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RESUMEN

Introduccion: En Venezuela se ha descrito una nueva va-
riedad de nefronoptisis, denominada nefronoptisis del
adolescente, la cual expresa caracteristicas clinicas e his-
toldgicas similares a las otras variedades ya descritas. Sin
embargo, la patogenia de esta enfermedad aln no es
bien conocida. El objetivo de este trabajo fue determinar
la expresién del receptor del factor de crecimiento epi-
dérmico (EGFR) humano en las células epiteliales tubula-
res de pacientes con nefronoptisis del adolescente. Mé-
todos: Se estudiaron las biopsias renales de 8 pacientes con
nefronoptisis del adolescente, mediante la técnica de in-
munohistoquimica, para determinar la expresion renal del
EGFR. Resultados: En todas las muestras la expresién del
receptor del factor de crecimiento epidérmico fue nega-
tiva. Conclusion: Estos hallazgos indican una deficiencia
del receptor del factor de crecimiento en los epitelios in-
diferenciados, lo cual podria ser uno de los factores des-
encadenantes del desarrollo de los quistes en la nefro-
noptisis.
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INTRODUCCION

La nefronoptisis (NP), una enfermedad hereditaria que se

transmite en forma autosémica recesiva, se ubica en el grupo
de las enfermedades medulares quisticas que conduce a la in-
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Expression of epidermal growth factor receptor in renal
biopsy from patients with adolescent nephronophthisis

ABSTRACT

Introduction: In Venezuela has been described a new form
of nephronophthisis, called adolescent nephronophthisis,
with clinical and histological findings very similar to
others varieties described. However, pathogenesis in not
well known. The aim of this study was to determine the
expression of human epidermal growth factor receptor
(EGFR) in tubular epithelial cells of patients with
adolescent nephronophthisis. Methods: Renal biopsies
of 8 patients with adolescent nephronophthisis were
studied by immunohistochemistry to determine renal
expression of EGFR. Results: In all patients, there was
no expression of epidermal growth factor receptor.
Conclusion: These findings indicate a deficiency of
growth factor receptor in undifferentiated epithelial
cells, which could be one factor in the development of
cysts in nephronophthisis.

Key words: Inmunohistochemistry. Renal failure. Tubular
basement membrane

suficiencia renal crénica (IRC), usualmente en la segunda dé-
cada de la vida'.

En la poblacién venezolana se caracterizé una nueva varie-
dad de la enfermedad, la nefronoptisis del adolescente o
NPHP32. Las caracteristicas histolégicas de la NPHP3 son si-
milares a las descritas en la nefronoptisis juvenil: atrofia tu-
bular con engrosamiento de la membrana basal tubular
(MBT) con espesor variable, fibrosis intersticial difusa, as{
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como la formacién de quistes en la unién cértico-medular y
médula renal®*.

A la microscopia electrénica en la NP, se aprecian laminacion
o desdoblamiento, duplicacion, plegamiento, adelgazamiento
y engrosamiento de la MBT®. Estos hallazgos han permitido
plantear anormalidades en la estructura y composicién de la
MBT, proponiendo que éste es el defecto primario o funda-
mental en la NP*.

La evidencia de un nimero de laboratorios ha demostrado un
papel importante del eje del receptor del factor de crecimien-
to epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR)
en la promocién de la hiperplasia epitelial en el epitelio quis-
tico, con la consiguiente formacién de quistes renales y su
progresiva ampliacidn, tanto en la enfermedad poliquistica
renal autosémica dominante (PQRAD) como en la enferme-
dad poliquistica renal autosémica recesiva, murina y huma-
na. Ademads, el epitelio renal quistico presenta alteraciones
tanto cuantitativas (sobreexpresién) como cualitativas (loca-
lizacién errada) en la expresion de uno o mds de los miem-
bros de la familia de receptores ErbB°®.

Dado que la NP es una de las enfermedades medulares quis-
ticas, en este estudio se determiné mediante marcaje inmuno-
histoquimico, la expresiéon del EGFR humano en las células
epiteliales tubulares de 8 pacientes con NPHP3, para tratar de
dilucidar su participacion en esta patologia.

METODOLOGIA

Empleando la técnica de inmunohistoquimica, se estudiaron
las biopsias renales de 8 pacientes con NPHP3 evaluados en
la Unidad de Nefrologia, Didlisis y Transplante del IAHULA,
Mérida, Venezuela. Dichas biopsias fueron realizadas para es-
tablecer el diagndstico y evaluar la progresion de la enferme-
dad. La edad promedio de los pacientes era de 20,6 + 4,0
afios; 6 de sexo masculino y 2 de sexo femenino: seis pacien-
tes presentaban IRCT y 2 presentaban funcién renal normal.
Las biopsias renales se tomaron por microlumboctomia; se fi-
jaron en formalina y se procesaron para ser analizadas me-
diante microscopia de luz por el método convencional de in-
clusion en parafina.

El procedimiento utilizado para el estudio de las muestras ha
sido previamente descrito’. Se realizaron cortes histoldgicos
de 3 um del tejido renal incluido en parafina, los cuales fue-
ron montados en laminas silanizadas, secados durante 24 ho-
ras en estufa a 37 °C, desparafinados en xilol y rehidratados
en soluciones de etanol de grado decreciente hasta agua des-
tilada. La recuperacion del antigeno se realiz6 colocando las
laminas en una solucién de tripsina al 0,1% a 37 °C, durante
15 minutos. Las ldminas se lavaron con agua destilada antes de
ser colocadas durante 10 minutos en un agente bloqueante de la
peroxidasa endégena (peroxidase blocking, Dako, Carpinte-
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ria, EE.UU.). Tras de lavar las ldminas nuevamente con agua
destilada, se colocaron durante 10 minutos en solucién de tris
buffer salino (TBS), para ser sometidas al proceso de bloqueo
de proteinas (protein blocking system, Dako, Carpinteria,
EE.UU.). Las ldminas se incubaron con el anticuerpo prima-
rio (anticuerpo monoclonal de ratén antirreceptor factor de
crecimiento epidérmico humano, Clone: H11, Dako, Car-
pinteria, EE.UU.) a una dilucién de 1:100, durante 20 horas
a 4 °C en camara hiimeda. Pasado este tiempo, se dejaron las
muestras a temperatura ambiente por una hora y previo lava-
do con TBS, se realizé la incubacién de las laminas con el
sistema EnVision (Dako, Carpinteria, EE.UU.) durante
30 minutos a temperatura ambiente en cdmara himeda, se-
guido de lavado con TBS por 10 minutos. Se aplicé el cro-
moégeno diaminobencidina (DAB, Dako, Carpinteria,
EE.UU.) durante 10 minutos, seguido de lavado con agua
destilada. Finalmente, los preparados histolégicos fueron
contrastados con hematoxilina de Mayer, deshidratados con
una serie de soluciones de alcohol de gradacion creciente y
cubiertos con laminillas usando Martex.

Se utilizé como control positivo para el anticuerpo prima-
rio, tejido normal de piel. Como control negativo, se utili-
z6 miusculo estriado esquelético. Estos tejidos control se em-
plearon de acuerdo a lo recomendado en la ficha técnica.

El material se observé con microscopio foténico Medilux 12,
acoplado a una camara Leica DFC 280 para capturar y digi-
talizar las imdgenes. Los resultados fueron supervisados por
2 observadores independientes quienes coincidieron en los
resultados.

Para el andlisis de los resultados, las secciones de tejido con
inmunotincién fueron evaluadas usando una escala semicua-
litativa, considerandose positiva la reaccion al observar un in-
munoprecipitado de color marrén. Escala: negativo (0, no tin-
cidn), intensidad débil (1+), intensidad moderada (2+) e
intensidad fuerte (3+).

RESULTADOS

El diagnéstico de NPHP3 fue realizado segun la historia
familiar, caracteristicas clinicas, histopatolégicas y gené-
tica molecular. Los pacientes pertenecen al grupo descri-
to previamente®. Las lesiones histoldgicas son muy simi-
lares a las descritas previamente en la literatura®. En 5
de los 8 casos se observaron quistes. El tamafio y nimero
de los quistes fue variable, revestidos por epitelio simple
cubico bajo, con MBT irregular en su espesor; en algunos
quistes se observaron micropapilas revestidas por epitelio
hiperplasico. En todas las biopsias de los pacientes se ob-
servo fibrosis intersticial difusa y atrofia tubular caracte-
rizada por una MBT plegada y gruesa. En uno de los ca-
sos, se observd el engrosamiento fibromuscular de las
paredes arteriales.
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En todos los casos se observaron glomérulos con retraccion
del penacho capilar y dilatacién seudoquistica del espacio
urinario y fibrosis periglomerular concéntrica, de manera pre-
dominante en los pacientes con IRCT.

En relacion con la inmunohistoquimica, el control positivo en
piel demostré precipitado marrén con intensidad de 3+, en las
células epiteliales epidérmicas y sudoriparas (figuras 1 Ay B).
En el control negativo en musculo estriado esquelético, la ex-
presion fue O (figura 1 C). En las biopsias de los 8 pacientes,
la expresion de EGFR fue O (figura 2).

DISCUSION

Los factores de crecimiento han sido poco estudiados en NP.
En la literatura sélo se encontré un reporte de estudio de una
paciente de 13 afios de edad con esta patologia, cuya biopsia
renal estudiada por inmunohistoquimica demostré ser posi-
tiva para factor de crecimiento hepatico (Hepatocyte Growth
Factor, HGF) expresado en las células epiteliales de los tu-
bulos dilatados. Este hallazgo permitié sugerir a los autores
que este factor podria estar implicado en la formacion de los
quistes en esta enfermedad®.

El proceso de quistogénesis ha sido estudiado ampliamente
en PQRAD. Se ha demostrado in vitro que el factor de cre-
cimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor, EGF) tie-
ne un efecto mitégeno sobre el epitelio tubular quistico;
ademads se ha encontrado aumentado el nimero de recepto-
res para EGF considerdndose en esta enfermedad como un
factor proliferativo. Por otra parte, en la enfermedad poli-
quistica murina infantil estudiada en ratones C57BL/6J-cpk,

se ha demostrado que la falta relativa de EGF puede contri-
buir al desarrollo de quistes en el tibulo colector por una
maduracion epitelial retardada’.

La NPy los trastornos asociados son considerados como ci-
liopatias, ya que todos los productos de los genes NPHP se
expresan en los cilios primarios, de manera similar a las pro-
teinas de enfermedad renal poliquistica®.

Sin embargo, en la NP se ha planteado una alteracién en la
estructura y composicién de la MBT, cuyos componentes
conforman una matriz extracelular (MEC) especializada, la
cual participa en la tubulogénesis renal normal. Es probable
que durante la nefrogénesis, los defectos moleculares de la
MEC pudieran participar como algunos de los posibles fac-
tores patogénicos de esta enfermedad tubular hereditaria'.
También, varios reportes en modelos animales de PQRAD
indican que las anormalidades en el eje EGFR son una ex-
presion celular comtin que ocurre como consecuencia de un
ndmero diverso de mutaciones primarias®.

En todos los pacientes con NPHP3 estudiados, la expresion
de EGFR fue negativa. Esto nos permite plantear la posibili-
dad de una deficiencia del efecto de EGF en el epitelio tu-
bular. Se sabe que este factor es uno de los ligandos del
EGFR, el cual promueve la diferenciacion celular en 6rga-
nos inmaduros, lo que hace pensar que posiblemente sea la
presencia de un epitelio tubular indiferenciado lo que deter-
mine el desarrollo de los quistes en esta enfermedad.

Lo antes descrito nos permite concluir que probablemente el
EGF actiia como factor de diferenciacion celular y la falta
de expresion de su receptor en la nefronoptisis constituye

reactividad 0. Todas las imagenes: EnVision/DAB, 25x

Ay B) Control positivo, piel normal. Obsérvese la tinciéon de color marrén en las células epiteliales epidérmicas y conductos de glandulas
sudoriparas (flechas), con intensidad 3+. C) Control negativo, musculo estriado esquelético. No se aprecia tincién con el anticuerpo,

Figura 1. Marcaje inmunohistoquimico con anticuerpo monoclonal de ratén antirreceptor de factor de crecimiento epidérmico humano.
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Todas las imagenes: EnVision/DAB. A 10x, By C 25x.

Ay B) Tejido renal de pacientes con NP e IRC. C) Tejido renal de paciente con NP sin IRC. En todos los casos, la reactividad fue 0.

Figura 2. Marcaje inmunohistoquimico con anticuerpo monoclonal de ratéon antirreceptor de factor de crecimiento

epidérmico humano.

una evidencia inderecta de la deficiencia o ausencia del efec-
to tréfico del EGF sobre la célula epitelial, manifestdndose
mediante el desarrollo y mantenimiento de un epitelio indi-
ferenciado y de esta manera condiciona la formacién de los
quistes. Consideramos que €ste podria ser uno de los facto-
res que participan en la quistogénesis y se requeririan mas
investigaciones para dilucidar los mecanismos involucrados
en la patogenia de esta enfermedad.
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