre

genes y sus productos que conforman el fenotipo”, o que en el lenguaje
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contemporaneo corresponde a “una actividad heredada del ADN, que no
depende de la secuencia nativa del mismo” (119).

Desde las primeras publicaciones de Waddington en 1940 hasta los afios 70
del siglo XX, los mecanismos epigenéticos eran todavia desconocidos, asi
como algunos fendmenos asociados epigenéticos como la diferenciacion de
célula troncal de médula 6sea o la desactivacion del cromosoma X en los
mamiferos.

Las primeras evidencias de metilacion o demetilacion como un proceso
bioldégico importante aparecieron basados en los cambios enzimaticos de la
citosina en el ADN que propusieron Griffith y Mahler en 1969 en el trabajo
sobre memoria a largo plazo (120). Mas tarde Riggs, en el afio 1975, fue el
primero que describid el fendmeno de desactivacién del cromosoma X (121).
Independiente y simultaneamente, Holliday y Pugh publicaron trabajos
similares (122).

El “renacimiento” del interés por la epigenética, se debe a una revision de
estudios de Waddington, (123) que supuso “un papel critico que encendio la
mecha para la explosion de utilizacién de la epigenética en 1990” (124).

¢ Cuales son las novedades aportadas por el control epigenético de la
expresion?.

(i) Son cambios funcionales y no estructurales del ADN que forman parte de
la maquinaria de regulacién génica.

(i) Se observan cambios epigenéticos continuos y cuantitativos que no se
acumulan.

(iii) Los cambios epigenéticos son reversibles.

(iv) Los cambios epigenéticos son heredables.

(v) Los cambios epigenéticos son el nexo de unidn entre genes y factores
medioambientales, que puede explicar algunas relaciones “misteriosas“ entre
mutaciones espontaneas y seleccion, en el contexto de la teoria neo-
Darwiniana.

En la actualidad el estudio epigenético ha centrado la investigacion de la
herencia no sélo en la linea germinal, sino también en las células somaticas
durante el desarrollo embrionario. El desarrollo embrionario, desde esta

perspectiva, puede considerarse como una serie de decisiones que determinan
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o condicionan el destino de las células en funcién a una respuesta generada

por una posicion determinada.

4.3 Metilacion.

4.3.1 Bases bioquimicas de la metilacién del ADN. Islas CpG:

Desde el punto de vista bioquimico, la metilacidon consiste en la adicion
enzimatica de un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina al carbono 5 de la
citosina (C) del ADN, situada previa y contiguamente a una guanina (G) (125)
(Figura 17). El estado de metilacion de los residuos de citosina le puede
conferir una variacion espacial y temporal a la estructura de la cromatina,
habiéndose demostrado, que generalmente existe una correlaciéon inversa
entre los niveles de metilacion del ADN y la expresién génica (126).

La reaccion de metilacion se realiza y se mantiene mediante interaccion de una
familia de enzimas; las ADN-metiltransferasas (DNMTs), que incluyen DNMT1,
DNMT3a y DNMT3b (127).

NH,
H
Citosina
o
SAM-CHg
> — DNMT
SAM
NH,
CHy
5-metil-citosina
o

Figura 17: Metilacion del ADN. a. Adhesién enzimatica del grupo metilo (CH3) al carbono 5
de la citosina situada previa y contiguamente a la guanina. b. Estructura terciaria de un

fragmento de ADN metilado.
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El papel biolégico de la ADN metiltransferasa-1 de mantenimiento (DNMT1),
consiste en la metilacion en una hebra del ADN al inicio de la replicaciéon. Los
patrones de metilacién de las células somaticas son generalmente estables y
heredables.

Sin embargo, las células germinales durante el desarrollo embrionario
temprano, son reprogramadas ampliamente, siendo la metilacién de novo, por
parte de las ADN metiltransferasa DNMT3a y DNMT3Db, particularmente activas
en estos estadios (128) (Figura 18).

Metilacion de novo
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Figura 18: Metilacion de novo. Los grupos metilo pueden ser introducidos al ADN no
metilado por las enzimas de metilacion de novo DNMT 3a y DNMT 3b. Cuando el ADN se
repilca, el grupo metilo de la hebra guia es reconocido y se introduce uno nuevo en la hebra
hija por medio de la actividad de DNMT1. En presencia de DNMT1 los patrones de metilacion
se mantienen. La desmetilacion puede ocurrir en ausencia de DNMT1 en replicacién continua
de ADN (desmetilacion pasiva) y de forma pasiva sin replicacion de ADN. Adaptado de Dean,
2001 (129).

En general, el genoma de las células germinales femeninas se encuentran
menos metilado que el de las masculinas. El patron de metilacion es borrado
por una demetilaciéon generalizada cerca del estadio germinal de 8 células. A
partir de entonces, la metilacion del ADN adquiere patrones especificos
durante el desarrollo embrionario y se establece el patréon de metilacién de las
células somaticas (126, 130, 131).

Las metiltransferasas tienen afinidad estricta por la secuencia CpG. Los

dinucledtidos CpG no estan distribuidos uniformemente en el genoma humano.
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En el 98% del genoma, los CpG se encuentran en promedio de uno por cada
80 dinucledtidos. Existen regiones desde 200 pb a varias kilobases que tiene
una frecuencia cinco veces superior de dinucleétidos CpG (> 60% de CG)
denominadas “islas CpG”. Aproximadamente entre el 60 y el 90% de todas las
secuencias CpG dispersas en el genoma estdan metiladas mientras que las
correspondientes a las islas CpG localizadas en la mayoria de los genes de
mantenimiento celular no lo estan. En general, la islas CpG se localizan entre
la region central del promotor y el sitio de inicio de la transcripcion,
observandose represion en la expresiéon del gen cuando se encuentran
hipermetiladas (126, 132, 133).

4.3.2 Papel de la metilacion del ADN en procesos de desarrollo y

enfermedad:

Los factores epigenéticos son factores etiolégicos de enfermedades ya que

(134):

1.El estado epigenético de los genes es mas dinamico en comparacion con la
secuencia de ADN, ademas de que puede ser alterado por aspectos del
desarrollo y condiciones ambientales a los que esté expuesto el
organismo (135)

2.Algunas sefales epigenéticas pueden ser transmitidas, en conjunto con la
secuencia de ADN, a través de varias generaciones celulares. Esto
significa que las marcas epigenéticas presentan cierta estabilidad
meidtica (136).

3.La modulacion epigenética es critica para la funcién gendmica normal en
procesos como la segregacion de cromosomas en la mitosis, la
inactivacion de elementos parasitos de ADN y la regulacién de la
actividad genética (116). La estabilidad epigenética parcial, la
metaestabilidad, puede explicar ciertas irregularidades no-mendelianas

de las enfermedades complejas.

En mamiferos, las células madre embrionarias, poseen genes reguladores que
no se encuentran plenamente ni activos ni inactivos, sino que contienen
caracteristicas de ambos. Esta denominada marca epigenética bivalente

proporciona plasticidad en la célula madre para que estos genes estén
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preparados para asumir cualquiera de los dos estados de la cromatina, el
activo o inactivo, para cada tipo de linea celular.

Los patrones de metilacion del ADN son importantes para regular de manera
adecuada la expresion de ciertos genes y asegurar un desarrollo normal del ser
humano. Es crucial en el periodo de desarrollo embrionario de los mamiferos y
su alteracion se relaciona con enfermedad (122).

Durante los estadios iniciales de la embriogénesis, tras la implantacion
embrionaria, la metilacion genera cambios dramaticos en el genoma a través
de las metiltransferasas de novo DNMT3a y DNMT3b. En modelos de animales
se ha demostrado que ratones homocigotos knockout en DNMT1 o en
DNMT3b no son viables, ademas, ratones knockout en DNMT3a mueren a las
4 semanas del nacimiento (130).

Los cambios en la expresidon génica pueden deberse a problemas en la
maquinaria encargada de producir y mantener la metilacién, tales como
mutaciones en los genes que codifican las ADN metiltransferasas, en aquellos
que codifican proteinas de unién de ADN metilado, por cambios en la
secuencia de nucledtidos del ADN o en los complejos remodeladores de la
cromatina que conduce a cambios en su patrén de metilacion. Entre este tipo
de padecimientos se encuentran los sindromes: ICF (inmunodeficiencia,
inestabilidad centromérica y anomalias faciales) en el que existe una mutacion
bialélica en DNMT3b (137), el Sindrome Rett asociado con el cromosoma X, el
cual se manifiesta con trastornos del desarrollo neural y retraso mental en
mujeres, es otro ejemplo de enfermedad conocida que se basa en una
mutacion del gen MeCP2, que codifica una proteina ligada a regiones
metiladas (138), el Sindrome de X fragil y el ATR-X ( alfa talasemia y retraso
mental ligados al cromosoma X). Otras enfermedades humanas como los
Sindromes de Beckwith Wiedemann y Prader Willi / Angelman, estan asociadas
con cambios en la dosis funcional de genes sujetos a impronta genémica, y
pueden originarse por diferentes mecanismos que incluyen microdelecciones o
duplicaciones de la regién improntada, disomia uniparental y alteraciones en
los mecanismos de regulacion epigenética (131, 139-141).

Por otra parte, la metilacion aberrante es un fenémeno relativamente frecuente
en los procesos neoplasicos caracterizados por la inestabilidad gendmica y

alteraciones en la expresion génica (139, 142) (Figura 19).
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Figura 19: Metilacién del promotor. A. El grupo metilo no se encuentra en el promotor, por lo
tanto se transcribe el gen. B. El promotor se encuentra metilado y la transcripcion del gen se

detiene y por lo tanto no se expresa.

4.4 Acetilacion:

El nucleosoma es una estructura nuclear en la que dos vueltas de ADN se
enrollan alrededor de un cilindro formado por 8 histonas. Dos dimeros de
histona H2A-H2B se asocian a un tetramero de histonas H3-H4 (Figura 20).
Cada nucleosoma se une al siguiente a través de una doble cadena de ADN;
esto en microscopia electrénica, ofrece una imagen de rosario en el que las
cuentas corresponden a nucleosomas individuales que se unen por la linea que
es el ADN.

El nucleosoma es la estructura fundamental por la que el ADN se enrolle y asi
quepa en el nucleo. Ademas, son claves en los procesos de expresion génica
ya que el despliegue y el repliegue de la cromatina es un proceso dinamico y
regulado necesario para la replicacion del ADN y por lo tanto puede tener un
impacto directo sobre la accesibilidad de los genes a la maquinaria de

transcripcion.
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Figura 20: Nucleosoma. Estructura del nucleosoma formado por dos vueltas de ADN

alrededor de un cilindro formado por 8 histonas.

Las histonas son proteinas que se unen al ADN. Son basicas y pequenas lo
cual facilita su unién con el ADN para ejercer su funcion, la de
empaquetamiento del ADN para formar parte de la cromatina.

Las histonas son de dos tipos: H1 (6 H5) y las histonas nucleosémicas.

Las histonas nucleosémicas son mas pequenas (102 a 135 aminoacidos) y
forman los nucleosomas al plegar el ADN sobre un grupo de ellas. A este grupo
corresponden la H2A, H2B, H3 y H4, son muy estables, conservando su
configuracion a lo largo de diferentes especies eucariotas y se encuentran en
gran numero (alrededor de 60 millones de cada tipo) en el nucleo de la célula.
Las histonas pueden ser modificadas tras la traduccion lo que genera un
cambio en sus propiedades de unién al ADN y a las proteinas nucleares. Las
histonas H3 y H4 tienen largas colas N-terminales hacia el exterior del
nucleosoma que son susceptibles de ser modificadas. Las modificaciones que
pueden sufrir las histonas son: acetilacion, metilacion, fosforilacion y mono-
ubicuitinacion y sumoilaciéon. Estas variaciones pueden ser heredadas, influir
en la expresion génica, cambiar la arquitectura local de la cromatina y reclutar
otras proteinas que reconozcan modificaciones especificas de las histonas.
Existe una correlacion entre la acetilacion de histonas y el aumento de
transcripcion, que parece ser debida a que tras acetilarse la histona se une
menos al ADN. Por otra parte parece haber activadores de la transcripcion que
se unen especificamente a acetil-lisina. La metilacion de histonas, por tanto,
puede activar o reprimir la transcripcion dependiendo de qué residuos de lisina

y en qué histonas son metilados.
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Los fendmenos epigenéticos mas importante son la metilacion del ADN y la

acetilacion de histonas (Figura 21).
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Figura 21. Fenémenos epigenéticos. Metilacion de ADN y acetilacién de histonas.

4.5 Epigenética y sistema renal.

4.5.1 Papel de la epigenética en el sistema renal:

En los ultimos afios el estudio genético del desarrollo embriolégico renal ha
cobrado una relevancia importante (143).

Alteraciones epigenéticas, que no afectan a la secuencia de nucleétidos,
provocarian alteraciones en la expresion de los genes implicados en el
desarrollo renal pudiendo ser los responsables de diferentes maneras de
expresion del fenotipo de la enfermedad renal.

En el décimo dia de desarrollo embriolégico renal del ratén, el mesodermo
intermedio se compone de un agregado de células llamadas mesénquima
metanéfrico. Este mesénquima responde a las sefiales inductivas provenientes
de la yema ureteral por parte del gen Wnt, que promueve la agregacién y la
conversion del mesénquima a epitelio. Estas sefiales inductivas, aunque
normalmente son proporcionadas por la yema ureteral pueden provenir de
muchos otros tejidos, estan epigenéticamente programadas para responder de
una forma limitada, de tal manera que soélo un cierto tipo de epitelio y de
estroma pueden surgir como respuesta a la sefial de Wnt (144).

Las mutaciones genéticas en el raton y la manipulacion de los tejidos en el
embrién de pollo han ayudado a definir algunos componentes criticos en

mesodermo intermedio y mesénquima metanéfrico.
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Las proteinas PAX-2, LIM-1, y OSR-1 son necesarias y en algunos casos
suficiente para desarrollar el mesodermo intermedio desde el mesodermo
paraxial (145).

Las interacciones epigenéticas entre estos tres genes aln no estan claros. En
el ratdon, Pax-2 se expresa a pesar de ser Lim-1 u Osr-1 mutantes, sin
embargo, Lim1 no se expresa en Pax-2/8 mutantes. En el momento de la
especializacion mesodérmica, la expresion ectépica de Pax-2 puede formar
mesodermo intermedio en el embridn del pollo. En el embrién de la rana, Pax-2
junto con Lim-1 también pueden generar tejido renal aunque Osr-1 tiene una
actividad similar actuando en solitario.

La activacién de los genes Pax-2/8, Lim-1, y Osr-1 es dependiente de su
localizacién y requieren sefiales ambientales locales. James y Schultheis en
2005, sugieren que bajo la influencia de Bmp en la placa mesodérmica lateral
se expresan Osr-1 y Pax-2 y se genera la formacion del mesodermo
intermedio, mientras que las sefales axiales pueden inhibir las Bmp para
suprimir este mesodermo intermedio. Por lo tanto, la expresion Pax-2/8 podria
ser iniciado entre la placa mesodermo axial y lateral por la accion de dos
gradientes opuestos (146).

En desarrollo renal la familia Hox tiene relevancia. La pérdida de expresion de
Hox-11 resulta en una agenesia renal como consecuencia de la supresion de
Gdnf y Six-2. La interaccién entre estos genes para el desarrollo del rifién
metanéfrico esta sustentada por los datos sobre la regulaciéon de Six-2 por
parte de un complejo de proteinas que incluye Hox-11, Pax-2 y Eya-1 en el
mesénquima metanéfrico (147) .

Los cambios epigenéticos en loci especificos que actdan para delimitar el
potencial de desarrollo de estas células madre renales siguen siendo
determinantes. La proteina PAX-2 esta ligada a un complejo histona
metiltransferasa ALR/MII2 y MII3 a través de la proteina adaptadora PTIP.
PAX-2 puede serina / treonina fosforilada en respuesta a las sefiales de Wnt; la
interaccion de PAX-2 con PTIP promueve la metilacion de H3K4 en loci
especificos renales bajo estas sefiales inductoras. Aunque PTIP no es rifidén
especifica, puede servir como enlace entre PAX-2 y otras proteinas especificas
de la maquinaria epigenética con importantes decisiones con respecto al

destino celular que tienen que desarrollar. En consonancia con esta idea,
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mutaciones en PTIP son letales y muestran una reduccién global de Ia
metilacion de H3K4 (148). Estos datos sugieren que la funcion de Pax-2/8 es
proporcionar locus y especificidad tisular para las sefiales epigenéticas y
restringir el desarrollo del mesodermo intermedio al linaje celular renal.

La enfermedad renal crénica es en parte una consecuencia de la edad. En el
glomérulo, el envejecimiento de los podocitos hace que exhiban una morfologia
alterada y patrones de expresion de los genes alteradas, En los mamiferos, la
reduccion de los niveles de ADN metilado se correlaciona con la edad, lo que

sugiere que la represion de la expresion génica pueden perderse con el tiempo.

4.5.2 Alteraciones epigenéticas en la fibrosis renal:

La fibrosis renal se puede definir como un proceso de cicatrizacion patoldgica
llevada a cabo por fibroblastos activados que presentan un aumento de
actividad proliferativa, matriz extracelular y expresion de actina muscular (149,
150).

A diferencia de la reparacion fisioldgica, la fibrosis es un proceso patolédgico
que no cesa, incluso cuando la lesion inicial ha desaparecido. Esta
caracteristica de "perpetuacion” se refleja en los fibroblastos, los mediadores
principales de fibrogénesis. A diferencia de la reparacion fisiologica, los
fibroblastos no vuelven a su situacién de quiescencia una vez que se han
activado. Dicha activacion es tan robusta que se mantiene incluso cuando son
cultivados en plastico. Esto ha conducido a la hipoétesis de que determinadas
marcas celulares estan implicadas en la activacion de los fibroblastos en la
fibrogénesis.

Se han encontrado evidencias de que la hipermetilacion de ADN de genes
especificos desempefia un papel importante en la activaciéon de los
fibroblastos, que en ultima instancia contribuye a la fibrogénesis en el rifién.

En los ultimos afos, estudios experimentales como los de Betchel et al en 2010
y Tampe et al. en 2012 demuestran que el agente demetilante 5'Azacitidina
(5'Aza) normaliza el fenotipo de los fibroblastos activados in vitro y se produce
una mejoria de la fibrosis renal tras su administracion a ratones (151, 152).
Esto hace sugerir que la hipermetilaciéon aberrante estaria implicada en la
patogénesis de la activacion de los fibroblastos y por lo tanto en la consecuente
fibrosis renal.
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Dichos estudios trabajaron con una bateria de 12 genes que se encontraban
hipermetilados en los fibroblastos de rifiones con fibrosis y no en el grupo
control. El gen Rasal-1 se encuentra dentro de los genes seleccionados. Es un
gen que inactiva la via Ras-GTP, esto quiere decir que la disminucion de los
niveles de Rasal-1 causan un aumento intrinseco de senalizacion Ras-GTP,
similar a la oncoproteina Ras en el cancer.

La fibrosis renal en los modelos experimentales se asocia con la
hipermetilacion de Rasal-1 llevada a cabo por la metiltransferasa DNMT-1. La
hipermetilacion de Rasal-1 conlleva a su represion transcripcional causando la
activacion de los fibroblastos y por lo tanto fibrosis renal.

Tanto la lesién renal aguda reversible y fibrosis progresiva crénica se asocia
con la represion transcripcional de Rasal-1; sin embargo, la regeneracion
espontanea del rindn después de la lesidbn aguda se asocia con la
normalizacion de la expresion Rasal-1 (Rasall no esta metilado en el dafio
renal agudo), mientras que la fibrosis crénica progresiva se asociada con la
metilaciéon y por tanto supresion transcripcional de Rasal-1. Esto se explica con
el cultivo celular en el cual la exposicion de los fibroblastos durante un corto
espacio de tiempo a TGF-p causa una activacion transitoria de los fibroblastos
e induce a una supresion del gen Rasal-1 sin que éste se encuentre en estado
de hipermetilacion. Por el contrario, la exposicion a largo plazo a TGF-f causa
la activacion persistente de los fibroblastos ya que induce la hipermetilacion del
gen Rasal-1 provocando la represion transcripcional del mismo.

Estos estudios sugieren que la represion transcripcional de Rasal-1 forma parte
del programa de activacion de fibroblastos y que su hipermetilacion provoca la
activacion de forma permanente lo que conduce a la fibrosis renal.

La metilacion aberrante del ADN en la fibrosis renal no esta limitada a Rasal-1
ni a los fibroblastos sino que también hay otros genes y tipos celulares

implicados en ella.

4.5.3 Metilacion aberrante y la via Ras en el sistema renal:

La hipermetilacion de determinados genes podria estar en relacidon con la
perpetuacion de la activacion de fibroblastos y en consecuencia con la fibrosis
renal (ver punto 4.5.2). La familia Ras regula diferentes tipos de respuesta

celular como la proliferacion, apoptosis, migracién y la adhesion.
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El ciclo de las Ras-GTPasas alterna entre la forma GTP que expresa su
estado “on” y GDP que representa la forma “off’. A través de receptores tirosin
quinasa regulan el factor de crecimiento plaquetario (PGF), el factor del
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos.
También tienen efecto sobre los receptores de la angiotensina Il y el endotelial
asi como en la formacion de TGF-p.

El gen Rasal-1 pertenece a la familia RAS-Gap. Su funcién, en condiciones
normales, es la inactivacion de la respuesta celular mediante la union a GTP-
Ras provocando la hidrélisis hacia GDP-Ras.

La hipermetilacién del gen Rasal-1 provocaria su silenciamiento epigenético lo
que conllevaria a la activacion de los fibroblastos y la fibrosis renal de una
manera irreversible.

Esta desregulacion de las citoquinas controladas por la cascada Ras explica la
fisiopatologia de la enfermedad renal mediante la fibrogénesis y el fallo renal
que desencadenan.

Betchel et al pusieron de manifiesto no sélo la relacidon existente entre la
hipermetilacion del gen Rasal-1 con la fibrogénesis renal sino que ésta se
trataba de una respuesta a la exposicion de manera prolongada a TGF-f y es
llevada a cabo por la ADN metiltransferasa DNMT1 (151, 153, 154).

51




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

Apoptotic cell
g
Active eell cyele . Gl ~
s . M\
EEg el s - (] 4 Coll cycle arrest
YT T I
bl (&) G2M arrest p_m'"hhm
. . T . l INK inhibitors
Faclors ']mm_,in“ JNK activation
progression of cell cycle
TGFbetal, Anti- TG Fb strategies
CTGF, others
Damitl inhibitor
DNA methylation
———— inhibitor

4 Rasall activator

|———— HRasinhibitor

‘

Fibruosis

Figura 22: Via Ras en el sistema renal. La inactivacion del gen RASAL-1, perteneciente a la
familia RAS, se relaciona con el proceso de fibrosis renal mediante la activacion y proliferaciéon
de fibroblastos. Adaptado de Ortiz, 2010 (155).

4.6 Nuevas estrategias diagnésticas y terapéuticas basadas en
alteraciones epigenéticas en la patologia renal:

Los avances en el estudio epigenético han despertado un gran interés para
disefar e implementar alternativas terapéuticas eficaces.

Inicialmente el estudio de las enfermedades se basd en buscar genes que
estuvieran relacionados con su etiologia. Sin embargo, en algunos casos no se
encuentran lesiones genéticas que expliquen el comportamiento patolégico ni
ningun patrén de herencia mendeliana.

La epigenética estudia cambios hereditarios, pero potencialmente reversibles,
de la expresion genética mediada por patrones de metilacion de ADN vy la

alteracion de la estructura de cromatina.
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Los futuros caminos que se abren en el estudio de la epigenética se basan en
(Figura 23):

- Definir los epigenomas estandar ya que la organizacion epigenética
anormal solo podra ser definida cuando se conozcan los patrones normales de
cada tipo celular.

En la actualidad, los conceptos como islas CpG o elementos transponibles se
utilizan para definir secuencias no-metiladas o metiladas, respectivamente.
Idealmente, en el futuro se podran definir patrones epigenéticos para cada una
de las lineas celulares en diferentes etapas de desarrollo del cuerpo en varios
organismos como una base importante de los estudios de enfermedades (156).
- Identificar la variabilidad epigenética

Una vez que se hayan definido los epigenomas normales, se tratara la
heterogeneidad entre los diferentes patrones individuales. Al recopilar
informacién sobre varias poblaciones, probablemente se podran asociar
cambios individuales con caracteristicas generales de algun grupo demografico
que tiene factores en comun.

Considerando que varios cambios epigenéticos ocurren durante las etapas
tempranas de la enfermedad humana, se espera que ese rango de variabilidad
pueda ser un instrumento de diagnéstico para los individuos que sean aun
asintomaticos (156).

- Estudios especializados sobre fuentes de variabilidad epigenética
Paralelamente a los estudios previamente mencionados, se podra comparar
informacién contenida en cohortes para determinar si hay factores especificos
que influyen el comportamiento epigenético (156).

- Estudios de asociacion epigenémicos

Poder realizar estudios de asociacion epigendomica sobre enfermedades
especificas. La localizacién y el grado de variabilidad en el genoma seran utiles
porque permitiran comprender la funcién de la desregulacion epigenética en los
mecanismos patolégicos. Con esto se podran disefiar biomarcadores para la
deteccion temprana y prondstico (156).

- Mayor desarrollo bioinformatico

El estudio epigendémico requiere de herramientas para organizar, manejar y
analizar una gran cantidad de datos generados en los estudios, por lo tanto,

sera necesario promover la epigendmica computacional para poder cumplir con
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esas necesidades (156).
A la vista queda por tanto que la epigenética empleada como un biomarcador
es una herramienta importante en el diagnéstico precoz de una serie de

patologias.

EPIGENOMAS VARIABILIDAD

STANDAR EPIGENETICA
EPIGENETICA

DESARROLLO ASOCIACION

BIOINFORMATICO EPIGENOMICA

Figura 23. Futuros caminos de desarrollo de la epigenética.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Objetivo principal:

e Conocer si la metilacion tiene alguna relacién con la fibrosis
fisiopatolégica producida en la estenosis pieloureteral intrinseca

congénita.

Objetivos secundarios:

* Si existe esta relaciéon, ¢la metilacion podria convertirse en un
biomarcador de la estenosis pieloureteral?.

* Qué papel juega la metilacion en la estenosis pieloureteral si se
demuestra dicha asociacion.

* Esta relacion tendria aplicacion en el algoritmo diagndstico-terapéutico
de la estenosis pieloureteral.

e Encontrar una "huella epigenética" que nos permita identificar a
pacientes con estenosis pieloureteral, que pueda tener una correlacion
con la evolucién clinica, pudiendo usarse en un futuro como factor

diagnéstico y prondstico.
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MATERIAL Y METODOS

1. Seleccion del material.
1.1 Pacientes:

Se han seleccionado 20 pacientes intervenidos de estenosis pieloureteral en el
Servicio de Cirugia Pediatrica del Hospital Clinico Universitario de Santiago de
Compostela entre los afios 1995 y 2011.

Para la obtencién de la muestra de los pacientes seleccionados se eliminaron
aquellos que tuviesen cualquier otro tipo de patologia urolégica asociada,
afectacion bilateral o alguna caracteristica obstructiva no intrinseca (vaso
polar). El protocolo de diagnéstico de los pacientes se basa en estudio
radiolégico mediante ecografia y renograma diurético MAG-3 prequirugico. El
seguimiento de los pacientes se realizé en las Consultas Externas del Servicio
de Cirugia Pediatrica del Hospital Clinico Universitario de Santiago de
Compostela mediante ecografias y renogramas diuréticos MAG-3
postquirdrgico de manera seriada en los controles periddicos.

De la base de datos del Servicio de Anatomia Patologica “Pat-Win” se
obtuvieron las piezas quirirgicas de los pacientes intervenidos para su
posterior procesamiento y analisis.

Los datos de cada paciente se encontraban recogidos en sus Historias
Clinicas, desde el afio 2008, estos datos se recogieron a través del sistema
informatico de Historias Clinicas informatizada “IANUS”.

A partir del Archivo de Historias Clinicas de Complexo Hospitalario Universitario
de Santiago de Compostela (CHUS) y del Archivo del Servicio de Anatomia
Patologica del CHUS se consultaron los siguientes datos: edad, sexo, lado
afecto, forma de diagnéstico, clinica, tipo de cirugia, ecografia y renograma

diurético MAG-3 pre y postquirurgico y situacion clinica actual.
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1.2 Seleccion de muestras:

Se han seleccionado las 20 piezas quirurgicas de union pieloureteral resecadas
durante las cirugias de estenosis pieloureteral. Realizadas en el Hospital
Clinico Universiario de Santiago de Compostela entre los afios 1995 y 2011.

De cada muestra, que se etiqueta con un numero de referencia, se extrae ADN
comprobando su cantidad y calidad mediante espectroscopia (NanoDrop 1000

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific).

2. Estudio histopatolégico:

Las piezas quirurgicas de estenosis de la union pieloureteral remitidas de
quiréfano fueron fijadas en formol tamponado (10%) durante 24 horas, e
incluidas en parafina de acuerdo con los procedimientos estandarizados del
Servicio de Anatomia Patoldgica.

De casa bloque de parafina se realizaron secciones seriadas de 4 um de
espesor, tefiidas con hematoxilina-eosina (H-E).

De las 20 piezas se disponia de bloques de parafina representativos. En todos
los casos se revisaron las preparaciones histolégicas tefiidas con H-E que
permitieron seleccionar los bloques mas caracteristicos.

En cada muestra se selecciond la zona correspondiente a la estenosis
pieloureteral que se incluyeron en parafina y congelaron. Se realizaron cortes
de las zonas acotadas (en una media de 5-10 cortes de 5 um) que se
recogieron en tubos de eppendford rotulados con el numero de referencia

correspondiente para extraccion de ADN.

3. Parametros a estudio.

3.1 Parametros clinico-patolégicos empleados en el estudio:

Hemos elegido los parametros clinico-patolégicos de: edad, sexo, lado afecto,
edad al diagndstico, sintomatologia, filtrado glomerular renal (FGR) pre vy
postquirurgico e incidencias durante el seguimiento evolutivo que se recogen

en la tabla 5.
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Sexo | ...  Edad. Edad .. | FGR | FGR L
Ref. v/M Rifidn Diagnostico | Cirugia Indicacién preQ | postQ Situacion
(Meses) (Meses)

1 H Izquierdo Prenatal 12 ITU 86 90 ITU

2 H Izquierdo Prenatal 11 Asintomatico | 67.05 70 Asintomatico
3 M Izquierdo Prenatal 4 ITU 65 67 ITU

4 H Izquierdo Prenatal 60 Asintomdtico | 192 127 Asintomatico
5 H Izquierdo Prenatal 8 Asintomatico 63 70 Asintomatico
6 H Izquierdo Prenatal 4 Asintomdtico | 107 110 | Asintomético
7 H Derecho Prenatal 17 Asintomatico | 107 108 Asintomatico
8 M Izquierdo 156 156 Célico 128 129 Asintomatico
9 H Izquierdo 10 18 Asintomatico | 79,8 102 Asintomatico
10 M Derecho Prenatal 5 Asintomatico | 55,8 130 Asintomatico
11 H lzquierdo Prenatal 4 Asintomatico | 103 | 101,35 | Asintomatico
12 M Izquierdo Prenatal 24 Asintomatico | 100 97 Asintomatico
13 H lzquierdo Prenatal 11 Asintomatico 82 89 ITU

14 H Derecho Prenatal 12 Asintomatico | 109 113 Asintomatico
15 M | lzquierdo Prenatal 7 Asintomatico | 106 121 | Asintomdtico
16 M Derecho 13 36 Asintomatico | 110 120 Asintomatico
17 H Izquierdo 3 5 Asintomatico 56 169 | Asintomatico
18 M Derecho Prenatal 4 ITU 60 110 Asintomatico
19 M Derecho Prenatal 12 ITU 95 120 Asintomatico
20 \Y Derecho 228 228 Cdlico 82.9 98 Asintomatico

Tabla 5. Parametros clinico-patolégicos.

3.2 Parametros del estudio de imagen:
Hemos elegido los parametros radiolégicos pre y postoperatorios de: grado de
hidronefrosis y grosor de la cortical, funcién renal y el tiempo de eliminacion en

el renograma diurético MAG-3 pre y postoperatorios (tabla 6).
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Grado . Grado Funcién Funcién
Ref. HN Cortical HN Cortical renal renal T :,l/Z . T 1,/2 .
preQ preQ PostQ PostQ precirugia | postcirugia precirugia | postcirugia
1 3 No 2 No 43% 50% >20 MIN 6,7 MIN
2 3 Si 1 No 32.5% 31% >20 MIN 7.5 MIN
3 3 Si 2 Si No PRE 21,5% >20 MIN 7,7 MIN
4 2 No 1 No 49.5% 52% >20 MIN 5,7 MIN
5 4 Si 1 No 31.2% No valido >20 MIN No valido
6 3 No 2 No No Vdlido 48,5% >20 MIN 6 MIN
7 3 No 2 No 47,7% 46,8% >20 MIN 17 MIN
8 3 No 1 No 45% 44,3% >20 MIN 14 MIN
9 4 Si 2 No 56,5% 50% >20 MIN 16 MIN
10 4 Si 4 Si 36% 35% >20 MIN 8 MIN
11 4 Si 3 No 19% 16,7% >20 MIN 11 MIN
12 4 No 3 No 46% 51% >20 MIN 5,2 MIN
13 4 Si 2 No 40% 50% >20 MIN 9 MIN
14 3 Si 2 No 44% 49% >20 MIN 9 MIN
15 3 Si 3 Si 47% 49% >20 MIN 22 MIN
16 4 Si 2 No 46% 45% >20 MIN 7.2 MIN
17 3 No 2 No 50% 45% >20 MIN 12 MIN
18 3 Si 3 Si 33% 30% >20 MIN 14 MIN
19 4 Si 3 No 41% 46,8% >20 MIN 12 MIN
20 4 Si 1 Si 41% 35% >20 MIN 5.7 MIN

Tabla 6. Parametros de imagen.

4. Extraccion del ADN:

Se realizé segun el protocolo aconsejado para el kit de aislamiento de ADN
genomico Puregene (GENTRA, USA).

Los cortes de parafina se tratan con Xilol y Etanol para su desparafinacion.

Los fragmentos de tejido se incubaron a 65°C en una solucién de lisis celular y
proteinasa K (1 mg/ml) hasta observar lisis tisular total.

Las proteinas fueron eliminadas por precipitacion en acetato de amonio 7,5 M
pH 7,5. El ADN fue precipitado con isopropanol, lavado con etanol 70%,
resuspendido en solucion de hidratacion (buffer TE pH 8,0) y almacenado a

- 20°C.
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4.1 Protocolo de extraccion de ADN:

Soluciones necesarias: Buffer de lisis (50 mM de Tris HCI, 50 mM EDTA
pH 8, 1% de SDS y 50 mM de NaCl), Proteinasa K (10 mg/ml), NaCl ( 5 M), TE
1X pH.8 (autoclavado), Etanol o isopropanol absolutos a -20°C y opcionalmente
RNasa A (10 mg/ml).

1. Colocar una pequeia muestra de tejido (unos 20 mg) o proveniente de
parafina tras su desparafinizacion en un Eppendorf de 1.5 o0 2ml.

2. Agregar 500 pl de buffer de lisis y 10 pl de proteinasa K.

3. Incubar a 55°C, con agitacion, toda la noche.

4. Centrifugar al maximo (15.000 rpm) 15 min.

5. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio. Evitar llevarse la fraccion solida del
fondo

6. Agregar 300 pl de cloruro de sodio, que lleva a precipitar proteinas, agitar
brevemente y centrifugar al maximo 15 min.

7. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio. Agregar igual volumen de
isopropanol a -20°C o doble volumen de etanol a -20°C. Agitar lentamente,
luego mezclar completamente.

8. Centrifugar 15 min. Descartar el sobrenadante con cuidado de no tirar el
pellet.

9. Lavar con 750 pl de etanol 70°, evitando perder o disgregar el pellet.

10. Descartar el alcohol. Secar en estufa a 37°C.

11. Resuspender en 50 yl 1xTE. Agitar e incubar a 55°C 2 horas.

12. Guardar a -20°C.

5. Microarray.

5.1 Conceptos generales de microarray:

A finales de los anos 80, Stephen Fodor, Michael Pirrung, Leighton Read y
Lubert Stryer desarrollaron los arrays, una revolucionaria tecnologia para la
determinacioén y cuantificacion de ADN en una muestra.

La principal ventaja de esta novedosa tecnologia frente a los métodos
tradicionales (Northern, Southern, etc.), residia en la posibilidad de analizar

simultaneamente miles de genes (157).
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Un array de ADN consiste en un gran niumero de moléculas de ADN ordenadas
sobre un sustrato sélido de manera que forman una matriz de secuencias en
dos dimensiones. Estos fragmentos de material genético pueden ser
secuencias cortas llamadas oligonucleétidos, o de mayor tamafio, cDNA (ADN
complementario, sintetizado a partir de mRNA), o bien productos de PCR
(replicacion in vitro de secuencias de ADN mediante la reaccién en cadena de
la Polimerasa) (158).

Los fragmentos de ADN de una sola hebra inmovilizados en el soporte, se les
denomina “sondas” y se depositan en la superficie del array en forma de
fragmentos o genes completos generalmente procedentes de librerias génicas.
Los acidos nucleicos de las muestras a analizar se marcan por diversos
métodos (enzimaticos, fluorescentes, etc.), los métodos mas utilizados para
marcaje de sondas o dianas en microarrays son los quimicos o enzimaticos,
utilizandose comunmente los fluoréforos Cy3 y Cy5 (cianinas) (158).

Tras el marcaje se incuban sobre el panel de sondas, permitiendo la
hibridaciéon (reconocimiento y uniéon entre moléculas complementarias) de
secuencias homologas. Durante la hibridacién, las muestras de material
genético marcadas, se uniran a sus complementarias inmovilizadas en el
soporte del chip, permitiendo la identificacion y cuantificacion del ADN presente
en la muestra a estudio (159) (Figura 24).

El escaner y las herramientas informaticas de software interpretan y analizan

los datos obtenidos.
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Figura 24. Microarray. Adaptado de http://www.Agilent.com

5.2 Protocolo microarray Agilent para el analisis de ADN metilado:
Se siguio el protocolo de Agilent para el andlisis de ADN metilado. Para
conocer el detalle de los elementos, reactivos, condiciones y parametros se

puede consultar la pagina:
http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G417090012_Methylation_Protocol_v.2.0.pdf.

En resumen, los pasos del protocolo son:

. Preparacion de las muestras:
o Preparado del granuloma magnético
o Preparacion del ADN para la inmunoprecipitacion
o Inmunoprecipitacion del ADN metilado
o Lavado y eluicién del ADN metilado del granulado
o Extraccion del inmunoprecipitado y referenciacion del ADN
con fenol-cloroformo

. Etiquetar las muestras:
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o Etiquetar el ADN con tincion fluorescente
o Limpieza y etiquetado del ADN genémico
. Hibridacion y lavado:
o Hibridacién del microarray
= Preparacion del Buffer de lavado
= Preparacion del equipo
= Lavado de los cristales de los microarrays
o Solucién para estabilizacion y secado:
= Precalentamiento de la soluciéon de estabilizacion y
secado
= Lavado del microarray con la solucién de
estabilizacion y secado
. Escaneo de las caracteristicas:
o Escaneo del microarray empleando el GenePix Scanner

o Extraccion de los datos mediante software

5.3 Analisis de los datos:

Para el analisis de los datos se empled el software GenePix Pro 4.0.

Las imagenes obtenidas son procesadas y la informacién resultante dispuesta
en forma matricial, formando lo que se denomina matriz de expresién genética.
La matriz de expresion genética contiene el nivel de expresion de los genes
(dispuestos en las filas de la matriz, un gen por cada fila) para cada una de las
muestras de estudio (dispuestas en las columnas de la matriz, una muestra por
columna). Esta matriz resulta una plantilla especifica para cada gen.

Antes de analizar las matrices se realiza el preprocesamiento y normalizacion
de los datos para eliminar la variabilidad ligada al proceso de hibridaciéon de los
arrays. Se realiza manualmente la validacion de los datos reduciendo, quitando
y/o moviendo los datos inconsistentes (Figura 25). Se realiza la transformacion
logaritmica de escala, el nivel de expresion de un gen se expresa como el
cociente del valor de expresion en la muestra objeto de estudio respecto al

valor de expresion en la muestra tomada como referencia (160).
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Figura 25. Normalizacion de datos del array. (Captura del programa GenePix Pro 4.0)

Se realiza por ultimo el scaneo de los datos en funcién a la intensidad de los
mismos tras la correccion con controles y el fondo. Los datos se trasladan a
una hoja Excel de resultados.

El perfil de expresiéon génica fue determinado mediante la comparacién de los
grupos experimentales (2 pacientes con estenosis pieloureteral) con los grupos
control (2 uniones pieloureterales) con test no-paramétricos utilizando un
criterio para definir los genes metilados entre los diferentes conjuntos de

muestras: una tasa de cambio absoluta de 2,0 o mayor.

6. Prueba de metilacién especifica mediante PCR (MSP).

6.1 Conceptos generales de la MSP y modificaciéon del ADN con bisulfito:
La optimizacién de los métodos basados en el tratamiento del ADN con bisulfito
sédico, permite el analisis de un namero limitado de CpGs basandose en su
estado de metilacion (PCR especifica de metilacion, MSP) (Mills, 2002).

El bisulfito sddico convierte las citosinas no metiladas en uracilos, mientras las
metiladas permanecen como tales. Esta reaccion permite diferenciar ADN
metilado del no metilado.

La PCR especifica de metilacion (MSP) es la técnica mas utilizada para
estudiar la metilaciéon de islas CpG, comunes en los promotores de muchos
genes.

Las citosinas de las islas CpG se encuentran normalmente demetiladas en

69




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

tejidos normales, pero se metilan en promotores de genes implicados en
procesos celulares anormales como el cancer (Figura metilacion de novo).

La MSP es una de las técnicas mas eficaces para estudiar los perfiles de
metilacion de estas regiones. Las diferencias obtenidas entre alelos metilados y
demetilados al tratar con bisulfito sddico son la base de la PCR especifica de
metilacion, y son especialmente Utiles para el estudio de islas CpG por la
abundancia de sitios CpG que contienen.

El primer paso consiste en el tratamiento del ADN con bisulfito. Para ello se
desnaturalizan las hebras del ADN nativo calentando a 95°C . Una vez abiertas
las hebras se hace accesibles las regiones que contienen islas CpG para una
reaccion quimica con bisulfito sédico, que incluye sulfanizacién, deaminacion y
desulfonacién de citosina no metilado, con el producto final de uracilo.

Tras la purificacién y precipitacion se obtienen fragmentos de ADN con
secuencias transformadas o intactas segun el estado inicial, siendo la
modificacion en ausencia de grupos de metilo unidos a secuencia CG vy la
conservacion de secuencias CG unidos por grupo de metilo que impide la
reaccion con bisulfito.

El siguiente paso del proceso consiste en una PCR convencional con
amplificacién de regiones seleccionadas con una pareja de primers: uno de
ellos esta disefado para secuencia no transformada con bisulfito (metilada),
otro primer reconoce la secuencia que lleva el cambio tras el tratamiento con
bisulfito sddico.

En resumen, para cada muestra de ADN modificado se realizan dos PCR,

valorando el resultado en conjunto en el gel de agarosa.

6.2 Protocolo de MSP.
6.2.1 Tratamiento con bisulfito sédico.
6.2.1.1 Modificacion del ADN:

1.1.- 1ug de ADN en 50 ml agua
1.2.- Adadimos 5,7 ml de NaOH 3M (1,2 gr en 10ml).
1.3.- Incubacién durante 15 minutos a 37°C

1.4.- Adadimos 33 ml de Hidroquinona* (Merck) .
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La hidroquinona se prepara 20mM (0,11 gr en 50 ml agua). Se debe
proteger de la luz y mantener con agitacion continua.

1.5.- Ahadimos 530 ml de Bisulfito Sodico* (Sigma Aldrich) .
El Bisulfito Sédico se prepara 4,2M (4,45 gr en 10ml agua. pH 5.0)

1.6.- Incubamos las muestras 15 horas a 50°C EN OSCURIDAD
6.2.1.2 Purificaciéon: DNA-Clean-UP:
2.1.- Montar el sistema multiple de vacio, conectando a la bomba de

vacio. Se montan y rotulan las columnas y jeringuillas (Figura 26). Se
cierran los canales.

Figura 26. Sistema multiple de vacio.

2.2.- Se sacan los tubos de la incubacién y se les afiade 1 ml de resina
(bien agitada, agitandola cada 3-5 muestras).

Se afiade resina + ADN a las columnas. Se repite este paso con todas
las muestras.
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ONA puritizaie
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Figura 27: Sistema de purificacion de ADN. (Promega)

2.3.- Se abre el vacio y el flujo en las llaves de la columna.

2.4.- Una vez haya bajado todo el volumen, se anade 1 ml de
isopropanol 80% a la columna para lavarla.

2.5.- Una vez haya bajado todo el volumen, se afiade de nuevo otro 1 ml
de isopropanol 80% a la columna

2.6.- Cuando haya bajado todo el volumen, se pone la columna en el
eppendorf original.

2.7.- Se centrifuga 1 minuto a maxima velocidad (14.000 rpm) para
limpiar restos de isopropanol.

2.8.- Se pasa la columna a un tubo nuevo etiquetado al que se anade las
letras BS para indicar que es ADN tratado con bisulfito.

2.9.-Se afiaden 50 yl de Agua Destilada y se incuban 2 minutos a
Temperatura Ambiente. En este paso estamos consiguiendo que la
resina se suelte del ADN porque es lipofilica.

2.10.- Se centrifuga 1 minuto a maxima velocidad (14.000 rpm).
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Ademas del sistema tradicional, hemos utilizado un kit de metilacion
estandarizado (EZ DNA MethylationTM Kit, ZYMO RESEARCH, USA), que ha
demostrado una alta eficiencia en el proceso de conversion de mas del 99% de
los residuos de Citosina no metilados a Uracilo, siendo mas de 99% de
proteccion de Citosina metilada y una cobertura de mas de 80% del ADN.

El EZ DNA MethylationTM Kit (ZYMO RESEARCH, USA) consta de los

siguientes componentes:

* CT Convertion Reagent*
* M- Dilution Buffer
M-Binding Buffer
M-Wash Buffer**

* M- Desulphonation Buffer

* M-Elution Buffer

* Zymo-SpinTM IC columnas

¢ Collection Tube

* CT Convertion Reagent se remite en forma sdlida en un tubo oscuro y se
prepara para reaccion al instante para uso inmediato, dada su
fotosensibilidad. Para ello se anade 750 ug del agua destilada y 210 ug
de M- Dilution Buffer al tubo de CT Convertion Reagent, agitando la

mezcla durante 10 minutos en la temperatura ambiente.

** Una vez iniciando la utilizacion del kit se diluye el M-Wash Buffer

concentrado afiadiendo 96% del etanol absoluto a 24 ml del Buffer.

El protocolo que se ha seguido fue el siguiente:

1. Afadir 5 yl de M-Dilution Buffer a 1 ul del ADN ajustando el volumen total
hasta 50 yl con agua destilada en tubo de eppendorf rotulado.

2. Incubar la mezcla 30 minutos a temperatura 42°C.

3. Anadir 100 pl de CT Convertion Reagent recién preparado en cada tubo de
mezcla.

4. Incubar los tubos 12-16 horas en 50°C en Termomixer en oscuridad

5. Incubar los tubos durante 10 minutos en la nevera (0, +4°C).
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6.2.2 Precipitacion y purificacion del ADN tratado:

6. Anadir 400 yl de M-Binding Buffer a Zymo-SpinTM IC columnas colocadas
en los Collection Tube correctamente rotulados

7. Anadir a las mismas columnas el contenido del ADN modificado con bisulfito,
cerrar las tapas de las columnas e invertir la mezcla varias veces

8. Centrifugar a maxima velocidad (14.000 x g) 30 segundos. Desechar el
liquido de los Collection Tube.

9. Afadir 100 ul de M-Wash Buffer diluido a cada columna. Centrifugar a
maxima velocidad 30 segundos.

10. Anadir 200 yl de M- Desulphonation Buffer a cada columna almacenando
en la temperatura ambiente (20-30°C) durante 20-30 minutos. Centrifugar a
maxima velocidad durante 30 segundos.

11. Anadir 200 pl de M-Wash Buffer a cada columna y centrifugar a maxima
velocidad durante 30 segundos. Repetir el lavado 2 veces.

12. Colocar las columnas en tubos rotulados eppendorf de 1,5 ml. Afadir 12 pl
de M-Elution Buffer directamente al fondo de la columnas y centrifugar a
maxima velocidad durante 30 segundos, obteniendo ADN diluido en tubos
eppendorf.

13. Guardar el ADN purificado en el arcon de -20°

6.3 PCR especifica de metilacion (MSP):

La técnica de MSP se basa en el protocolo de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) estandar.

Configuracién de la reaccion:

El sustrato que hemos utilizado para cada reaccion consiste en 1 ul del ADN
modificado con bisulfito soédico. Los primers de PCR predisefiados se
especifican en la tabla 7 para una secuencia metilada (M) y una no metilada

(U) de cada gen.
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‘ Genes Fordward primer 5>3 Reverse primer 5>3
p16 M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA
P16 U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA

RASSFIAM GTTGGTATTCGTTGGGCGC GCACCACGTATACGTAACG
RASSFIAU  GGTTGTATTTGGTTGGAGTG CTACAAACCTTTACACACAACA
MGMT M GGTCGTTTGTACGTTCGC GACCGATACAAACCGAACG
MGMT U GTAGGTTGTTTGTATGTTTGT AACCAATACAAACCAAACA
E-CaderinaM TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT TAACTAAAAATTCACCTACCGAC
E-CaderinaU TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT CACAACCAATCAACAACACA
Ciclina-D2M GGCGGATTTTATCGTAGTCG CTCCACGCTCGATCCTTCG
Ciclina-D2U AGAGTATGTGTTAGGGTTGATT ACATCCTCACCAACCCTCCA
HIN-1 M GGTACGGGTTTTTTACGGTTCGTC A ACTTCTTATACCCGA TCCTCG
HIN-1 U GGTA TGGGTTTTTTA TGGTTTGTT CAAAACTTCTTATACCCAATCCTCA
RASAL-1M  GTGTATTTTTGTTTTCGTCGTTC CAAAGAACTCTTACCGAAACG
RASAL-1U  ATTTTATTAGGAGTTAGTGGTTAT CACAACAAACTCTTACCAAAACA

Tabla 7: Secuencia de primers de MSP. (M- secuencia metilada, U- secuencia no metilada)

Los componentes de reaccion para una MSP de volumen final de 25 pl son los

siguientes:

* Tampon de reaccion 10x (Buffer) - 2,5 pl

« MgCI2 - 2
« dNTPs - 2 l

e Forvard Primer -1 p |

* Revers Primer-1y |

* Enzima polimerasa (Tag-polimerasa) - 0,2 u |

* ADN - 1 pl
* Agua destilada - 15,3 pl

6.4 Eleccion de las condiciones de reaccion:

Las condiciones de reaccion de una amplificacion por PCR se componen del
numero total de ciclos a ejecutar, la temperatura y la duraciéon de cada paso en
los ciclos. La decision en cuanto a niumero de ciclos para ejecutar, se basa en
la cantidad de material de ADN.

El primer paso es la desnaturalizacion del ADN que hace que todo el ADN pase
a cadena sencilla. Se realiza con temperatura de 94°C en 30 segundos.

En el segundo paso, los oligonucleétidos cebadores (primers) encuentran sus

secuencias complementarias y se adhieren a ellas. Este punto es variable en
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cuanto a la temperatura (temperatura de annealing) que ajustamos segun las
caracteristicas de los primers, siendo 57°C para HIN-1, RASSF1A, Ciclina D2,
con duracién de 45 segundos, y 60°C para p16 con duracién de 30 segundos,
RASAL1 59°C con duracion de 45 segundos, MGMT 58°C con duracién de 45
segundos y E-Caderina 55°C con duracion de 30 segundos.

Finalmente, el ultimo paso en un ciclo de PCR es aquel en el que la ADN
polimerasa esta produciendo una copia complementaria del ADN diana a partir
de la secuencia de cebador de PCR, se realiza con la temperatura habitual de
72°C , considerado como la temperatura éptima para buena estabilidad térmica
de polimerasas.

Tras repeticion de los ciclos descritos se aflade un paso final de extension de 7

minutos a 72°C y conservacion del producto final en temperatura ambiente.

6.5 Electroforesis del producto de PCR y visualizacién del resultado:

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% en buffer TBE (Tris, Borato y EDTA), tefidos con bromuro de
etidio (Figura 28).

En el gel de agarosa aparecen bandas entre 150-200 pares de bases en todas
muestras amplificadas con primer no metilado por presencia de residuos de
“contaminacion” del tejido normal. Sin embargo la banda en muestra con ADN
modificado y amplificado con MSP con primer metilado aparece
especificamente en los casos con regiones del promotor amplificados e islas

CpG unidos a grupo de metilo.

76




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

Figura 28. Visualizacion del MSP. Visualizacion de la PCR mediante electroforesis en gel de

agarosa tras tincion con bromuro de etidio.

7. Seleccidén y descripcion de los genes seleccionados:

Se han seleccionado 7 genes para el estudio mediante PCR: p16, RASSF1A,
MGMT, E-Cadherina, Ciclina-D2, HIN-1, RASAL1. Para cada gen, se disefnaron

dos parejas de primer para PCR dentro de la

regiéon del promotor,

correspondientes a secuencia de promotor metilado (M) y no metilado (U)

(Tabla 7).
Genes Fordward primer 5>3 Reverse primer 5>3
p16 M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA
P16 U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA
RASSFIAM GTTGGTATTCGTTGGGCGC GCACCACGTATACGTAACG
RASSF1AU GGTTGTATTTGGTTGGAGTG CTACAAACCTTTACACACAACA
MGMT M GGTCGTTTGTACGTTCGC GACCGATACAAACCGAACG
MGMT U GTAGGTTGTTTGTATGTTTGT AACCAATACAAACCAAACA
E-CaderinaM TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT TAACTAAAAATTCACCTACCGAC
E-CaderinaU TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT CACAACCAATCAACAACACA
Ciclina-D2M GGCGGATTTTATCGTAGTCG CTCCACGCTCGATCCTTCG
Ciclina-D2U AGAGTATGTGTTAGGGTTGATT ACATCCTCACCAACCCTCCA
HIN-1 M GGTACGGGTTTTTTACGGTTCGTC A ACTTCTTATACCCGA TCCTCG
HIN-1 U GGTATGGGTTTTTTATGGTTTGTT CAAAACTTCTTATACCCAATCCTCA
RASAL-1 M GTGTATTTTTGTTTTCGTCGTTC CAAAGAACTCTTACCGAAACG
RASAL-1U ATTTTATTAGGAGTTAGTGGTTAT CACAACAAACTCTTACCAAAACA

Tabla 7: Secuencia de primers de MSP. (M- secuencia metilada, U- secuencia no metilada).
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7.1 p16 (Cycline—-depended kinase inhibitor 2A):

Es una proteina supresora de tumores codificada por el gen CDKN2A. Tiene un
papel fundamental en el control del ciclo celular. Regula la actuacién de las
ciclinas deteniendo el ciclo celular en la fase G1 'y G2.
Funciona como un estabilizador de la proteina supresora de tumores p53
cuando interactua y secuestra a Mdm2, una proteina responsable de la
degradacién de p53. También induce parada en G2 y apoptosis por una via
independiente de p53, evitando la activacion del complejo Ciclina B1/CDC2.
Las mutaciones de p16 van asociadas a un incremento en el riesgo de padecer

numerosos tipos de cancer (melanoma, eso6fago, gastrico, ADP) (161).

7.2 RASSF1A (Ras association domain family isoform A):

A nivel renal la proteina codificada por este gen controla el ciclo celular, la
estabilizacion microtubular, la adhesién celular, la motilidad y la apoptosis. Por
lo tanto la deplecion de RASSF1A se asocia con una aceleracion en la

progresion de la mitosis y un aumento en el riesgo de padecer

defectos
cromosomicos (162, 163).
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Figura 29. Via Ras. Funciones del gen RASSF1A.
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7.3 MGMT (O6-metilguanina ADN metiltransferasa):

El gen MGMT (O6-metilguanina ADN metiltransferasa) codifica una enzima
clave en el sistema de reparacion del ADN.

La hipermetilacién de la isla CpG ubicada en la region promotora del gen
MGMT es el principal responsable de muchos tipos de tumores como el
glioblastoma. Se ha observado sin embargo, que en los glioblastomas esta
hipermetilaciéon se asocia con una mayor supervivencia debido a la mejor
respuesta al tratamiento quimioterapico convirtiéndose asi, la hipermetilacién
del gen MGMT, en un importante biomarcador prondstico en este tipo de

tumores (164).

7.4 E-Cadherina:
Las cadherinas son moléculas monoméricas, que constituyen receptores
homofilicos que se unen a caderinas idénticas expresadas en células homo o
heterotipicas para establecer contacto célula-célula. Su accién es calcio y
temperatura dependiente. En una célula puede expresarse mas de una
cadherina. Se conocen al menos doce de ellas pero las mas estudiadas son
tres:
e E-Cadherina, presente en epitelios de diferentes tejidos como higado y
rinon.
* N-Cadherina, propia del tejido neural, se expresa en el cerebro pero
también en el musculo cardiaco.
* P-Cadherina encontrada en la placenta.
La accién de las Cadherinas permite la adhesion celular y la mantencion de los
tejidos, la persistencia de los espacios intercelulares, el desarrollo embrionario,
el crecimiento embrionario, la implantacion de los blastomeros y la

morfogénesis (165).

7.5 Ciclina-D2:

Es una proteina codificada por el gen CCND2. Pertenece a la familia de las
ciclinas, cuya funcién es regular el ciclo celular a través de las ciclinas
dependientes de la quinasa.

La Ciclina D2 forma un complejo con cdk4/cdk6, cuya actividad es esencial

para transicion G1-S del ciclo celular (Figura 20). Ademas también esta
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demostrada su implicaciéon en la fosforilacion del gen supresor del tumor Rb
(166).

Figura 30. Funcion de la Ciclina-D2 en la regulacion del ciclo celular.

7.6 HIN-1 (High —in normal-1):

Fue identificado como un gen altamente expresado en las células luminales
normales de mama, y con una expresion disminuida en carcinomas de mama
in situ e invasivos y metastaticos.

HIN-1 es una citoquina sin homologia con otros tipos de proteinas (167, 168).
Se sugiere un posible papel de HIN-1 en la formacién de lobulillos de mama y/o
diferenciacion terminal durante del embarazo. También puede estar
relacionado con la regulacién de la proliferacion celular epitelial, diferenciacion

y morfogénesis.

7.7 RASAL1 (Ras protein activator like 1):

La proteina codificada por este actia como supresores de la funcion de RAS
mediante la catalizaciéon hacia su forma de inactiva GDP permitiendo asi el
control de la proliferacion y diferenciacién celular.

A nivel renal esta inactivaciéon de la familia RAS trae como consecuencia la
activacion y proliferaciéon de los fibroblastos. La exposicion durante un periodo
breve de tiempo al TGF-B provoca el silencio del gen RASAL1 de forma
transitoria; sin embargo cuando esta exposicion al TGF-$ es prolongada se
produce la metilacion en las islas CpG del gen RASAL1 lo que conlleva su

inactivacion de forma permanente (151).
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8. Estadistica.

8.1 Programa PHYLIP:

La correlacién y agrupacion de los datos se ha llevado a cabo utilizando el
paquete de software filogenético/estadistico denominado PHYLIP.
http://www.phylogeny.fr/ es una web de acceso libre gratuito en la que se
puede construir y analizar la relacion filogenética entre secuencias
moleculares. Emplea diferentes programas bioinformaticos para construir
arboles filogenéticos a partir de las secuencias introducidas (169, 170).

Los andlisis filogenéticos son fundamentales para muchas &reas de
investigacion en biologia y tipicamente involucran la identificacion de
secuencias homoélogas, su alineacién multiple, la reconstruccion filogenética y
la representacion grafica del arbol inferido.

Phylogeny.fr ofrece tres modos principales segun las necesidades de cada
usuario:

El modo de "One Click"; es la opcibn mas basica. Tiene una alta
precision y velocidad para el reconocimiento de secuencias homologas. Utiliza
diferentes programas en los que tan soélo hay que introducir una secuencia de
entrada para obtener el arbol. Estos programas son: el MUSCLE para el
alineamiento multiple, PhyML para la construccion de arboles y TreeDyn para
la representacion de arbol.

El 'Advanced' permite personalizar los parametros de cada programa
explicados en el parrafo anterior.

El modo 'a la carta' ofrece mas flexibilidad y sofisticacion, ya que en el se
pueden crear una selecciéon y establecer los pasos necesarios, dentro de una
amplia gama de herramientas, para satisfacer las diferentes necesidades
especificas. (169, 170).

En nuestra muestra asociamos a cada variable un valor entre cuatro
posibilidades como maximo para establecer la secuencia que posteriormente
introdujimos en el programa PHYLIP empleando la opcién “Advanced” para la
construccion del arbol filogenético.

La asignacion de cada valor a nuestras variables fue el siguiente:

Sexo:

e Varéon: A
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e Mujer: T
Rifi6n afectado:

* lzquierdo: A

* Derecho: T
Edad al diagnéstico:

* Prenatal: A

* Menores de 1 afo: T

e Entre 1y 5 afios: C

* Mayores de 5 afios: G
La asignacion de los diferentes valores a los rangos de edad se realizé en base
a que la mayoria de los pacientes en la actualidad se diagnostican intrautero
debido al control del embarazo que se realiza en la actualidad, seguidos de
menores de 1 afio que debutan como ITU (infeccién del tracto urinario) o
retraso de crecimiento y entre 1 y 5 afos que corresponde a la etapa de
adquisicion de habilidades para el control de esfinteres y los pacientes
mayores de 5 afos en los que se manifiestan mas tardiamente como dolor tipo
colico.
Edad en la cirugia:

* Menores de 6 meses: A

e Entre 6 meses y un afo: T

* Entre 1y 3 afios: C

* Mayores de 3 afios: G
Los pacientes intervenidos antes de los 6 meses son pacientes cuyo
diagnostico es muy precoz y en los que en la evolucion clinica y radioldgica
presentan ITU (forma de expresion clinica mas frecuente) o empeoramiento
significativo en el seguimiento ecografico o en el renograma MAG-3 realizados
al mes y a los 3 meses de vida segun nuestro protocolo.
Los pacientes intervenidos entre 6 meses y un afio son aquellos en los que los
estudios de la funcién y eliminacion renal empeoran o se mantienen pero con
empeoramiento ecografico o clinico.
La distincion entre el grupo de 1 y 3 afios con los mayores a 3 afios pueden
recaer en que los pacientes mayores de 3 afios con estenosis pieloureteral en

la etapa de crecimiento y desarrollo pueden presentar un empeoramiento en
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los patrones obstructivos de eliminacion renal.
Indicacion:

* Infeccion de orina: A

e Asintomaticos: T

e Cdlicos: C

e Dolor lumbar: G
La mayoria de los pacientes en la actualidad debido el diagndstico prenatal se
diagnostican mientras se encuentran asintomaticos. En orden de frecuencia los
siguientes sintomas de presentacion son: ITU, cdlicos y dolor lumbar.
Filtrado glomerular:

+ <29 ml/min/1,73m* A

* 30-59 ml/min/1,73m* T

*  60-89 ml/min/1,73m* C

+ >90 mi/min/1,73m* G
*Asignacion realizada segun los distintos niveles de insuficiencia renal segun el
FGR.
Grado de hidronefrosis:

e 1:A

e 20T

« 3:C

e 4:G
*Asignacion realizada segun la clasificacion de hidronefrosis de la Sociedad de
Urologia Fetal.
Adelgazamiento en estudio ecografico de la cortical renal:

* Adelgazada: A

e Normal: T

Funcion renal:

* <30%: A

o 31-44%: T

e >44%:C

* No valido: G

La funcién renal oscila entre: funcién renal deteriorada de forma grave cuando

es inferior al 30%, deterioro leve cuando se encuentra entre el 31 y 41% vy
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funcién renal conservada cuando es superior al 44%.
Tiempo medio de eliminaciéon en renograma MAG-3 prequirurgico:

e >20 minutos: A

e <20 minutos: T
El tiempo medio de eliminaciéon en el renograma MAG-3 prequirdrgico se
clasifica como obstructiva si este tiempo es superior a 20 minutos o normal si
es inferior a 20 minutos.
Tiempo medio de eliminaciéon en renograma MAG-3 postquirurgico:

* <10 minutos: A

e 10-20 minutos: T

e >20 minutos: C

* No valido: G
El tiempo medio de eliminacién en el renograma MAG-3 postquirdrgico se
clasifica en normal si es inferior a 10 minutos, indeterminado si oscila entre 10 y

20 minutos y obstructivo si es superior 20 minutos.
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>1 >11
AAATACGCTTTCCAAA AAAATGGGACTAAATT
>2 >12
AAATTCCCAATTTAAT TAACTGGGTCTCCAAT
>3 >13
TAATACCCATAGAAAA AAATTCCGATTTCAAA
>4 >14
AAAGTGGTTATCCATT ATATTGGGATTTCAAT
>5 >15
AAAATCCGAATTGAGT TAATTGGCACACCAAT
>6 >16
AAAATGGCTTTGCAAT TTCCTGGGATTCCAAT
>7 >17
ATACTGGCTTTCCATT AATATTGCTTTCCATT
>8 >18
TAGGCGGCTATCCATT TTAAACGCACATAATT
>9 >19
AATCTCGGATTCCATT TTATAGGGACTTCATT
>10 >20
TTAATTGGAGATTAAT ATGGCCGGAAATTAAT

Tabla 8: Codificacion de las variables clinico patolégicas y de imagen. Estas variables
asignadas a las caracteristicas de cada paciente a estudio seran analizadas como una

secuencia por el programa PHYLIP.

Dichas variables se analizan con el software PHYLIP para generar un arbol de

distancias y semejanzas en forma de “phylograma” (Figura 31).
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Figura 31: Construcciéon del phylograma por el sistema Phylip.
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RESULTADOS

1. Datos clinico-patolégicos.

1.1 Analisis descriptivo:

ElI 60% de nuestros pacientes eran hombres y el 40% mujeres.

El lado izquierdo se encontraba afectado en un 65% de los casos.

El diagnoéstico se realizd en periodo prenatal en el 75% de los casos mientras
que el 25% restante se diagnosticé con una edad media de 82 meses.

La edad media con la que se intervinieron nuestros pacientes fue a los 31.9
meses.

Con respecto a la clinica, el 70% se encontraban asintomaticos en el momento
de la cirugia; el 30% restante presentaban algun tipo de clinica en el momento
de la indicacion quirurgica siendo en el 66% dolor tipo cdlico y en el resto ITU.
El filtrado glomerular renal (FGR) medio prequirdrgico fue de 92.7
ml/min/1,73m? y el postquirdrgico 107.06 ml/min/1,73m?.

Con respecto a la hidronefrosis prequirirgica en la ecografia el 5% tenian una
hidronefrosis moderada, el 45% severa y el 50% muy severa. Con respecto a la
hidronefrosis postquirirgica el 25% tenian una hidronefrosis leve, el 45%
moderada, el 25% severa y un 5% muy severa.

El parénquima renal se encontraba alterado previo a la cirugia en un 65%
mientras que posterior a la cirugia sélo el 25% lo presentaba adelgazado.

La funciéon renal media previa a la intervencidon quirargica era del 39.3%
mientras que la postquirurgica alcanzoé el 42%.

El T1/2 prequirirgico en todos ellos fue superior a 20 minutos, caracteristica
imprescindible en un renograma obstructivo. El T1/2 postquirdrgico medio fue
de 10.3 minutos.

En el seguimiento postquirurgico sélo el 15% presentaron sintomatologia.

Todos estos parametros quedan recogidos en la tabla 9.
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| PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS n % |

Sexo Hombre 12 60%
Mujer 8 40%

Lado afecto Izquierdo 13% 65%
Derecho 7 35%

Edad diagnéstico Prenatal 15 75%
Postnatal 5 25%

Edad Cirugia 31.9 meses

Clinica Asintomaticos 14 70%
ITU 2 10%
Colico 4 20%

FGR Precirugia 92.7 ml/min/1,73m?

FGR Postcirugia 107.06 ml/min/1,73m?

Grado de hidronefrosis prequirargica Grado 2 1 5%
Grado 3 9 45%
Grado 4 10 50%

Grado de hidronefrosis postquirargica  Grado 1 5 25%
Grado 2 9 45%
Grado 3 5 25%
Grado 4 1 5%

Adelgazamiento cortical prequirirgico  Si 13 65%
No 7 35%

Adelgazamiento cortical postquirargico Si 5 25%
No 15 75%

Funcién renal prequirurgica 39.3%

Funcion renal postquirtrgica 41.9%

T1/2 prequirurgico >20 min

T1/2 postquirargico 10.3 min

Evolucion Asintomatico 17 85%
Clinica 3 15%

Tabla 9: Parametros clinico-patolégicos de la serie.
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1.2 Anadlisis aplicando el programa Phylip:

Los datos se agruparon y analizaron segun el programa PHYLIP
(http://www.phylogeny.fr/) (169, 170).

En un primer momento codificamos el filtrado glomerular renal (FGR) con las
siguientes variables: <60 ml/min/1,73m2: A, 61-120 ml/min/1,73m?: T, 121-180
ml/min/1,73m?: C, >180 ml/min/1,73m* G.

Con estos datos obtuvimos la siguiente correlacion.
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Figura 32: Arbol |

En este arbol se presentaba la siguiente asociacion en 7 grupos de pacientes:
Grupo |I: Tres pacientes con las siguientes caracteristicas en comun; el rifidén
afectado era el izquierdo en todos ellos, presentaban una filtrado glomerular
renal postquirirgico entre 121-180 ml/min/1,73m?, la corteza renal no se
encontraba adelgazada ni en la ecografia pre ni en la postquirurgica, la funcién
renal en el renograma MAG-3 estaba conservada en el estudio pre y
postquirdrgico y todos presentan un T1/2 postquirdrgico indeterminado.

Grupo II: En este grupo se reunen 3 pacientes en los que la edad de
intervencion quirdrgica en todos ellos se encuentra entre los 13 y 36 meses,

son pacientes asintomaticos en el momento de indicar el tratamiento quirdrgico,
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su filtrado glomerular renal pre y postquirirgico se recoge entre 61-120
ml/min/1,73m?, el grado de hidronefrosis prequirtirgica corresponde en todos
ellos a un grado 4, la corteza renal no se encuentra adelgazada una vez
corregida la estenosis pieloureteral, la funcidon renal tanto pre como
postquirurgica esta conservada.

Grupo lll: Corresponde a 4 pacientes varones, todos ellos afectos del lado
izquierdo, con diagndstico prenatal, asintomaticos en el momento de la
indicacion de la cirugia. El filtrado glomerular tanto pre como postquirdrgico se
encuentra entre 61 y 120 ml/min/1,73m? y la corteza renal en todos ellos se
encuentra adelgazada en el momento prequirdrgico y se normaliza tras la
correccion de la estenosis pieloureteral.

Grupo IV: Corresponde a 3 pacientes afectos del lado derecho, cuya sospecha
diagnostica es prenatal con un filtrado glomerular renal postquirdrgico entre 61
y 120 ml/min/1,73m?, corteza renal en la ecografia previa a la intervencion
adelgazada y una funcion renal ligeramente deteriorada e el momento de la
indicacion de la cirugia.

Grupo V: Este paciente no comparte caracteristicas comunes con ninguno de
los otros grupos.

Grupo VI: Se recogen 2 pacientes varones afectos del lado izquierdo cuya
sospecha diagndstica es prenatal, con un filtrado glomerular renal entre 61-120
ml/min/1,73m? tanto pre como postquirdrgico, con un grado de hidronefrosis
grado 3 en la ecografia prequirdrgica y grado 2 en la postquirtrgica y una
corteza renal normal en ambos casos. La funcién renal postquirdrgica en
ambos se encuentra conservada y el T1/2 postquirdrgico es no obstructivo.
Grupo VII: Dos pacientes con afectacion del lado derecho, hidronefrosis
prequirdrgica grado 4, con corteza adelgazada en la ecografia tanto previa
como posterior a la correccién quirdrgica, funcién renal deteriorada levemente
pre y postquirdrgica y un T1/2 postquirdrgico no obstructivo.

Grupo VIII: Dos mujeres con afectacion del lado izquierdo cuya sospecha
diagndstica es prenatal y se intervienen entre los 13 y 36 meses. El filtrado
glomerular se encuentra entre 61 y 120 ml/min/1,73m? en el momento previo a
la cirugia, presentan una hidronefrosis grado3 en la ecografia prequirirgica y
un parénquima adelgazado tanto antes como después de la intervencion.

Su T1/2 postquirdrgico es no obstructivo.

92




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

[

Agrupacién drbol |

GRUPO I

Tabla 10

/
(=)

GRUPO II
GRUPO 111

(=)
=l

GRUPO IV
GRUPO V

%0€ >

/i
==

GRUPO VI
GRUPO VII

OdIyA ON

GRUPO VIII

0zL-l9 nLl

%by <

%oby <

08l-lgl OOILYWOLNISY,

¥ 0avyo 08i-lel 09> OOILYWOLNISY S3STIN9> TVIVNINd
| 0avyo 0zL-19 0Zl-19 021700 SISIN9E < SONV S <

NINOL>  NINOZ < %y < 7 0aIyA ON 7 IVINSON Z0avd9  IWA¥ON  €0avyo 0zZL-L9 0zL-19 78_2282_@« S3ISIN9> | IVIVNIYd OQH3INDZI  NOHVA 9 7
NINOL>  NINOZ<  %bb< %y < JVWHON 2OavdO  IYWHON  £00vd9  02i-i9 0zi-19 nil S3S3INzI-9 IVIVNINd OQHIINDZI  NOUVA )

_ NIW 02-0L NIW 02 < Y% < Y%y < TYWHON 2 0avyo TYIWHON £ 0avyo 0cL-19 0ZL-19 OJILYWOLNISY SISIN 9¢-€L TVIVNI™d OHOIYIA NOYVA L _
NIN O} > % < IYWHON 2 0avyo 0zi-19 OJILYWOLNISY S3SIN ZL-9 NOYVA 143
NIW 02-0} %P < IVINYON € 0avyo 0zL-l9 nLl S3S3ANZL-9 |3arnn 6l
NIN 02-01 %0€ > Yavzvolaavy £ 0avyo 09 > NLl S3S3IN 9 > H3Irnn 8l

NIN O} >
NIN O} >
OdITYA ON
NIW 02-01

NIW 02-01
NIN O} >
NIN O} >

%ty <
%by-L€
OdITyA ON
%0€>

S3ISIAN L9 €l
S3ISIANCL-9 4
S3ISIAN 9> S
S3ISIN 9 >

20avydo  vavzvoiaav S$3SANZL-0 OaY3INDZI NO¥VA 6
20avyo  vavzvoi3av SONVS-L  OHO3¥3d q3arnn 9l
€ 0avy9 IVIWHON IVIVNIYd  OQ¥3IN0zZI  ¥3rniN 143

NIW 02-01 NIN 02 < %by < %ty < IVWHON 20avydo IVWEON € 0avydo 0gL-lelL 09> OODILYWOLNISY S3STFW9> S3SANZL-0 OQH3INDZI NO¥VA Ll
NIW 02-0b NIW 02 < %by < %by < IYINHON 1 0avyo IVNHON 2 0avyo 08l-lelL 08l < OOILYWOLNISY S3SIN9E < TVIVNIYd Oa¥3INOzZI NOYVA 14
NIW 02-01 NIN 0T < %by < %by < VINEON | 0avyo VINEON £ 0avd9 08l-LclL 08L-12l 021700 S3ISIN9E <  SONVS < 0Oa¥3IN0ZI  H3rNN 8
_ 1SOdZ/lL  J¥dZ/IL  1SOd €OVIN 3T¥d EOVIN 1S0d 1¥02 1SOd NH 3¥d L¥0D 3¥d NH 1SOd¥O9d  3Jdd ¥9od VOINITD Xoavad  xaava3a oavil ox3s VIONIHISIH

93




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

Revisando la bibliografia, cambiamos los parametros de codificacion del FGR,
siendo la nueva codificacion: <29 ml/min/1,73m?%: A, 30-59 ml/min/1,73m? T,
60-89 ml/min/1,73m?: C, >90 ml/min/1,73m? G obteniendo asi la siguiente

correlacion.
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Figura 33: Arbol Il

En este arbol se presentaba la siguiente asociacion en 6 grupos de pacientes:
Grupo I: Relne dos pacientes afectos del lado derecho. Su filtrado glomerular
(FGR) postquirtrgico es en ambos superior a 90 ml/min/1,73m?. Presenta una
hidronefrosis grave en la ecografia prequirdrgica y el parénquima renal se
encuentra adelgazado tanto en la ecografia prequirirgica como en la post. La
funcidon renal se encuentra deteriorada discretamente situdndose entre 21 y
44% en ambos controles. El T1/2 postquirtrgico es no obstructivo.

Grupo lI: Pertenecen dos mujeres con el rifidn derecho afectado en las que el
diagnéstico se realizdé en el periodo prenatal. Ambas presentaron
sintomatologia previa a la cirugia en forma de ITU. Su FGR postquirurgico fue
superior a 90 ml/min/1,73m?. La ecografia prequirirgica mostraba en ambas

una corteza renal adelgazada y una hidronefrosis en los controles tras la
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correccion de grado 3. La funcion renal prequirirgica en ambas se encontraba
levemente disminuida siendo ésta entre el 31 y 44% y su T1/2 postquirargico
era indeterminado en los controles.

Grupo lll: Recoge a 4 pacientes los cuales todos son asintomaticos en el
momento de la cirugia y presentan un FGR tanto pre como postquirirgico es
superior a 90 ml/min/1,73m?.

Grupo IV: Se trata de dos pacientes varones con el rifién izquierdo afectado. El
diagnostico en ambos casos fue por sospecha prenatal. Presentan un FGR
postquirtrgico superior a 90 ml/min/1,73m?. En la ecografia tanto en la pre
como en la postquirdrgica se apreciaba una corteza renal adelgazada con un
grado 3 de hidronefrosis prequirurgica. La funcion renal postquirirgica se
mantuvo en ambos superior al 44% y el T1/2 postquirurgico fue no obstructivo.
Grupo V: Relne a 5 pacientes con caracteristicas comunes con respecto a un
FGR postquirdargico superior a 90 ml/min/1,73m?, la corteza renal en la
ecografia postquirargica no esta adelgazad, la funcién renal se encuentra tanto
antes como después de la intervencion conservada y el T1/2 postquirurgico en
todos ellos es indeterminado.

Dos varones con rifién afectado del lado izquierdo cuyo diagnéstico fue
prenatal. La cirugia se realiz6 encontrdndose asintomaticos y con un FGR
entre 60-89 ml/min/1,73m? que se mantuvo en esas cifras en el postoperatorio.
La corteza renal en la ecografia preoperatoria se encontraba adelgazada, en la
ecografia posterior a la reparacion presentaba un grado de hidronefrosis leve
con recuperacion del grosor del parénquima renal. La funcién renal en previa a
la cirugia se encontraba levemente deteriorada.

Grupo VII: Corresponde a dos varones con diagnéstico prenatal intervenidos
entre los 6 y 12 meses encontrandose asintomaticos en el momento de la
cirugia. En la ecografia prequirdrgica presentaban una hidronefrosis muy
severa con adelgazamiento del parénquima renal mientras que en la ecografia
posterior a la correccion quirurgica la hidronefrosis era de grado moderado con
una corteza de caracteristicas normales. La funcion renal prequirirgica estaba
levemente deteriorada mientras que la de control se recuperd a niveles
normales. El T1/2 postquirtrgico fue no obstructivo.

Grupo VIII: Este paciente no guardaba caracteristicas comunes suficientes con

otros pacientes que permitiese una agrupacion.
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Introduciendo una nueva variable, que es la evolucion clinica de estos
pacientes una vez intervenidos, la cual codificamos como A: la presencia de
alguna incidencia en el seguimiento evolutivo y T: su ausencia, la correlacién
que obtuvimos fue el siguiente.

Este es el arbol que consideramos por todas las caracteristicas que reune

como el mas adecuado para centrar la discusion de nuestro estudio.
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Figura 34: Arbol Il

0.72

En este arbol se presentaba la siguiente asociacion en 7 grupos de pacientes:

Grupo I: Reune a dos varones con afectacion del lado izquierdo que fueron
diagnosticados entre los 0 y 12 meses y en los que se indicé la cirugia
encontrandose asintomaticos. El Filtrado glomerular renal (FGR) postquirdrgico
en ambos era superior a 90 ml/min/1,73m?. En la ecografia de control tras la
cirugia la hidronefrosis que presentaban era moderada de grado 2 y la corteza
renal no se encontraba adelgazada. Tanto la funcién renal pre como la
postquirurgica estaba conservada, el T1/2 de control era indeterminado. En

ninguno de ellos se registra alguna incidencia en el seguimiento evolutivo.
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Grupo IlI: Este grupo esta formado por 4 pacientes con caracteristicas
comunes con respecto a su FGR tanto pre como postquirdrgico que es en
ambos casos superior a 90 ml/min/1,73m?. El parénquima renal se mantiene
conservado tanto en la ecografia pre como en la posterior a la pieloplastia. La
funcién renal en el renograma de control esta conservada y en ninguno de ellos
se registré ninguna incidencia durante el tiempo de seguimiento evolutivo.
Grupo lll: Corresponde a 5 pacientes con caracteristicas comunes con
respecto a su FGR tanto pre como postquirdrgico que es en ambos casos
superior a 90 ml/min/1,73m?. La funcién renal en el renograma de control esta
conservada y en ninguno de ellos se registré6 ninguna incidencia durante el
tiempo de seguimiento evolutivo.

Grupo IV: Este paciente no guardaba caracteristicas comunes suficientes con
otros pacientes que permitiese una agrupacion.

Grupo V: Reune a 3 pacientes varones con el rifidn izquierdo afectado de
diagnostico prenatal e intervenidos entre los 6 y 12 meses. Todos ellos se
encontraban asintomaticos en el momento de la cirugia. Su FGR tanto pre
como postquirtrgico se encuentra entre 60 y 89 ml/min/1,73m?. En la ecografia
prenatal la corteza se encuentra adelgazada mientras que en la de control tras
la cirugia el parénquima esta conservado. La funcion renal previa a la
pieloplastia esta levemente deteriorada.

Grupo VI: Corresponde a 2 pacientes con el rifidn izquierdo afectado de
diagnostico prenatal e intervenidos entre los 6 y 12 meses. Ambos presentaron
clinica previa a la intervencion en forma de ITU. Su FGR prequirirgico se
situaba entre 60 y 89 ml/min/1,73m?. La hidronefrosis en la ecografia
prequirdrgica en ambos era severa disminuyendo a una hidronefrosis
moderada en el control postoperatorio. El T1/2 de control en todos los casos
fue no obstructivo y ninguno de ellos presentd incidencias en el seguimiento
evolutivo.

Grupo VII: Reune a 3 pacientes con el rindn derecho afectado con un FGR
superior a 90 ml/min/1,73m?. El parénquima se encuentra adelgazado tanto en
la ecografia prequirtirgica como en la postquirargica. La funcion renal previa a
la pieloplastia se encuentra levemente deteriorada. Ninguno de ellos presentd

ninguna incidencia en el seguimiento evolutivo.
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2. Datos epigenéticos.
2.1 Microarray:

Ante la hipotesis planteada con respecto a si la metilaciéon es importante en la
estenosis pieloureteral, realizamos una prospecciéon con un array manual
analizando dos piezas de estenosis pieloureteral sobre un total de 12288
sondas (Figura 35).

Tras realizar un cribado de limpieza, se seleccionan 11470 utiles. De estas
11470 sondas utiles el porcentaje de genes metilados corresponde entre el 16-

23% del total de las sondas.

Figura 35: Imagen del array
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Los datos del array se analizan con el programa de scaneado para procesar las

muestras metiladas y no metiladas (Figura 36).

Figura 36: Andlisis y procesamiento del array
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En la siguiente tabla se representan los 146 genes cuyo valor de hibridacion

para la sonda metilada con respecto a la sonda control es superior a 20 (Tabla

13).

ABCB6 | Al335447
ABCC5 | N80617
AD24 | AI017605
AGRN | AA458878
AHCY | AA485626
ALDH5A1 | AA884035
ANXA3 | 91025815
APGS5L | N95381
ARPC1B | AA188155
ATF1| Al241388
ATP7B | N26536
B2M | AAB70408
BAAT | R98624
BACE2 | AA457119
BCL2L2 | AA456480
BID | AA190401
BMP7 | W73473
BNIP3 | AA063521
BST2 | AA485371
C5 | N73030
CASP7 | T50828
CCT4 | T98684
CDC42 | AAB30164
CDH5 | T53626
CDKL2 | g6228445
CENTB1 | AA918804
CFLAR | N94588
CNK | AA489234
COL5A1 | R75635
COX15 | H62905
CRLF3 | N46830
CSF2RB | R66326
CSK | AAO78778
CSPG2 | AA101875
CTSB | AA970402
CYP2D6 | Al016456
DHFR | AA682438
DLX4 | AA256304
EDN1 | H11003
EDN2 | Al140863
EGR2 | AA446027
ELAVL4 | Al458073
EMS1 | AI659564
F8 | AA437191
FCN3 | AAB66363
FDXR | AI671604
FN1 | AA497002
FOLR3 | W47362
GADD45B | Al184305
GHR | AA775738
GSTM3 | R63106
GTF2A2 | T55801
HBXAP | N91426
HDAC3 | AA973283
HMG2L1 | W42451

HOXB13 | AA456069
HOXBS5 | H02340
HOXB7 | AA857101
HOXC4 | Al200419
HRB | AA489568
HSD17B3 | AA437291
HSF1 | g712705
HSPC150 | AA460432
IFITM2 | AA985421
IL1B | W47101
IL1RAP | AA404284
IL1RAP | R35903
IL6ST | AI360116
KCNQ2 | H51461
LAPTMS5 | AA410265
LEAP-2 | R93723
LHCGR | g3214350
LIG1 | AA917688
LOC51067 | AA056381
LOC51102 | W47099
LOC51596 | AA457543
LOC54543 | AA0BIT704
LTBP1 | AA504656
LYN | R83837
LYPLA2 | AA521038
MAD

MADH4 | AA456439
MADHS | AA410440
MAGEB2 | Al479347
MAPRE1 | AA001749
MECP2 | AA670387
MGMT | Al248501
MIG | AA131406
MRPL16 | R06372
N33 | H13424

NASP | AAB44128
NTT5 | AA005387
NUDE1 | AA459394
OSBPL10 | R31395
PA26 | AA447661
PANK | H14604
PAWR | AA972337
PCDHA9 | AA437139
PGM1 | AA488504
PIK3C3 | AA455605
PIR121 | H12043
PKD2L1 | AI217982
PMM1 | AA156863
PPP1R7 | AA459572
PPP3CA | AA460707
PPP3CA | AAG8263
PRKCA | AA236171
PRKCBP1 | Al378555
PSMAS | AA598815
PTHLH | AA845432

PVALB | AA010609
RAB2 | T82415
RAC3 | N54221
RALB | W15297
RALB | W15297
RBX1 | R97788
RIPK1 | AA426324
RUNX1 | AA146826
SMARCC2 | H24688
SMARCD3 | AA035796
SMOH | AA070437
SPF30 | H05577
SRRM1 | AA976063
SYNE-1 | AA046724
TACTILE | Al652836
TBCC | AA954188
TCEA2 | AA412500
TCF7 | AA480071
TCFL4 | AA134555
TGFA | AA933077
TGFB2 | N45138
TGFB2 | W47556
TIMM17B | AA219179
TIMP4 | g3416414
TM4SF7 | AA100696
TMPO | AA676998
TNFRSF8 | Al203419
TOB1 | AA490213
TRAP240 | AA434084
TRF4-2 | H05635
TUBB2 | AA888148
TUBB4 | g944344
UBE1C | AI309770
WNT2B | 92167242

YARS | AA486761
ZHX1 | N50828

Tabla 13: Genes con
valor de hibridacién
para la sonda metilada
con respecto a la sonda
control superior a 20.
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2.2 Perfiles de metilacion:

Por sus implicaciones en los procesos bioldgicos tales como fijacion, crecimiento y
control del ciclo celular, elegimos los siguientes genes: p16, RASSF1A, MGMT, E-
Cadherina, Ciclina-D2, HIN-1 y RASAL-1.

El perfil de metilacion de las islas CpG en la region del promotor de los genes se
expresan en la siguiente figura (Figura 37).

[ REF | p16 | RASSF1 | MGMT [ e-cadherin | Cyclin-D2 | HIN-1 | RASAL1 |

control

25%MI75%U 0%M/100%U 5%M/85%U  25%MI75%U 5%M/95%U 25%MI/75%U 35%U/65%M

Figura 37: Perfiles de metilacién de los genes seleccionados.
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ple

B Metilado 25% ™ No Metilado 75%

Figura 38: Perfil de p16

MGMT

B Metilado 15% ™ No metilado 85%

17

3

Figura 40: Perfil de MGMT

RASSF1A

B Metilado 0% ™ No metilado 100%

20

Figura 39: Perfil de RASSF1A

E-Cadherina
B Metilado 25% ™ No metilado 75%

15

Figura 41: Perfil de E-Cadherina
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Ciclina D-2 HIN-1
B Metilado 5% ™ No metilado 95% B Metilado25% ™ No metilado 75%
19
15
5
1 -
 —
Figura 42: Perfil de Ciclina D-2 Figura 43: Perfil de HIN-1
RASAL-1

B Metilado 35% ™ No metilado 65%

13
| I

Figura 44: Perfil de RASAL-1

Los resultados con respecto a la metilacion muestran una proporcién considerable
de metilacién aberrante en la region del promotor de los genes p16 (25%), MGMT
(15%), E-Cadherina (25%),HIN-1 (25%) y RASAL-1 (35%).
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2.3 Clusters epigenéticos:

Eliminamos de los datos de epigenética la fila del gen RASSF1A ya que ninguno de
los pacientes resulté metilado para dicho gen.

Analizando los datos, existe un solo cluster de pacientes que no presentan ningun

gen metilado, se corresponden con los pacientes 10,13,16 y 18 (Figura 45).

PACIENTE pl6 MGMT e-cadherin | Cyclin-D2 HIN-1 RASAL1

Figura 45: Cluster de genes no metilados

Agrupando de forma independiente cada gen entre metilado y no metilado la

distribucion que encontramos en cada uno fue la siguiente:

- p16 (Cycline—depended kinase inhibitor 2A):

PACIENTE p16 MGMT e-cadherin  Cyclin-D2 HIN-1 RASAL1

Figura 46: Cluster epigenético de p16
Los 5 pacientes con el gen p16 metilados lo comparten en su gran mayoria (excepto

un caso) con los pacientes que también tiene el gen HIN-1 metilado.
Con respecto a los pacientes en los que p16 no se encuentra metilado, estos sin

embargo si presentan el gen RASAL-1 metilado.
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- MGMT (O6-metilguanina ADN metiltransferasa):

PACIENTE p16 MGMT a-cadherin  Cyclin-D2 HIN-1 RASAL1

Figura 47: Cluster epigenético de MGMT

En el analisis individualizado del gen MGMT entre metilado y no metilado no se

observa ningun patrén definido de asociacion entre los distintos genes.

- E- Cadherina:

PACIENTE
3
12
14

pi6 MGMT e-cadherin  Cyclin-D2 HIN-1 RASAL1

Figura 48: Cluster epigenético de E-Cadherina

Los 5 pacientes en los que E-Cadherina estd metilado no comparten un patrén de
metilacion en ningun caso con RASAL-1 y tan sélo en uno de HIN-1; mientras que
las muestras no metiladas para E-Cadherina si expresan RASAL-1 y HIN-1

metilados.
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- Ciclina-D2:

PAGIENTE
3
12

p16 MGMT e-cadherin Cyclin-DZ HIN-1 RASAL1

EoQuurmipr~aaizhh

Figura 49: Cluster epigenético de Ciclina-D2

Solamente un paciente presenta metilacion para la Ciclina-D2, por lo que no se ha

podido establecer ningun perfil de metilacion para este gen.

- HIN-1 (High —in normal-1):

PACIENTE MGMT e-cadherin  Cyclin-D2 HIN-1 RASAL1
3
12
14
15

19

pi6

Figura 50: Cluster epigenético de HIN-1

Los 5 pacientes con HIN-1 metilado comparten estado de metilaciéon con p16. Los
pacientes con HIN-1 no metilado excepto uno, todos presentan tanto E-Cadherina
como RASAL-1 metilados.
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- RASAL-1 (Ras protein activator like 1):

PACIENTE pl16 MGMT e-cadherin  Cyclin-D2 HIN-1 RASAL1

Figura 51: Cluster epigenético de RASAL-1

Es el grupo mayoritario en metilacion con 7 pacientes metilados para dicho gen. Se
establece un patron de metilacion que nos divide a nuestra serie en dos grandes
grupos. Por un lado los pacientes con RASAL-1 metilado, los cuales no comparten
esta caracteristica con otros genes (solo con un paciente que presenta metilacion
para HIN-1 y p16 y otro caso para MGMT). El otro grupo, lo formarian los casos con
RASAL-1 no metilados, en los que el resto de los genes de nuestra serie si se

encuentran metilados.

3. Correlacion entre parametros clinico-patologicos y metilacion:

La finalidad principal del estudio es encontrar correlacién entre los parametros
clinico-patolégicos de los pacientes con estenosis pieloureteral y sus patrones de
metilacion especificos para los genes seleccionados. Para ello se han agrupado los
cluster, de ambas carateristicas unidas, para intentar apreciar alguna relacién entre

ambos quedando representada en la siguiente tabla.
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DISCUSION

1. Aspectos clinico-patolégicos de la estenosis pieloureteral.

La estenosis pieloureteral constituye la segunda causa mas frecuente de dilatacion
del tracto urinario superior. Su incidencia en los Ultimos afios ha aumentado debido
al control que se lleva a cabo en la mujer embarazada permitiendo diagnosticar la
hidronefrosis en la gran mayoria de los casos mientras los pacientes se encuentran
asintomaticos.

La estenosis pieloureteral consiste en la dificultad de paso de la orina desde la
pelvis renal hacia el uréter. Esta situacion provoca un aumento de presion
retrograda que genera una dilatacion de la pelvis renal que en una situacion
mantenida en el tiempo genera displasia y fallo renal.

En la evaluacién diagnéstica de la estenosis pieloureteral no esta nada establecido
como norma patognomonica para determinar el tratamiento adecuado, se necesita
realizar una evaluacion conjunta de aspectos clinicos y radiologicos sin existir en
todos los casos una posicién conjunta de acuerdo.

En la valoracion de la dilatacion del tracto urinario superior determinada por la
ecografia, la existencia de obstruccion se basa en el renograma diurético; valores
superiores a 20 minutos de tiempo medio de eliminacién del trazador tras la
administracion del diurético se considera obstructivo mientras que los que se
encuentran entre 10 y 20 indeterminado y por debajo de 10 minutos normal. Es en
este punto del analisis donde radidlogos y cirujanos pueden encontrar sus mayores
discrepancias.

Seguimientos conservadores en pacientes con una funciéon renal conservada y
asintomaticos han evidenciado una evolucion favorable con mejoria en su patrén de
eliminacién lo que sugiere que Unicamente el perfil obstructivo como indicador de
cirugia no es valido en estos pacientes siendo imperativa una evaluacién conjunta y
multidisciplinar.

Este vacio sin un pilar base para establecer el tratamiento hace que la epigenética
se pueda convertir en una herramienta mas, Util y atractiva en el proceso de

evaluacion de los pacientes con estenosis pieloureteral.
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1.1 Caracteristicas de nuestro grupo de estudio:

La estenosis pieloureteral es mas frecuente en los nifios y en el lado izquierdo,
estos datos se corresponden con nuestra serie en la cual un 60% de los pacientes
son varones y el 65% de los casos el lado afectado es el izquierdo.

Como se corresponde con la tendencia actual el diagndstico se hizo prenatal en el
los dos terceras partes de los casos justificandose por los controles ecograficos
llevados durante el embarazo. Esta prevision en el diagndstico precoz tiene un valor
afiadido en el prondstico ya que estos pacientes desde recién nacidos reciben
profilaxis antibidtica para prevenir infecciones urinarias que pueden dafiar o
deteriorar mas la funcion renal en el caso de que ya estuviese dafiada. En nuestro
grupo esta correlacién se mantiene ya que el 70% de ellos se encontraba
asintomatico a la hora de la cirugia.

El filtrado glomerular renal (FGR) es el indicador mas util en la evaluacién y
seguimiento de la funcion renal. Su célculo se lleva a cabo a través de una formula
empirica desarrollada por Schwartz en el afo 1976 basada en una constante que
varia con la edad (en menores de 2 afios su valor es 0,45, de 2 a 16 afios es de
0,55 y de los 16 a los 21 afios es de 0,70 en hombres y de 0,55 en las mujeres), en
la talla del paciente (en centimetros) y en el nivel de creatinina sérica (mg/ml) (8).

Se considera un FGR normal aquel que es superior a 90 ml/min/1,73m?, ligeramente
disminuido si su valor oscila entre 60 y 89 ml/min/1,73m? moderadamente
disminuido entre 30 y 59 y gravemente disminuido a valores de FGR inferiores a 29
ml/min/1,73m?.

Es nuestra serie el Filtrado Glomerular Renal medio prequiriurgico fue de 92.7
ml/min/1,73m? encontrandose en valores normales. La media postquirirgica sin
embargo ascendié a 107.06 ml/min/1,73m?. Este ascenso en el parametro del
control analitico de la funcién renal sugiere que nuestros pacientes en alguna
medida se beneficiaron de la intervencion quirirgica.

Tanto en el diagnéstico de estenosis pieloureteral como en su seguimiento evolutivo
la ecografia tiene un papel muy importante ya que es un método diagnostico no
invasivo, portatil, que no emite radiaciones ionizantes, que no precisa medios de
contraste y que su empleo no esta limitado por la funcién renal.

La obstruccion de la unién pieloureteral corresponde a la mitad de las hidronefrosis
detectadas en periodo perinatal siendo esta la anomalia mas frecuentemente

detectada durante el control del embarazo (95). Existe una relacion bien establecida
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entre el didmetro anteroposterior de la pelvis renal en las ecografias prenatales y la
posibilidad de desarrollar una patologia postnatal significativa (97, 98). Se ha podido
establecer la relacidon que existe entre la dilatacion pélvica renal con la necesidad de
cirugia en el manejo de la estenosis pieloureteral (48, 99). En nuestra serie esto se
corrobora ya que el 75% delos pacientes intervenidos han sido diagnosticados en
periodo prenatal.

En la ecografia se valora el grado de dilatacion de la pelvis con asociacién o no de
dilatacion de calices y la ecogenicidad y grosor del parénquima renal. La Sociedad
de Urologia Fetal establecié unas pautas para la clasificaciéon de las hidronefrosis
siendo el Grado 0 en el que no existe hidronefrosis, Grado | en donde la dilatacién
pélvica es intrarenal y el grosor del parénquima esta conservado, Grado Il con
dilatacion pélvica extrarenal sin asociar dilatacion calicial, Grado Ill en donde existe
tanto dilacion de la pelvis como de los calices pero el grosor de la cortical se
encuentra conservado y Grado IV en el que se le suma a los hallazgos del grado Il
el adelgazamiento de la corteza renal.

En nuestra serie el grado de hidronefrosis prequirirgico corresponde en un 50% a
una hidronefrosis muy severa que se correlacionaria con un grado IV de
hidronefrosis, el 45% severa que corresponderia a un grado Il de hidronefrosis y el
5% una hidronefrosis moderada que se correlacionaria con un grado Il segun la
clasificacién de la Sociedad de Urologia Fetal. Sin embargo tras la cirugia los
parametros de hidronefrosis ecografica varian drasticamente presentando ahora la
mayoria una hidronefrosis moderada que se corresponderia con un grado I, un 25%
una hidronefrosis leve correspondiéndose con un grado |, un 25% severa que
corresponderia a un grado lll y tan s6lo un 5% una hidronefrosis muy severa que
corresponderia al grado IV. Estos cambios en la distribucion de los grados de
hidronefrosis tanto prequirdrgico como postquirurgicos explican que la corteza renal
se encontrase adelgazada en el 65% de los casos antes de la pieloplastia y tan sélo
el 25% en el seguimiento postquirurgico.

El renograma diurético es una pieza clave y fundamental en el diagnédstico y analisis
de las estenosis pieloureterales. Mediante esta prueba se puede valorar la funcién
renal y las caracteristicas de la curva de eliminacion del diurético. Es el método de
elecciéon para diferenciar un sistema urinario dilatado pero no obstruido de una
verdadera estenosis, y contribuye al manejo de los pacientes con hidronefrosis al

monitorizar tanto el drenaje urinario como la funcién renal.
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El renograma evalla el transito, a través del rifidn, de la actividad procedente de un
radiofarmaco administrado por via intravenosa que se elimina por via urinaria a lo
largo del tiempo proporcionando datos clinicos funcionales de cada unidad renal, asi
como de la dinamica del drenaje o excrecion urinaria.

El rango normal en el que se situa la funcion renal se encentra entre el 45-55% y se
obtiene por el calculo del area bajo la curva del renograma en el tiempo del intervalo
seleccionado (106, 107). Se considera un deterioro de la funcién renal cuando una
unidad tiene una funcidn inferior al 40% o se refleja una disminucién de mas de un
5% respecto al control previo.

Para la evaluacién de la dinamica de drenaje el parametro mas extendido ha sido el
T1/2 postfurosemida. Se ha establecido el tiempo de 20 minutos como el que
identifica obstruccion, siendo normal inferior a 10 minutos y el situado entre 10 y 20
minutos como indeterminado.

Existe una minoria de rifilones hidronefréticos que muestran una curva de drenaje
deficiente, incluso con un T1/2 postfurosemida patolégico y que sin embargo, no
estan obstruidos. Este hecho esta en relacién con el efecto “reservorio” de la pelvis
dilatada, que acumula lentamente el radiofarmaco no detectandose eliminacién
significativa durante el tiempo que dura el renograma. Las pelvis grandes necesitan
mas tiempo para rellenarse pero también mas tiempo para vaciarse. Ademas, dentro
de la pelvis se produce una dilucién del radiofarmaco por lo que hay que extremar la
cautela en concluir que existe obstrucciéon. Es un error frecuente inferir que la
obstruccién esta establecida solo porque apreciamos un mal drenaje urinario (110).
La valoracién de las imagenes postmiccionales ha ganado importancia, de modo
que aun en circunstancias en las que se constata pobre respuesta tras la
administracion de furosemida, si se observa un drenaje completo en las imagenes
postmiccionales se puede excluir una obstruccion y el riesgo de deterioro para el
rindn es pequerio (106).

En nuestro grupo, la funciéon renal media prequirdrgica de nuestro grupo de
pacientes corresponde a un 39.3% lo cual se corresponde con un deterioro
moderado de la funcién renal, sin embargo a pesar de que la funcién renal
postquirdrgica también se encuentra en rango de deterioro moderado con una
funcionalidad del 42% este porcentaje se encuentra mas préoximo al considerado

como funcién renal conservada que seria por encima del 44%.
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Con respecto al T1/2 postfurosemida en todos ellos el prequirdrgico era superior a

20 minutos sin constatar vaciado postmiccional ni tras cambios posturales. Con

respecto al T1/2 postquirurgico el valor promedio se sitla en valores normales

siendo de 10.3 minutos. Esto nos sugiere que la cirugia restablecié el paso de orina

desde la pelvis hacia el uréter.

1.2 Analisis de las caracteristicas de nuestro estudio segun los “clusters”

clinicos de asociacion:

Al estudiar nuestros pacientes por agrupaciones de tipo “cluster” observamos 7

grupos diferentes que se asociaban en funcion a caracteristicas comunes tal y como

quedaron reflejados en la tabla 12 de agrupacién arbol lIl.

1.

En el primer grupo se asocian dos varones afectos en el lado izquierdo y
asintomaticos en el momento de la cirugia. Estas caracteristicas son comunes a
la mayoria de los pacientes con estenosis pieloureteral en donde la prevalencia
es mayor en nifios y en el lado izquierdo y la mayoria de los pacientes son
asintomaticos debido a un diagndstico precoz. La funcién renal postoperatoria
normal (superior a 90 ml/min/1,73m?) basada en el filtrado glomerular renal
(FGR) se corresponde con una funcion renal en el renograma diurético
conservada (superior al 44%). El T1/2 postquirdrgico se encuentra en
parametros indeterminados (10-20 minutos) pero se constata en ambos casos el
vaciado tras la miccién o cambios posturales. Esto se podria justificar debido a la
hidronefrosis moderada (Grado Il) residual que persiste en ambos pacientes que
provoca un efecto reservorio de las pelvis renales que retrasan la eliminacion del
diurético. Esta hidronefrosis moderada postquirdrgica se puede explicar teniendo
en cuenta los grados de dilatacion preoperatorios que eran severo (Grado Ill) y
muy severo (Grado V), lo que podria justificar también el comienzo del deterioro
en la funcién renal determinado por el filtrado glomerular renal que mostraba una
disminucién leve (60-89 ml/min/1,73m?) y moderada (30-59 ml/min/1,73m?) en
los parametros analiticos de la funcién renal prequirdrgica.

En el segundo grupo las caracteristicas comunes que se extraen son una
correcta funcion renal analitica determinada por un FGR normal (superior a 90
mli/min/1,73m?) tanto en las determinaciones preoperatorias como
postquirdrgicas que se corresponden con funciones renales conservadas

(superiores al 44%) en el renograma previo y posterior a la pieloplastia. Esta
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concordancia también se encuentra en la valoracion del parénquima renal en los
estudios ecograficos en los cuales el grosor del parénquima no esta adelgazado.
Analizando en profundidad este grupo, a pesar de que la homogeneidad no es
total, se extraen otras caracteristicas comunes tales como que es un grupo
mayoritario de varones, con diagnéstico prenatal y asintomaticos en el momento
de la cirugia sin afectacién del parénquima ni de la funcion renal con un grado de
hidronefrosis severa (Grado V) lo cual podria explicar los T1/2 indeterminados
pero no obstructivos en el renograma diurético de control tras la cirugia.

En el tercer grupo las caracteristicas comunes son una correcta funcién renal
con respecto a su FGR tanto pre como postquirirgico que se encuentra en
rangos de normalidad (> 90 ml/min/1,73m?). Esta correcta funcién renal también
se corresponde con la funcidon renal determinada por el renograma diurético
postquirdrgico (>44%).

Profundizando en el analisis, se trata de un grupo donde el predominio en
relacion al sexo es femenino con diagndstico prenatal y asintomaticos en el
momento de la cirugia. La funcion renal analitica, tanto pre como postquirtrgica,
segln los parametros analiticos del FGR esta conservada (>90 ml/min/1,73m?),
sin embargo la funcién renal determinada en el renograma diurético en dos de
los casos se encontraba moderadamente deteriorada (31-44%). Analizando
estos datos esta disminucidn en la funcion renal se explicaria al correlacionarlo
con un grado de dilatacion prequirdrgico muy severo (Grado 1V) asociada con un
adelgazamiento de la corteza renal la cual se recupera, al igual que la funcién
renal, en los controles postquirurgicos.

El IV grupo se trata s6lo de un paciente que no reune las suficientes
caracteristicas en comun como para poder agruparlo con otros pacientes. Se
trata de un vardn, con estenosis pieloureteral izquierda de diagnéstico prenatal
intervenido antes de los seis meses asintomatico. Su funcion renal analitica
segun el FGR se encontraba en rango de normalidad (> 90 ml/min/1,73m?) sin
ser asi la determinada por el renograma diurético que estaba severamente
afectada (<30%). La afectacién de la funcion renal en el renograma diurético se
corresponde con la disminucién en el grosor del parénquima en la ecografia
prequirdrgica pero no asi en la de control posterior a la pieloplastia donde el
parénquima renal se recupera correspondiéndose con un adecuado FGR y no

asi con la funcion renal del renograma. La mejoria del parénquima renal se
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explica por la recuperacion en el grado de hidronefrosis pasando de una
dilatacion muy severa (Grado IV) a una dilatacién severa (Grado Ill). Esta
dilatacion postoperatoria persistente podria ser la que justificaria un patrén
indeterminado al analizar el T1/2 postquirurgico (10-20 minutos) en este paciente
tal vez ocasionado por el efecto reservorio de la pelvis dilatada.

. El grupo V reune diferentes caracteristicas en comun lo que lo convierte en un
grupo bastante homogéneo. Se trata de tres pacientes varones con afectacion
del lado izquierdo y diagndstico prenatal intervenidos entre los 6 y 12 meses de
vida, todos ellos asintomaticos con una funcién renal analitica segun el FGR
levemente disminuida (60-98 ml/min/1,73m?). Esta correlacién se mantiene con
un deterioro moderado de la funcién renal en el renograma diurético
preoperatorio (31-44%). La hidronefrosis prequirirgica en la mayoria de este
grupo se corresponde con una dilatacién muy severa (Grado V) asociando en
todos los casos una disminucion en el grosor del parénquima renal. En
contraposicién en el control postoperatorio el grado de dilataciéon disminuye a un
grado leve y se recupera el grosor del parénquima renal.

. El grupo VI recoge dos pacientes con estenosis pieloureteral del lado izquierdo
con diagndstico prenatal, intervenidos entre los 6 y 12 meses con sintomatologia
urinaria. La funcién renal preoperatoria se encontraba afectada en ambos casos
deteriorada levemente (60-89 ml/min/1,73m?) lo que podria estar justificado por
la sintomatologia de los pacientes. En ambos pacientes el grado de dilatacion
prequirdrgico era severo (Grado lll) disminuyendo a moderado (Grado Il) en el
control postoperatorio. En el seguimiento evolutivo estos dos pacientes
presentaron sintomatologia urinaria.

. El grupo VIl recoge tres pacientes afectos de estenosis pieloureteral derecha.
Todos ellos tenian una alteracion prequirdrgica de la funcion renal tanto analitica
segun el FGR que mostraba un deterioro leve (60-89 ml/min/1,73m? ) y
moderado (30-59 ml/min/1,73m? ) como en la determinada por el renograma
diurético (31-44%). Esta alteracion de la funcién renal se corresponde con un
parénquima renal disminuido en grosor tanto en las ecografias previas como
posteriores a la cirugia. En contraposicién no hay coincidencia en la evolucién de
la funcién renal analitica segun el FGR postquirirgico que se encuentra en
intervalos de normalidad (>90 ml/min/1,73m?) y la funcién renal del renograma

diurético de control en el cual la funcién persiste deteriorada (< 44%). Este dato
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si se corresponde con el hallazgo ecografico de parénquima renal adelgazado
persistente en la ecografia postoperatoria.

Comparando los grados de hidronefrosis pre y postquirdrgicos en este grupo no
se observan diferencias significativas, siguen persistiendo los mismos grados
severos ( Grado lll) y muy severos ( Grado 1V) en dos de los tres casos y sdlo en
uno de ellos se aprecia una mejoria notable ( de Grado IV a Grado |). Esta
ausencia de mejoria en el grado de hidronefrosis sin embargo no guarda
correlacion con las curvas de eliminacion del renograma diurético donde todos

presentan un patrén no obstructivo.

En el analisis de los datos clinicos de nuestro grupo de estudio apreciamos que no
existe en todos los casos correlacion entre la funcién renal analitica segun el FGR,
la determinada en el renograma diurético, el del grosor del parénquima renal, grado
de hidronefrosis y patron de eliminacién. Esta falta de correlacion nos lleva a
deliberar que no se puede establecer una pauta diagnoéstica ni terapéutica basada
tan s6lo en un parametro. Es por esto, por lo que nos planteamos si la epigenética

podria ser una pieza mas en el logaritmo del manejo de la estenosis pieloureteral.
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2. Epigenética.

2.1 Caracteristicas epigenéticas:

El nacimiento de la epigenética procede de un cruce de caminos entre la biologia
del desarrollo y la genética en los afios 40 del siglo XX de manos de Sir Conrad
Waddington, profesor de Genética de la Universidad de Edimburgo, que introdujo la
teoria de plasticidad fenotipica y epigenética (118).

La epigenética se puede definir como aquellos cambios hereditarios en las pautas
de expresion génica que ocurren sin una alteracién en la secuencia de nucledtidos
del ADN, siendo cambios funcionales y no estructurales (114).

Los tres mecanismos basicos referidos como fendmenos epigenéticos son: la
metilacion del ADN, la modificaciéon de las histonas y la intervencién de secuencias
de pequefios ARN no codificantes (115-117).

Estos cambios son continuos, cuantitativos, sin ser acumulados, asi como
reversibles y heredables siendo el nexo de unidon entre genes y factores
medioambientales que puedan explicar algunas relaciones “misteriosas“ entre

mutaciones espontaneas y seleccion (171).

2.1.1 Utilidad de la epigenética en el diagndstico, tratamiento y seguimiento:
Las modificaciones epigenéticas podrian ser utiles en el diagndstico temprano de
enfermedades, como factores pronosticos, predictores de respuesta al tratamiento
farmacoldgico, de la evolucion de la enfermedad y de puntos diana terapéuticos
(172).

Todas estas caracteristicas citadas junto con las consecuencias derivadas de ellas,
convierten a la epigenética en un pilar fundamental en muchos de los estudios de
investigacion en la actualidad.

Las alteraciones epigenéticas pueden servir como biomarcadores para detectar
patologias y predecir la eficacia terapéutica. Por ejemplo, la hipermetilacion de
GSTP1 (glutathione-S-transferase) se encuentra aproximadamente en el 85% de los
canceres de prostata. Esto no es asi en la hiperplasia benigna de prostata, por lo
que su deteccion en sangre o biopsia puede ser empleado para la deteccion de
células cancerigenas (173). Otro ejemplo similar es el MGMT (O6-metilguanina ADN
metiltransferasa) en los gliomas; en aquellos fenotipos en los que el gen MGMT se
encuentra metilado se ha observado que responden mejor al tratamiento con

determinados agentes alquilantes (174).
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La reversibilidad en las alteraciones epigenéticas la convierten en el centro de
numeros estudios de investigacion para el desarrollo de nuevos tratamientos. Mas
de 100 agentes epigenéticos se encuentran actualmente bajo estudio, lo que es una
clara muestra del impacto que la epigenética tiene en la actualidad enfocada en el
desarrollo de marcadores estratégicos de alteraciones epigenéticas que ayuden al

diagnostico y manejo de las enfermedades (171).

2.1.2 Epigenética en patologia humana:

El estudio epigenético se centra mayoritariamente en el cancer. Las alteraciones
epigenéticas que predisponen al cancer no se limitan a alteraciones en la funcion de
los genes, pero si predisponen a mutaciones o disfunciones genéticas. La
hipermetilacion de los promotores de los genes es una alteracion comun en el
proceso tumoral, asi por ejemplo, en el carcinoma renal (VHL-1) o en el cancer de
mama (BRCA1), genes de supresores de tumores se encuentran hipermetilados y
por lo tanto inactivos (171).

Los tumores hematolégicos son sobre los que los factores epigenéticos han
cambiado de una forma mas notable su enfoque terapéutico, identificando terapias
que, combinadas, actian de forma sinérgica obteniendo un mejor prondstico de la
enfermedad. En los tumores sdlidos, la terapia epigenética no ha obtenido los
mismos resultados, hasta ahora, que en los tumores hematolégicos como ocurre en
los linfomas y las leucemias (175).

El gran peso de los estudios epigenéticos se centran en el diagndstico y prondstico
de los tumores (164), sin embargo, trabajos en otros campos diferentes al cancer
son mucho menos frecuentes. Algunos de ellos son por ejemplo; la endocrinologia
con trabajos sobre la diabetes mellitus, ginecologia con la endometriosis o
neurologia con trabajos acerca del Alzheimer. En la actualidad, el estudio
epigenético se ha centrado en la investigacion de la herencia no solo en la linea

germinal, sino también en las células somaticas durante el desarrollo embrionario.

2.1.3 Epigenética en la estenosis pieloureteral:
La inmensa mayoria de estudios sobre la epigenética se centran en el cancer siendo
muy escasos los estudios epigenéticos sobre la fibrosis y el sistema renal y en otras

patologias como se reflejé en el punto 2.1.1.
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Con estos precedentes iniciamos nuestro estudio, totalmente “a ciegas”, partiendo
de la hipétesis de que la epigenética fuese importante en el sistema renal y existiese
alguna relacion con la fibrosis en la estenosis pieloureteral.

A finales de los afios 80, Stephen Fodor, Michael Pirrung, Leighton Read y Lubert
Stryer desarrollaron los arrays, una revolucionaria tecnologia para la determinacion
y cuantificacion de ADN en una muestra. La importancia de esta técnica radica en la
posibilidad de analizar simultaneamente miles de genes (158). Un array consiste en
un gran numero de moléculas de ADN ordenadas sobre un sustrato sodlido de
manera que forman una matriz de secuencias en dos dimensiones. Estas moléculas
de ADN se denominan sondas. Las muestras a analizar se marcan por diversos
métodos. El método mas empleado de marcaje son los fluoruros, las cianinas. Tras
el marcaje se incuban sobre el panel de las sondas y se hibridan uniéndose a sus
complementarios permitiendo asi la identificacion y cuantificacion del ADN de la
muestra estudio (158, 159).

Usando esta tecnologia, y como primera aproximacion, tratamos de averiguar si la
epigenética tenia algun papel en la estenosis pieloureteral. Para ello estudiamos dos
pacientes intervenidos de estenosis de la union pieloureteral frente a dos controles
sanos (uréteres) sobre un total de 12288 sondas.

Tras realizar un cribado de limpieza, se seleccionan 11470 sondas utiles. De estas
11470 sondas, el porcentaje de genes metilados encontrado varia entre el 16 y el
23% del total de las sondas.

Estos resultados abrieron camino a nuestro estudio ya que demostraron que Si

existe una relacion entre la metilacion y la estenosis pieloureteral.

2.2 Genes de estudio:

Entre los genes metilados en el analisis seleccionamos un serie de ellos al azar,
pero no de forma aleatoria, centrandonos en aquellos cuyo papel es fundamental en
diferentes procesos bioldgicos, como es el control del ciclo celular, la apoptosis,
adhesién celular o el crecimiento. Siguiendo estos criterios de seleccién los genes
escogidos fueron los siguientes: p16 (control del ciclo celular), RASSF1A (via Ras),
MGMT (reparacion ADN), E-Cadherina (adhesién celular), Ciclina-D2 (control del
ciclo celular), HIN-1 (control del ciclo celular) y RASAL-1 (via Ras y fibrosis).

Las muestras de ADN, correspondientes a las piezas quirurgicas de los 20

pacientes intervenidos por estenosis pieloureteral seleccionados segun los criterios
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de inclusion establecidos para nuestro estudio, se trataron con bisulfito sédico que
convierte las citosinas no metiladas en uracilos, mientras que las metiladas
permanecen como tales. Las citosinas de las islas CpG se encuentran normalmente
demetiladas en tejidos normales, pero se metilan en promotores de genes
implicados en procesos celulares anormales. Esta reaccion permite diferenciar ADN
metilado del no metilado. (Mills, 2002).

Los resultados obtenidos de los genes seleccionados en nuestro estudio fueron los

siguientes:

2.2.1 p16 (Cycline—depended kinase inhibitor 2A):

El porcentaje de metilacion obtenido en nuestros pacientes para este gen fue del
25% (Figura 38).

Esta relacion entre p16 y la estenosis pieloureteral se puede justificar basandose en
el papel que tiene este gen en el control del ciclo celular, regulando la actuacién de
las ciclinas deteniendo el ciclo celular en la fase G1 'y G2.

Estudios sobre el p16 y el sistema renal relacionan el envejecimiento de las células
tubulares y la sobreexpresion de p16 con cambios tubulointersticiales en la fibrosis
intersticial y la atrofia tubular, siendo estos los principales problemas en el rechazo
de un trasplante renal (176).

Brovente et al en 2008, proponen que la reparacion del dafio renal agudo depende
de la proliferacion de células que sustituyen a las dafadas; sugieren que la
incapacidad de las células tubulares para proliferar, por su parada en la fase G2 del
ciclo celular, es un punto clave en la fibrosis renal.

El ciclo celular es un ciclo secuencial de eventos moleculares y celulares compuesto
por las fases G1, S, G2 y M. Los genes que controlan el ciclo celular, supervisan la
integridad estructural de los cromosomas antes de la progresiéon en las diferentes
fases. Los puntos de control se realizan en la entrada a la fase S de replicacién del
ADN (fase G1/S), en la entrada en la mitosis (fase G2/M) y en la replicacién (fase
S).

En modelos obstructivos renales se ha identificado una reaccion causal entre la
parada del ciclo celular en la fase G2/M vy la fibrosis intersticial. Ante la parada del
ciclo celular en esta fase en las células tubulares se activa una cascada de

sefalizacion por parte de la quinasas que ponen en marcha la activacion de
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citoquinas profibréticas como el TGF-f3, participando asi en la transicion epitelio-
mesenquima (EMT) (155, 177).

La funcion de p16 es la de regular el ciclo celular, basandonos en los estudios
descritos anteriormente, podemos establecer la relaciéon entre p16 y la fibrosis renal;
ya que una alteracion en la fase G2/M induce a la fibrosis por dos vias. |) una la de
la imposibilidad de regeneracion celular y 1) la puesta en marcha de una cascada de

reacciones proinflamatorias.

2.2.2 RASSF1A (Ras association domain family isoform A):

En nuestro estudio ningun paciente resulté metilado para dicho gen (Figura 39), sin
embargo, si se ha establecido la relacion entre RASSF1A vy rifién, en referencia al
cancer renal, por lo que podemos suponer que aunque tiene actividad en el rindn, su
papel en la estenosis pieloureteral controlado por metilacion quizas no sea
relevante.

A nivel renal la proteina codificada por este gen controla el ciclo celular, la
estabilizacion microtubular, la adhesién celular, la motilidad y la apoptosis. Por lo
tanto la deplecion de RASSF1A se asocia con una aceleracion en la progresion de
la mitosis y un aumento en el riesgo de padecer defectos cromosémicos siendo un

biomarcador en el cadncer de células claras renales (162, 163).

2.2.3 MGMT (O6-metilguanina ADN metiltransferasa):

En nuestro grupo de estudio el 15% de los pacientes presentaban este gen metilado
(Figura 40). Con respecto a la distribucion en los grupos clinicos se aprecia que este
gen no se ha expresado metilado en relacién a ningun grupo en concreto sino de
forma dispersa sin poder intuir una relacion entre la metilaciéon de MGMT y estenosis
pieoureteral. Esta ausencia de relacion se corresponde con otros autores, que
establecen de una manera fuerte y robusta la relacion entre MGMT vy los tumores
cerebrales sin encontrar referencias que lo relacionen con la fibrosis renal.

El gen MGMT (O6-metilguanina ADN metiltransferasa) codifica una enzima clave en
la red de reparacion del ADN. MGMT elimina los aductos mutagénicos y citotéxicos
de la O6-guanina en el ADN, lo cual es el punto diana de ataque de los agentes

alquilantes de quimioterapia. La hipermetilacién de la isla CpG ubicada en la regién
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promotora del gen MGMT es el principal responsable de muchos tipos de tumores
cerebrales (178).

La hipermetilacién de MGMT es un marcador prondstico en los glioblastomas ya que
en dichos tumores, esta caracteristica muestra una mejor respuesta al tratamiento

con temozolomida (164).

2.2.4 E-Cadherina:

El 25% de nuestros pacientes presentaban la E-Cadherina metilada (Figura 41). Las
cadherinas son moléculas monomeéricas, que constituyen receptores homofilicos
que se unen a cadherinas idénticas expresadas en células homo o heterotipicas
para establecer contacto célula-célula. Su accion es calcio y temperatura
dependiente. En una célula puede expresarse mas de una cadherina. Se conocen al
menos doce de ellas pero en nuestro estudio nos centramos en la E-Cadherina por
estar presente en el rifidn.

La accion de las cadherinas permite la adhesion celular, la persistencia de los
espacios intercelulares, el desarrollo y crecimiento embrionario, la implantacion de
los blastdomeros y la morfogénesis.

La relacion de la metilacion de la E-Cadherina en el 25% de nuestros pacientes la
podemos explicar basandonos en recientes estudios donde se prueba que el déficit
de expresion de la E-Cadherina se puede relacionar con la fibrosis renal. Beghdadi
et al, en su trabajo del 2013, estudian como los mastocitos actian sobre la
remodelacion celular y participan en la inflamacién que conlleva a la fibrosis y fallo
renal. Para ello estudiaron ratones con déficit de mMMCP4 (mouse mast cell protease
4) en los que existia una mayor fibrosis intersticial, dafio tubular, depdsito de
colageno y actina y un descenso en la expresion de la E-Cadherina (179).

La transicion epitelio-mesenquima (EMT) juega un papel importante en la fibrosis;
las principales células que contribuyen a la fibrosis renal se originan de las células
epiteliales tubulares renales mediante la via EMT. La EMT es inducida por diversas
citoquinas y factores de crecimiento como el factor de crecimiento de tumores (TGF-
B), factor de crecimiento epidérmico (EGF) e interleucina 1 (IL-1). Zheng et al en
2009, demostraron como la inactivacion de E-Cadherina induce a TGF-

B en la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) en las células epiteliales tubulares;

126




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

concluyendo por lo tanto que la falta de expresion de E-Cadherina es una causa de
la EMT y consecuentemente de fibrosis renal (180).

Aplicando estos hallazgos a nuestro grupo, podriamos pensar que una disminucion
de la expresion de la E-Cadherina, por encontrarse metilada, podria tener relacion

con el proceso de la fibrosis renal.

2.2.5 Ciclina-D2:

Es una proteina codificada por el gen CCND2 que pertenece a la familia de las
ciclinas, cuya funcioén es regular el ciclo celular a través de las ciclinas dependientes
de la quinasa.

La Ciclina D2 forma un complejo con cdk4/cdk6, cuya actividad es esencial para
transicion G1-S del ciclo celular. Ademas también esta demostrada su implicacién
en la fosforilacion del gen supresor de tumor Rb (Al-Aynati, 2004).

En nuestro grupo resulté sélo metilada en un paciente (5% de los casos) (Figura
42). Otros autores no han encontrado fuertes hallazgos que puedan relacionar a la
Ciclina-D2 con la fibrosis renal. A pesar de tener un papel en el control del ciclo
celular, como p16 en el que si existe relacién con la fibrosis renal, este control se

produce sobre diferente fases del control del ciclo.

2.2.6 HIN-1 (High —in normal-1):

Fue identificado como un gen altamente expresado en las células luminales
normales de mama, y con una expresion disminuida en carcinomas de mama in situ
invasivos y metastaticos. (Krop, 2001 y 2004). Se sugiere un posible papel de HIN 1
en la formacién de lobulilos de mama y/o diferenciacion terminal durante del
embarazo, la regulacion de la proliferacion celular epitelial, diferenciacion vy
morfogénesis.

No se ha establecido ninguna relacion entre Hin-1 y el rifidén, tanto a nivel de su
desarrollo embriolégico como en su implicacion en procesos patoldgicos del mismo.
Sin embargo en nuestro estudio aparece en un porcentaje alto de metilacion (25%)
(Figura 43). A pesar de que Hin-1 actta como supresor de tumores
mayoritariamente, los datos obtenidos en nuestro grupo los podriamos explicar
basandonos en la funcién de regulacion que Hin-1 sobre la fase GO del ciclo celular
controlando la reentrada al mismo (181). Quizas sea este control sobre el ciclo

celular el que lo relaciona con el proceso de la fibrosis a nivel renal que se produce
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en la estenosis pieloureteral. Comparando las fases del ciclo celular que en nuestro
grupo parecen asociar una relacion con la fibrosis en la estenosis pieloureteral, tanto
p16 como HIN-1 tiene en comuln que regulan las fases mas tardias del ciclo, el paso
de G1/My GO.

2.2.7 RASAL1 (Ras protein activator like 1):

El gen RASAL1 se encontré metilado en el 35% de nuestros pacientes (Figura 44).
Este porcentaje lo situa en el gen metilado mas representativo en nuestro grupo de
estudio.

El gen RASAL1 pertenece a la familia RAS-Gap. La familia Ras-Gap en condiciones
normales, controlan la respuesta celular a través de las Ras-GTPasas alternando
entre la forma GTP para su estado activo y GDP para su forma inactiva. A través de
receptores tirosin quinasa regulan el factor de crecimiento plaquetario (PGF), el
factor del crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos.
También tiene efecto sobre los receptores de la angiotensina Il y el endotelial asi
como en la formacién de TGF-f.

La explicacion de la metilacion de este gen en la estenosis pieloureteral la
encontramos en la relacion establecida entre RASAL-1 vy la fibrosis. La fibrosis renal
se puede definir como un proceso de cicatrizacién patoldgica llevada a cabo por
fibroblastos activados que presentan un aumento de actividad proliferativa, matriz
extracelular y expresion de actina muscular (149, 150). A diferencia de la reparacién
fisiolégica, la fibrosis es un proceso patoldgico que no cesa, incluso cuando la lesion
inicial ha desaparecido. Esta caracteristica de "perpetuacion" se refleja en los
fibroblastos, los mediadores principales de fibrogénesis. A diferencia de la
reparacion fisiolégica, los fibroblastos no vuelven a su situacion de quiescencia una
vez que se han activado. Dicha activacion es tan robusta que se mantiene incluso
cuando son cultivados en plastico. Esto ha conducido a la hipotesis de que
determinadas marcas celulares estan implicadas en la activacion de los fibroblastos
en la fibrogénesis.

Aunque con un mecanismo diferente, esta explicacién sobre la implicacion de
RASAL-1 en la fibrosis, se puede extrapolar a la fibrosis generada por alteraciones
en el ciclo celular en las fases que controlan p16 y HIN-1, en las que dicha

alteracion provoca una "perpetuacion” en los procesos de fibrosis. Lo mismo ocurre
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con E-Caderina cuya falta de expresién provoca una ruptura en la unién celular lo
que permite a TGF- actuar como factor profibroético.

La hipermetilacion del gen RASAL1 provocaria su silenciamiento epigenético lo que
conllevaria a la activacion de los fibroblastos y la fibrosis renal de una manera
irreversible. Esta desregulacion de las citoquinas controladas por la cascada Ras
explica la fisiopatologia de la enfermedad renal mediante la fibrogénesis y fallo renal
que desencadenan.

Betchel et al, pusieron de manifiesto no sélo la relacidon existente entre la
hipermetilacion del gen RASAL1 con la fibrogénesis renal sino que ésta se trataba
de una respuesta a la exposicion de manera prolongada a TGF-p y es llevada a
cabo por la ADN metiltransferasa DNMT1 (151, 153, 154).

La exposiciéon durante un periodo breve de tiempo al TGF-$ provoca el silencio del
gen RASAL1 de forma transitoria; sin embargo cuando esta exposicion es
prolongada se produce la metilaciéon en las islas CpG del gen RASAL1 lo que
conlleva a su inactivacion de forma permanente. Esto explica como tanto en la
lesion renal aguda reversible como en la fibrosis progresiva crénica se asocian con
la represion transcripcional de RASAL1; sin embargo, la regeneraciéon espontanea
del rifidn después de la lesidon aguda se asocia con la normalizacién de la expresion
RASAL1 (RASAL1 no esta metilado en el dafio renal agudo), mientras que la fibrosis
cronica progresiva se asociada con la metilacion y por tanto supresion

transcripcional de RASAL1.

2.3. Agrupaciones epigenéticas y perfiles epigenéticos en nuestro estudio:

En el andlisis de nuestro grupo de estudio, segun los clusters de asociacion
epigenética, hemos observado las siguientes caracteristicas.

Existe un primer grupo de pacientes que no presentan metilado ninguno de los
genes seleccionados para nuestro estudio (Figura 45).

De entre los genes que si se encuentran metilados, el andlisis individual sobre cada

uno de ellos comparando metilado y no metilado nos muestra.

2.3.1 p16 (Cycline-depended kinase inhibitor 2A):
Al analizar el gen p16 individualmente entre metilado y no metilado (Figura 46),

llama la atencion que los 5 pacientes con el gen p16 metilados lo comparten en su
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gran mayoria, excepto un caso, con los pacientes que también tiene el gen HIN-1
metilado.

Con respecto a los pacientes en los que p16 no se encuentra metilado, estos sin
embargo si presentan el gen RASAL-1 metilado.

Teniendo en cuenta que en nuestro estudio los genes con mayor porcentaje de
metilacion han sido p16: 25%, E-Cadherina: 25%, HIN-1: 25% y RASAL 1: 35%,
podemos establecer que tres de estos cuatro genes destacados por su porcentaje
de metilacion parecen relacionarse entre si. p16 y HIN-1 se complementan en su
estado de metilacion, mientras que si estos no se encuentran metilados lo hace
RASAL-1. Estos hallazgos los podriamos explicar basandonos en que p16 y HIN-1
ademas de compartir cluster de metilacion también comparten un papel similar:
regular el ciclo celular (en el cual alteraciones del mismo se han relacionado con
fibrosis). Por otro lado, la relacién de RASAL-1 con la fibrosis renal puede seguir
otra via diferente a la regulacién del ciclo celular, en la que existe una perpetuacién
en la activacion de los fibroblastos, que son los mediadores principales de la

fibrogénesis.

2.3.2 MGMT(O6-metilguanina ADN metiltransferasa):

En el andlisis individualizado del gen MGMT entre metilado y no metilado (Figura
47) no se observa ningun patrén definido de asociacion entre los distintos genes.
Con respecto a la relacion que pueden establecer los tres pacientes con MGMT
metilado observamos que dos pacientes de HIN-1 coinciden.

Sin embargo, los casos no metilados para el gen MGMT no tiene un patrén definido

con respecto a los otros genes.

2.3.3 E-Cadherina:

Al analizar E-Cadherina de manera individualizada entre los casos metilados y no
metilados (Figura 48) observamos un patron con respecto a los pacientes que
presentan E-Cadherina metilado. Estos pacientes, en los que E-Cadherina esta
metilado, no comparten la caracteristica de metilacién en ningin caso con RASAL-1
y tan sélo en uno de HIN-1. Analizando ahora los pacientes que presentan E-
Cadherina no metilada, RASAL-1 y HIN-1, si se encuentran metilados.

Esto nos lleva a deducir que la metilacion para el gen E-Cadherina es totalmente

independiente del RASAL-1 y HIN-1, siendo la relacion entre ambos grupos

130




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

antagodnica; si E-Cadherina esta metilada RASAL-1 y HIN-1 estaran no metilados y

viceversa en el caso contrario para E-Cadherina no metilado.

2.3.4 Ciclina-D2:
El gen Ciclina-D2 tan sélo se ha encontrado metilado en un paciente. El analisis
individualizado de este gen no ha aportado, como era esperable, ningun patrén en

la distribucién de las caracteristicas metilacién/no metilacion en nuestro trabajo.

2.3.5 HIN-1 (High —in normal-1):

En el analisis individualizado de HIN-1 con respecto a su estado de metilacion/no
metilacion con respecto a los otros genes (Figura 50), nos muestra un patron de
distribucion muy similar al analizado en p16 como ya habiamos dicho.

Ambos genes, HIN-1 y p16, comparten el estado de metilacion, como si se
complementasen.

Al analizar los pacientes con HIN-1 no metilado excepto uno, todos presentan tanto
E-Caderina como RASAL-1 metilados.

En el analisis de HIN-1 al igual que en el p16, podriamos realizar una divisén entre
pacientes con HIN-1 metilado que comparten patrén con p16 y los pacientes con
HIN-1 no metilado en los que RASAL-1 si esta metilado.

Este analisis de HIN-1 refuerza nuestra suposicidon acerca de la asociaciéon entre
HIN-1 y p16, basandonos en que comparten el mismo papel: regular el ciclo celular,

en el cual alteraciones del mismo se han relacionado con fibrosis (155).

2.3.6 RASAL-1(Ras protein activator like 1):

El analisis de RASAL-1 individualizado con respecto a su estado de metilado/no
metilado (Figura 51) resulta el mas llamativo de nuestra serie.

En el podemos establecer una linea ficticia que nos divide nuestra serie en dos
grandes grupos. Por un lado los pacientes con RASAL-1 metilado, los cuales no
comparten esta caracteristica con otros genes (solo con un paciente que presenta
metilacion para HIN-1 y p16 y otro caso para MGMT). En los casos con RASAL-1 no
metilados, el resto de los genes de nuestra serie si estan metilados.

El analisis de esta figura nos puede llevar a la conclusién de que el estado de
metilacion de RASAL-1 es auténomo e independiente sin la necesidad de estar

complementado por otros genes. Es decir; si el gen RASAL-1 esta metilado en un
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paciente con estenosis pieloureteral es poco probable que otros genes si lo estén;
mientras que si RASAL-1 esta no metilado en estos pacientes sera necesario
estudiar otros genes.

Esta relaciéon puede explicarse con la hipotesis de Knudson, que establecié en 1971
sobre el cancer como resultado de mutaciones acumuladas del ADN de las células.
Esta hipétesis se basa en el estudio de los retinoblastomas. Existen dos formas de
retinoblastomas: los famiiares (aparecen tumores independientes en los dos ojos) y
esporadicos (aparece un soélo tumor en uno de los dos ojos). En los afectados con el
primer tipo tienen una probabilidad mayor de desarrollar otros tipos de cancer
debido a que en todos los tejidos somaticos presentan un alelo mutado del gen RB1
(gen supresor de tumores), por lo que soélo necesitan una segunda mutaciéon para
perder la funcién de gen supresor de tumores. Con respecto a los retinoblastomas
esporadicos haria falta el evento en cada tejido, lo cual ocurre con menor frecuencia
(182).

Asi, utilizando esta hipotesis para explicar este perfil de metilacién, tan sélo con
RASAL-1 metilado ya se produce una fibrosis renal en la estenosis pieloureteral;
mientras que con respecto a HIN-1 y p16 sera necesaria la metilacién de manera

conjunta para que esto se produzca.

2.4 Vision global de los perfiles epigenéticos.

Al analizar de forma global los perfiles epigenéticos realizados sobre cada gen de
manera independiente analizando su estado de metilado/ no metilado, nos llama la
atencién dos asociaciones diferentes.

Por un lado queda reflejado de forma clara que p16 y HIN se complementan en sus
estados de metilacién/no metilacion (Figura 52). Todos los pacientes con p16
metilados presentan este mismo estado en HIN-1. Esta relacion que establecen, en
su estado de metilacién, la podemos asimilar con la funcién que ambos genes
desempenfian, la regulacion del ciclo celular, en el cual alteraciones del mismo se
han relacionado con fibrosis. La parada en el ciclo celular, provoca que, ante un
dafno renal agudo, las células tubulares no proliferen y sustituyan a las células
dafnadas, conllevando a un dafo renal progresivo; ademas de inducir una cascada

de elementos proinflamatorios y profibréticos (155).
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PACIENTE pl6 HIN-1

Figura 52: Cluster epigenéticos de p16 y HIN-1

Otro claro grupo, que en el analisis de los perfiles epigenéticos resalta, es la relacion
entre E-Cadherina, HIN-1 y RASAL-1.

En este perfil epigenético llama la atencién que la presencia de metilacion para
RASAL-1 conlleva la no metilacién de los genes E-Cadherina y HIN-1 y viceversa.
En este perfil, RASAL-1 y E-Cadherina comparten, en relacién con la estenosis
pieloureteral, su papel sobre la fibrosis. Los mecanismos de ambos en relaciéon con
la fibrosis renal no son comunes. La hipermetilacion del gen RASAL1, provoca su
silenciamiento epigenético lo que conlleva a la activaciéon de los fibroblastos y la
fibrosis renal de una manera irreversible (151). La pérdida de expresion de E-
Cadherina se relaciona la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) que juega un
importante papel en la fibrosis, incluida la renal. El silenciamiento de E-Cadherina
induce a TGF-$ en la EMT y por tanto fibrosis renal (180).

El otro gen, dentro de este patron, es HIN-1 cuya funcién no tiene ninguna relacion
con los dos genes anteriores. HIN-1 regula el ciclo celular; y se sabe que defectos
del ciclo celular se han visto relacionados con la fibrosis (155).

Estos genes, mediante diferentes vias, tienen un papel importante en la fibrosis

renal siendo éste el nexo de union que podemos establecer entre ellos.
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Con estos tres genes, el resultado que obtenemos es el de todos los pacientes con

muestras metiladas de nuestro estudio (Figura 53).

PACGIEMTE e-cadherin HIN-1 RASAL1
20
2

un

Figura 53: Cluster epigenéticos de E-Cadherina, HIN-1 y RASAL-1

3. Correlacion entre parametros clinicos y epigenéticos.

El objetivo de esta tesis es evaluar si la epigenética tiene relaciéon en el inicio,
evolucién y/o progresién de la estenosis pieloureteral. El gran peso de los trabajos
epigenéticos se centran en el estudio del cancer; aunque se estan comenzando a
publicar datos sobre la epigenética y el rifidn, trasplante o enfermedad
cardiovascular; ningun trabajo hasta ahora, habia abordado la epigenética en la
estenosis pieloureteral (183, 184).

Para estratificar los parametros clinicos en perfiles de agrupacion clinica empleamos
el programa PHYLIP (Tabla 12), mientras para los epigenéticos analizamos
individualmente cada gen entre su estado metilado y no metilado (Figuras 45-51). La
asociacion de ambos se refleja en la tabla 14.

Examinando de manera conjunta los parametros clinicos con los epigenéticos,
encontramos 6 grupos ya que el grupo IV estaria formado por un sélo paciente
(Tabla 14).
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Las caracteristicas conjuntas analizadas para cada grupo fueron las siguientes:

- Grupo I:

Analizando a las caracteristicas clinicas, se corresponden con un grupo de varones
afectos de estenosis pieloureteral del lado izquierdo. Estas dos caracteristicas son
las mas comunes en este tipo de patologia donde el sexo mas afectado es el
masculino y el lado es el izquierdo. En este grupo el diagnéstico no se realizé
prenatalmente sino que fue antes del afio de vida. No tuvieron clinica, por lo que el
hallazgo fue de manera incidental. A pesar de no haber presentado ninguna
sintomatologia, la funcion renal determinada por el filtrado glomerular renal (FGR)
estaba deteriorada en ambos casos (< 90 ml/min/1,73m?) aunque la funcion renal
del renograma diurético estaba conservada (> 44%). En ambos casos la
hidronefrosis era severa (Grado lll) y muy severa (Grado 1V) acompanada en uno de
los casos por adelgazamiento del parénquima renal lo que si nos traduce y justifica
el deterioro de la funcion renal. Tras la cirugia, la funcién renal determinada por el
FGR se recupera (> 90 ml/min/1,73m?) y es coincidente con la funcién renal
conservada postoperatoria (> 44%) del renograma diurético, al igual que con la
recuperacion del grosor del parénquima renal y el grado de hidronefrosis (Grado II)
en las ecografias de control. Ambos pacientes permanecieron asintomaticos, sin
ninguna incidencia en el seguimiento a largo plazo.

Las caracteristicas epigenéticas de las piezas de estenosis de la union pieloureteral
analizadas de este grupo, se caracterizan por estar metiladas para p16 y E-
Cadherina. Son dos genes cuya implicacién en la fibrosis renal sigue vias diferentes.
p16 lleva a la fibrosis renal por una disregulacion en el ciclo celular, mientras que la
metilacion de E-Cadherina y por lo tanto su falta de expresion y funcion, cohexion
entre células, permite que TGF-f induzca a la transicién epitelio-mesenquimal
(EMT) responsable de la fibrosis renal.

Este perfil epigenético nos puede llevar a sugerir como en este grupo, de pacientes
asintomaticos con una correcta funciéon en el renograma diurético, el proceso de
fibrosis y obstruccion de la unién pieloureteral que tienen puesto en marcha de
manera silente se ve reflejado en el FGR y el adelgazamiento del grosor del

parénquima renal.
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- Grupo II:

Este grupo no es homogéneo en cuanto a sexo y lado afectado, sin embargo, si
que, al igual que en otras series, los varones y el lado izquierdo son predominantes.
El diagnéstico se realizé en la mayoria de los casos de forma prenatal como es
habitual en la actualidad debido a los controles realizados durante el embarazo. En
este grupo el FGR era normal (> 90 ml/min/1,73m?), dato concordante con una
correcta funcién renal en el renograma diurético (>44%) y una conservacion del
grosor del parénquima renal en la ecografias previas a la cirugia. El grado de
hidronefrosis previo a la cirugia era severo en la mayoria del grupo y se normalizé
practicamente tras la misma. Ningun paciente presentd algun tipo de incidencias en
el seguimiento realizado a largo plazo.

El perfil epigenético derivado del analisis de las piezas de estenosis de la union
pieloureteral reflejan en este grupo metilacion para los genes p16 y HIN-1. Ambos
genes se asociaron en el analisis de perfiles independientes de cada gen entre
metilado/no metilado. p16 y HIN-1 comparten la funciéon que desempefian, el control
del ciclo celular. Alteraciones en la regulacion de las distintas fases del ciclo celular
se han relacionado con la fibrosis renal.

Este perfil de metilacidn, nos explica el proceso de fibrosis que se estaria llevando a
cabo en estos pacientes, que se encuentran asintomaticos y con una correcta
funcion renal, en los que sin embargo el efecto deletéreo de la fibrosis se esta
llevando a cabo sin dar muestras todavia de su expresion.

-Grupo Il

El grupo Il esta constituido por mujeres con estenosis pieloureteral del lado derecho
diagnosticadas, en la mayor parte, en periodo prenatal. Casi todo el grupo es
asintomatico a la hora de la cirugia y el FGR esta conservado (>90 ml/min/1,73m?);
sin embargo, la funciéon renal en el renograma diurético, en dos de las cinco
personas que forman este grupo, esta deteriorada (31-44%). Esta alteracién en la
funcion renal se corresponde con un grado muy severo de hidronefrosis
acompanada de disminucion en el grosor del parénquima renal. Tras la cirugia el
FGR permanece conservado y la funcién renal se recupera en todo el grupo siendo
en todos los casos > 44%, el grado de hidronefrosis mejora al igual que se recupera,
en casi la totalidad del conjunto, el grosor de la corteza renal. La evolucion de estos

pacientes fue favorable en todos los casos.
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El perfil epigenético de este grupo es de metilacion para el gen RASAL-1. Betchel et
al, demostraron la asociacion de metilacion de RASAL-1 con la perpetuacion de la
activacion de los fibroblastos y por lo tanto con la fibrosis renal.

Este perfil de metilacion nos explica y alerta de la fibrosis desarrollada en un grupo
en el que la funcién renal analitica y en la mitad de los pacientes en el renograma
diurético, estaria conservada pero el grosor y afectacion de la corteza renal
comienza a resentirse por el predominio de hidronefrosis muy severa (Grado V) que
existe en estos pacientes.

- Grupo V:

Los datos clinicos de este grupo, recogen un perfil caracteristico de la estenosis
pieloureteral. Se trata de un grupo de varones, afectos del lado izquierdo, con un
diagndstico prenatal y asintomaticos. Sin embargo, este grupo, a pesar de estar
asintomaticos, tienen una funcién renal, tanto analitica como en el renograma
diurético, deteriorada al igual que una afectacién del parénquima renal. Tras la
cirugia, la funcion renal no se corrige en el FGR y en el renograma tan sélo en un
paciente del grupo. Si lo hace el parénquima renal y el grado de hidronefrosis.

En el perfil epigenético de este grupo, la metilacion se produce en el gen E-
Cadherina. La metilacién de E-Cadherina justifica la fibrosis renal ya que cuando no
se expresa, no cumple su funcioén, que es la cohexion entre las células; esto induce
a la actuacion de TGF-f en la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) y la
consecuente fibrosis renal.

Este grupo, a pesar de tener un diagnéstico precoz debido a su sospecha antenatal
y a ser asintomatico, tiene un mal prondstico en nuestra serie. La funcién renal se
encuentra deteriorada desde el inicio y su recuperacion, a pesar de intervenir
quirurgicamente a todos los pacientes antes de los 12 meses de vida, no ha logrado
restablecerse.

- Grupo VI:

El grupo VI presenta unos parametros clinicos de estenosis pieloureteral del lado
izquierdo con diagndstico prenatal. A pesar del diagndstico precoz, ambos pacientes
que conforman el grupo presentan sintomatologia. Esto se acompana y podria
justificar el deterioro que presenta el grupo en el FGR (< 90 ml/min/1,73m?). Con
respecto a la funcién renal, en el renograma diurético, uno de estos pacientes la

tiene conservada (>44%) y en el otro caso no se ha podido valorar aunque intuimos
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que estaba deteriorada ya que este paciente tenia adelgazada la corteza renal en la
ecografia. Tras la cirugia, un paciente persiste con la funcién tanto analitica como la
del renograma diurético deteriorada y persiste afectacion del parénquima renal;
mientras que el otro paciente del grupo ha restablecido una correcta funcion
analitica y mantiene conservada tanto la funcion en el renograma como el
parénquima renal. En este grupo, ambos pacientes han presentado incidencias en el
seguimiento a largo plazo; por lo que podemos concluir que se trata de un grupo de
riesgo para la conservacién de la funcion renal.

Analizando los datos epigenéticos de este grupo presentan un perfil de metilacion
para RASAL-1; sobre el cual que ha quedado establecida la relacion que existe
entre su falta de expresion vy fibrosis renal.

Si al unir a este grupo los dos pacientes del grupo lll, que presentan un deterioro de
la funcion renal en el renograma diurético y presentan el gen RASAL-1 metilado,
podriamos especular con el mal pronéstico que la metilacion del gen RASAL-1
confiere a los pacientes con estenosis pieloureteral. Debido a los pocos casos
recogidos en nuestra serie, seran necesarios estudios a mas largo plazo, para
comprobar si la ya conocida relacion de la metilacion de RASAL-1 se puede
correlacionar con una mayor afectacion de la funcion renal.

- Grupo VII:

Analizando los parametros clinicos, es un grupo heterogéneo que se caracteriza por
tener afectado el lado derecho. El diagnéstico, en la mayoria de pacientes de este
grupo, se ha realizado de manera prenatal. Con respecto al paciente con
diagndstico postnatal, este se realizd por un episodio de dolor tipo célico. Todo el
grupo presenta una funcién renal tanto analitica segin el FGR como en el
renograma diurético deteriorada con grados muy severos de hidronefrosis con
afectacion del parénquima renal. La evolucién en esos pacientes tras la cirugia, ha
sido, con respecto a la funcién renal analitica, su restablecimiento pero no asi en la
funcidn renal del renograma diurético donde ha permanecido afectada, y en un caso
incluso ha empeorado. La corteza renal en todos ellos sigue adelgazada a pesar de
que el grado de hidronefrosis ha mejorado. Ninguno de estos pacientes ha
presentado incidencias en el seguimiento a largo plazo.

Al analizar los patrones de metilacidn, resulta llamativo la practica ausencia de
metilacion; tan s6lo un paciente presenta metilacion para la Ciclina-D2. En este

grupo, a diferencia de los anteriores no podemos establecer una relacién entre la

138




PRIMER ESTUDIO DE LA EPIGENETICA COMO UN BIOMARCADOR EN LA ESTENOSIS PIELOURETERAL

metilacion y la fibrosis renal asi como tampoco con su valor en el prondstico de la

enfermedad.

4. Visién global del trabajo:

En el trabajo realizado, ha quedado patente que la metilacién “SI” tiene importancia
en la estenosis pieloureteral, implicada en ella a través de la metilacion. Esto abre
una nueva linea de investigacion, hasta ahora no desarrollada.

La utilidad derivada de este trabajo, sobre la epigenética en esta patologia, radica
en la posibilidad de convertirla en un biomarcador que apoye como herramienta al
algoritmo diagnodstico-terapéutico de la estenosis pieloureteral, en el que todavia no
existe una regla dogmatica establecida como patrén de actuacion. Quizas, permita
al clinico, emplearla como un nuevo marcador que ayude a tomar decisiones en
pacientes, todavia asintomaticos, en los que el proceso de fibrosis ya esta puesto en
marcha, antes de que su funcidn renal comience a deteriorarse.

Esta tesis, limitada por el escaso tamafo muestral, abre una hipétesis; una nueva
linea de investigacion, de la que destacar diferentes perfiles clinico-epigenéticos
para futuros estudios.

Pacientes con estenosis pieloureteral con adecuada funcién renal pero con grados
severos de hidronefrosis, presentan RASAL-1 metilado, y por tanto el proceso de
fibrosis ya esta desencadenado. Quizas este hallazgo epigenético podria emplearse
como un biomarcador a tener en cuenta para prevenir el deterioro de la funcién
renal.

Otros genes destacados en nuestro estudio, junto con RASAL-1, serian p-16, HIN-1
y E-Cadherina. P16 y HIN-1 se han relacionado en nuestro estudio a través de su
nexo de unién sobre el papel comun que desempefian, que es el control del ciclo
celular, el cual asocia alteraciones del mismo con el proceso de fibrosis.
E-Cadherina, por su parte, cuando no se expresa, no desempefia su funcién, que es
la cohesion celular, lo que conlleva a una activacion de los fibroblastos y a la
fibrosis.

De nuestro estudio, se podrian destacar, por un lado dos patrones clinicos de mal
prondstico, asociados a dos clusters epigenéticos de metilacién; (I) E-Cadherina y
RASAL-1; y (ll) la asociacién entre p16 y HIN-1 pareja en cuanto a su estado de

metilacion en la estenosis pieloureteral. Por lo tanto, estos cuatro genes RASAL-1,
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E-Cadherina, HIN-1 y p16 serian los candidatos para desarrollar estudios futuros

sobre sus implicaciones pronosticas en la estenosis pieloureteral.
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CONCLUSIONES

La estenosis pieloureteral en estadios avanzados es causa de insuficiencia
renal y comorbilidad asociada.

Es importante tener mas herramientas para el diagnéstico y toma de
decisiones terapéuticas en la estenosis pieloureteral.

Demostramos, por primera vez, que la metilacion tiene un papel importante
en la estenosis pieloureteral debido al alto porcentaje de genes metilados que
encontramos.

La metilacion del gen RASAL-1 destaca dentro del estudio de genes
metilados que estan implicados en la estenosis pieloureteral.

La metilacion del gen RASAL-1 tiene un valor importante en la valoracion
conjunta de las diferentes pruebas en el estudio de las hidronefrosis.

HIN-1 y p16, quizas por compartir el mismo papel funcional (la regulacién del
ciclo celular) aparecen asociados en los perfiles de metilacion de nuestra
serie.

HIN-1, E-Cadherina y RASAL-1 se encuentran metilados en todos los
pacientes con estenosis pieloureteral de nuestra serie. A pesar de que
RASAL-1 es el gen que se encuentra metilado en un mayor porcentaje, HIN-1
y E-Cadherina deberian ser tomados en cuenta. Estos tres genes por si
solos, sugieren un perfil epigenético en nuestro grupo.

La metilacion puede convertirse en un biomarcador en pacientes con
estenosis pieloureteral en fases iniciales de su enfermedad y ser empleado

como una herramienta mas en su algoritmo diagndstico-terapéutico.
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