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RESUMEN

El Sindrome Urémico Hemolitico se caracteriza por
presentar anemia hemolitica microangiopatica, trom-
bocitopenia e insuficiencia renal aguda. Se clasifica
en tipico, diarrea positivo, inducido por Escherichia
coli 0157-H7 (90%) y atipico, mas comunmente se-
cundario a la desregulaciéon de la via alternativa del
complemento (3-10 %). La regiéon cromosémica
1932 contiene el sistema regulador de la activacion
del complemento humano (RCA). Se relaciona con
mutaciones en factores reguladores de C3 como el
factor H (FH, la mas comun), el factor 1, el factor B y
la proteina constitutiva de membrana (MCP). Presen-
ta patrones de herencia autosémica tanto dominante
como recesiva. El déficit de FH autosémico domi-
nante generalmente ocurre en adultos y la mortalidad
y el riesgo de enfermedad renal terminal oscila entre
el 50%-90%.

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar la funcién
tubular y glomerular por técnicas de inmunohistoqui-
mica para detectar mecanismos de transporte para
agua (AQPs), urea (UT-A) y proteinas (nefrina, po-
docalixina y megalina) en un rifién transplantado de
un paciente portador de SUH por déficit de FH que
desarroll6 una recidiva de SUH y lesiones por nefro-
toxicidad. Detectamos un mecanismo de adaptacion
a la uremia por la expresion de novo de un UT-A2 en
corteza renal y la disminucién del UT-A1 en médula y
alteraciones en el manejo proximal del agua por la dis-
minucién de la expresion de AQP1 en tdbulo proxi-
mal. Las modificaciones a nivel de la expresion de la
nefrina y la podocalixina podocitarias y de megalina
en el tdbulo proximal podrian explicar la presencia de
la proteinuria
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Sindrome Urémico Hemolitico Atipico, Factor H,
Transportadores de Urea, Acuaporinas, Nefrina, Po-
docalixina, Megalina

ABSTRACT

The hemolytic uremic syndrome is characterized by
microangiopathic hemolytic anemia, thrombocytope-
nia and acute renal failure. It is classified in typical,
positive diarrhea, induced by Escherichia coli 0157-
H7 (90%) and atypical, most commonly secondary
to the deregulation of the alternative pathway of
complement (3-10%). The chromosomal region 132
contains the regulatory system of the activation of
human complement (RCA). It is related to mutations
in regulatory factors of C3 as factor H (FH, the most
common), the factor I, factor B and the constitutive
membrane protein (MCP). It presents both dominant
and recessive autosomic inheritance patterns. The
autosomic dominant alteration of FH usually occurs
in adults and mortality and the risk end stage kidney
disease ranges between 50% - 90%.

The aim of our work was to study tubular and glo-
merular function by Immunohistochemistry tech-
niques to detect transport mechanisms for water
(AQPs), urea (UT-A) and proteins (nephrin, podo-
calyxin and megalin) in a transplanted kidney in a pa-
tient carrier of HUS by alterations in FH that develo-
ped a recurrence of HUS and nephrotoxicity injuries.
We detect an adaptation mechanism to uremia by de
novo expression of UT-A2 in renal cortex and the
decrease of the UT-A1 in medulla and alterations in
the proximal water transport by the decrease in the
expression of AQP1 in proximal tubule. The chan-
ges at the level of the expression of the podocytic
nephrin and podocalyxin and megalin in the proximal
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tubule may explain the presence of proteinuria

Atypical Hemolytic Uremic Syndrome, Factor H,
Urea Transporters, Aquaporins, Nephrin, Podo-
calyxin, Megalin

INTRODUCCION

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es el resul-
tado de la acciéon de numerosos factores etiologicos
y patogénicos. Consiste en la asociaciéon de anemia
hemolitica microangiopatica con signos y sintomas de
agresion multiparenquimatosa.

Estas lesiones se observan especialmente en tubo di-
gestivo, rifion y encéfalo y estan asociadas a trombo-
citopenia e insuficiencia renal aguda IRA) (Remuzzi
y col, 1995).

Aunque siempre se relaciona la presencia de SUH con
el antecedente de diarreas, no es asi en todos los ca-
sos. Se puede realizar una clasificacion en SUH tipico
o diarrea positivo (D+), que presenta como antece-
dente enfermedades diarreicas agudas, y el atipico o
diarrea negativo (D-), que no tiene este antecedente
(Fonseca y col, 2009)

SUH Tipico

El1 90% de los casos de SUH es tipico, con la presen-
cia de diarrea asociada a bacterias

patégenas como la Escherichia coli 0157-H7 produc-
tora de toxinas Shiga tipo I y II. (Rivero y col, 2004).
La incidencia de la enfermedad registra alrededor 17
casos/100,000 en nifios menores de 5 afos, siendo
considerada la causa mas importante de IRA y la se-
gunda causa de insuficiencia renal crénica en Argenti-
na (Registro del Comité de Nefrologia de la Sociedad
Argentina de Pediatria, SAP, 2008)

SUH Atipico

La forma de SUH atipica obedece a diversas etiolo-
gias (Sosa del Valle y col, 2002; Nelson y col, 1998)
Representa alrededor del 5 al 10 % de los casos de
SUH.

Dentro de los casos de SUH atipico, la forma familiar
corresponde a menos del 3% y se asocia principal-
mente con la desregulacion en la via alternativa del
complemento. Se han descrito patrones de herencia
autosémica tanto dominante como recesiva, impli-
cados en la regién cromosémica 1q32. Esta region
del genoma humano contiene el denominado sistema
regulador de la activacion del complemento humano
(Human Regulator of Complement Activation; RCA)
un conjunto de genes que codifican proteinas del
complemento presentes en el plasma o en las superfi-
cies celulares cuya funcién es regular la activacion del
Complemento. (Rodriguez de Cordoba S, 2004)
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El sistema del complemento es uno de los componen-
tes fundamentales de la respuesta inmunitaria. Consta
de un conjunto de moléculas plasmaticas implicadas
en distintas cascadas bioquimicas, cuyas funciones son
potenciar la respuesta inflamatoria, facilitar la fagoci-
tosis y dirigir la lisis de células incluyendo la apoptosis.
La mayor parte de los factores del complemento son
proteinas plasmaticas y una pequefa parte de ellos son
proteinas de membrana. En la activacién se ponen en
marcha reacciones en cascada, de forma que en cada
reaccién se genera un producto activo, que ademds de
determinar que la cadena prosiga hasta la reaccién si-
guiente, puede tener acciones biologicas importantes
en la defensa del organismo. El inicio por error de
esta cadena de reacciones acarrea serias consecuencias
para la salud. Dado el potencial lesivo del sistema del
complemento, éste se encuentra estrechamente regu-
lado por diversos mecanismos y moléculas cuyo obje-
to es evitar la lisis de las células autdlogas ejerciendo
su accion en distintos puntos tanto en la via clasica
como en la alternativa o litica, centrandose fundamen-
talmente en la activacion de la proteina C3.

La regulacion de C3, al ser éste el factor central en
la activacion del complemento, es probablemente el
mecanismo de regulacién mds importante.

Se han descrito mutaciones en las protefnas regula-
doras del complemento como el factor H (la mas co-
mun), la proteina de membrana del cofactor, el factor
I, el factor B y C3. (http://www.ugt.es/~eianez/in-
muno/cap_16.htm)

Factor H

El factor H (FH) del complemento es una proteina
plasmatica sintetizada en el higado que, entre otras
cosas, actua como regulador central en la via de acti-
vacion del complemento.

Teniendo en cuenta sus posibles alteraciones genéti-
cas, la forma autosémica recesiva 2 menudo se ma-
nifiesta en la infancia con mal pronéstico. Las recu-
rrencias son frecuentes y la mortalidad oscila entre el
60%-70%.

La forma autosémica dominante generalmente ocurre
en adultos también con mal prondstico. En este caso
la mortalidad y el riesgo de enfermedad renal terminal
oscila entre el 50%-90%.

El gen codificante del factor H (CFH/HF1) se ubi-
ca dentro del sistema RCA. (Rodriguez de Cordoba
y col, 2004).

Mutaciones del gen HF1 en diferentes series de pa-
cientes con SUH  se agrupan en la regién C-terminal
y eliminan selectivamente la capacidad de este factor
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de proteger a las células y tejidos del organismo frente
a la accién del complemento (Rodriguez de Cordoba
y col, 2004)

Recientemente se han desarrollado técnicas que per-
miten identificar individuos con mutaciones en factor
H. La importancia de estas técnicas radica en que es-
tos pacientes presentan un peor prondstico en rela-
ci6n a un posible trasplante renal que los pacientes
con mutaciones en otros genes reguladores del C3
El trasplante renal puede ser beneficioso aunque la
enfermedad puede recidivar. Se ha descrito el tras-
plante hepatorrenal como una opcién de tratamiento,
sin embargo adn faltan estudios que estandaricen el
manejo de estos pacientes.

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar en un ri-
fi6n postrasplante de un paciente con SUH por déficit
de factor H la funcionalidad renal tubular a partir de
la expresion de proteinas relacionadas con la reabsor-
cién de agua, urea y proteinas y la funcién glomerular
a través de la expresiéon de nefrina y podocalixina
podocitarias

MATERIALES Y METODOS

El rinén utilizado en este trabajo fue obtenido a par-
tir de una nefrectomia postranplante realizada a un
paciente del Servicio de Nefrologfa de la Fundacion
Favaloro.

Los rifiones controles, fueron obtenidos de nefrec-
tomias por tumor renal, de la zona del margen de se-

guridad.

Historia clinica

Paciente de 22 afios que debuta en el afio 2004 con un
cuadro de insuficiencia renal aguda anurica. Se realiz6
puncion biopsia renal donde se detecté la presencia
de trombos en la micro circulacién (microangiopatia
trombética). Ante la apariciéon de compromiso neu-
rologico (sindrome convulsivo) se realiz6 resonancia
magnética nuclear (RMN) que mostré areas de is-
quemia cortical. El cuadro clinico evolucion6 hacia
la insuficiencia renal crénica terminal, iniciando he-
modialisis cronica desde 14/01/04. Posteriormente,
en marzo del 2006 se diagnostic6 SUH atipico diarrea
(-).El diagnéstico del SUH por alteracion en el fac-
tor H se efectu6 a través del International Registry
of Recurrent and familial HUS/TTP. Se secuencié
la parte terminal del gen del factor H (SCR 20) don-
de se encontré una sustitucion de citosina por timina
(C3645T). Esta mutacion esta presente en pacientes
heterocigotas y determina una sustitucion de un ami-
noacido en posiciéon 1191 del factor H (Ser 1191Leu).
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Esta mutacion esta implicada en la unién con C3 del
complemento y con el acido sialico y heparan sulfatos
localizados en las células endoteliales. El analisis fue
realizado por Federica Castelletti, Emanela Virdis y
Giuseppe Remuzzi.

Dentro de los antecedentes familiares posee un het-
mano y un primo con diagnostico de SUH por déficit
de factor H. El 10/10/08 se realizé un transplante
renal con donante cadavérico. Compartia con el re-
ceptor HLA A2 y DR 11. Recibi6 en la induccion del
transplante Solumedrol y Timoglobulina, evolucio-
nando sin requerimientos de dialisis en el post quirar-
gico. Fue dado de alta sin complicaciones. Se lo medi-
c6 con tacrolimus, esteroides y micofenolato sédico.
Se reinternd el 26/11/08 ante el aumento de la crea-
tinina plasmitica y proteinuria de 2,26 gr/24 hrs. Se
realizé puncién biopsia renal que dio como resulta-
do: glomerulonefritis membrano proliferativa con
microtrombos asociados a SUH. Evolucioné simul-
taneamente con hematuria dismorfica y esquistocitos
en sangre periférica y plaquetopenia, interpretandose
el cuadro como recaida del SUH. Se lo traté con So-
lumedrol y cinco sesiones de plasmaféresis cada 48
horas y luego una sesion semanal por 2 meses. Se
roté tacrolimus por ciclosporina por considerarse
que si bien el tacrolimus es mas efectivo para prevenir
el rechazo agudo, presenta una mayor frecuencia de
efectos secundarios que la ciclosporina. La finalidad
fue intentar con otra droga de similar potencia que se
controlara el rechazo y no activara la microangipatia
trombética. De todas formas este uso es controverti-
do ya que ambos farmacos se han identificado como
agentes etiologicos de microangiopatia trombotica.
(Hakobyan y col, 2010; Loirat y col, 2008; Ferraris y
col, 2002)

En Diciembre 2008 nuevamente presentd insuficien-
cia renal oligurica, hemdlisis, y plaquetopenia. Se in-
dicé nuevamente plasmaféresis y dialisis. Por persistir
con hemolisis, hematuria, dolor en injerto renal, al
que se le sumé fiebre y compromiso del estado ge-
neral se procedi6 al explante del 6rgano en febrero
del 20009.

Preparacion del tejido para estudios histolégicos
El rifién extraido fue seccionado sagitalmente y cot-
tado en fragmentos de 1 cm e incluido en formol-
buffer (PBS) al 10%. Los cortes fueron deshidratados
y posteriormente incluidos en parafina para realizar
cortes de 5 um en un micrétomo Leica.

Se realizaron coloraciones de hematoxilina-eosina
(H-E), acido periddico de Schiff (PAS), tricrémico de
Mallory y metenamina plata de Jones.
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Se realiz6 el estudio microscépico en un microscopio
Nikon Eclipse-E200.

Cortes en blanco fueron utilizados para técnicas de
Inmunohistoquimica

Inmunoperoxidasa

Los cortes fueron desparafinados y luego fueron co-
locados en camara himeda. Se realiz6 bloqueo de
la peroxidasa endégena con H202 0.3% durante10
min.

Luego, los cortes fueron preincubados con suero de
conejo no inmune diluido en PBS (1:100) a tempera-
tura ambiente por 30 minutos. Posteriormente se rea-
liz6 la incubacién con los anticuerpos primarios (Al-
pha Diagnostic, USA): anti-UT-A (1:50), anti- AQP
1 (1:50) y anti- AQP 3 (1:50) a 4°C durante toda la
noche.

La técnica inmunoperoxidasa fue realizada siguiendo
el protocolo del kit RTU Vectastain Kit (Vector, Pe-
terborough, UK).

La reaccién se reveldé con diaminobenzidina (DAB,
Vector, Peterborough, UK) y se los cortes se contra-
colorearon con hematoxilina de Meyer. Finalmente,
los cortes fueron deshidratados y montados para la
observacion en microscopio 6ptico Nikon Eclipse E-
200

Imunofluorescencia

Para los experimentos de inmunofluorescencia, los
cortes fueron también desparafinados y luego pre-
incubados con suero de caballo no inmune en PBS
(1:100) en camara humeda, a temperatura ambiente
por 30 minutos. Luego se realiz6 la incubacion con el
anticuerpo primario: (Alpha Diagnostic, USA) anti-
UT-A (1:50), anti-Podocalixina (1:50), anti- Nefrina
(1:50) y (Santa Cruz, USA) anti- Megalina (1:50) en
camara himeda a 4°C durante toda la noche.
Después de varios lavados con PBS, los cortes fueron
incubados con el anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con fluoresceina (Santa Cruz, USA) o Cy3
(Jackson, USA) por 1 hora, en camara humeda a tem-
peratura ambiente

Finalmente todos los cortes fueron enjuagados con
PBS y montados con una mezcla que contiene PBS:
glycerol (1:3) para ser observados en un microscopio
de fluorescencia (Nikon, Eclipse E200). Los contro-
les negativos fueron realizados sin anticuerpo prima-
tio

Resultados
Caracterizacion histolégica de la lesion renal
A nivel glomerular se observaron aislados glomérulos

63

en oblea (fig. 1A) y otros con dreas de proliferacion
mesangial y aumento de matriz con depédsitos de ma-
terial PAS positivo (fig: 2A). Se detectd engrosamiento
de capilares glomerulares (fig.1B y 2C) con desdobla-
miento de la membrana basal (fig 3D) compatible con
un patrén membranoproliferativo. Tambien se obser-
v6 fibrosis glomerular segmentaria (fig. 3 A)

Destaca a nivel intersticial marcadas dreas de fibrosis
que se extienden a nivel peritubular (fig. 3 By C) y
periglomerular. Coexiste infiltrado inflamatorio mo-
nonuclear

A nivel tubular se encontraron éareas con imagenes
de tiroidizacién por dilatacién tubular (fig. 1C) y ne-
crosis tubular (Fig 1 D)

Los vasos muestran engrosamiento de la media y pre-
sencia de trombos PAS positivos (fig. 3B) en vasos de
pequefio y mediano calibre. No se detectaron trom-
bos a nivel glomerular

Caracterizacion inmunohistoquimica de la fun-
cioén renal

A nivel glomerular se estudié la expresion de protei-
nas del diafragma de filtracién, relacionadas con la fil-
tracion de proteinas

La podocalixina es una proteina que reviste la su-
perficie apical de podocitos y el endotelio del capilar
glomerular. Es una sialoproteina que aporta su carga
negativa en la regulacién de la filtracién proteica. La
inmunofluorescencia mostré una marcada disminu-
cién en su expresion (fig. 4B), respecto al corte con-
trol (fig, 4A)

La nefrina es una proteina de la familia de las inmu-
noglobulinas y forma la mayor parte del diafragma de
filtracion glomerular. La inmunofluorescencia mostré
una disminucién de la marca a nivel podocitario (fig.
4E) respecto del rifion control (fig. 4D).

La funcién tubular proximal se estudié a partir de la
expresion de megalina como técnica de evaluaciéon de
la reabsorcién de protefnas y a partir de la expresion
de AQP1, la reabsorcién de agua.

La megalina es un receptor de la familia LDL, que se
encarga de la endocitosis de proteinas, principalmente
albumina, lipoproteinas y algunas vitaminas como la
vitamina D. Se ubica en los tubulos proximales rena-
les

La inmunofluorescencia mostré en rifién control la
presencia de megalina a nivel de membrana y cito-
plasma de los tubulos renales (fig. 5A). El rifién ex-
perimental mostré una marcada disminucién de la
expresion de megalina en membrana, destacando la
presencia de granulos citoplasmaticos (fig. 5B y C)
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que indicarfan una endocitosis del transportador

La AQP1 es una proteina de membrana que forma
un canal para el pasaje de agua. Se ubica en el tubu-
lo proximal y asa descendente de Henle tanto en la
membrana apical como basal. Su funcién esta relacio-
nada con la reabsorcion de agua en estos sectores de
la nefrona.

El rifién experimental mostré una disminucién de
la marcacion a nivel de la membrana basal (fig.6B)
respecto del rifién control que presenta marcacion a
nivel tanto de la membrana basal como de la apical
(fig.6A)

La reabsorcion de agua y urea a nivel del tubulo co-
lector se estudié a partir de la expresion de AQP 3y
UT-A.

La acuaporina 3, se expresa en la membrana basolate-
ral del tdbulo colector renal.

La Inmunohistoquimica demostrd que en el rifidn ex-
perimental no hubo modificaciones en la expresion
de este canal para el transporte de agua en la nefrona
distal respecto del rifién control (fig. 7A y B)

El transportador de urea cumple una importante fun-
ci6én en el mecanismo de concentracion urinaria. Exis-
ten varias isoformas, y el anticuerpo usado reconoce
el UT-A1, UT-A3 y UT-A4. De los tres, UT-A1 se
ubica en la membrana apical, mientras que los otros
dos en la basolateral.

El rifién experimental mostré una marcada disminu-
cion de la expresion apical a nivel del tibulo colec-
tor medular (fig. 8A y D) destacando la expresion del
transportador en tubulos proximales, tanto en mem-
brana apical como basolateral respecto al rifiéon con-

trol (fig. 8B y C)
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Figura 1: Hematoxilina- eosina. (A) Glomérulos en
oblea (cabeza de flecha negra), (B) engrosamiento de
asas capilares a nivel glomerular (flecha negra),(C)
imagen de tiroidizacion luminal (flechas negras), (D)
necrosis tubular, con pérdida del borde en cepillo apical,
pérdida de nucleos y esfascelamiento celular (cabezas
de flechas negras D) A: 20x; B:400x; C y D: 1000x

Figura 2: (A) Se observa glomérulo con colapso capilar
y material PAS positivo mesangial (asterisco negro), (B)
luces vasculares con trombos PAS positivos (flecha ne-
gra), (C) Los capilares glomerulares muestran engrosa-
miento de la membrana basal (cabeza de flechas negras)
y (D) zonas de dilatacion tubular (flecha negra). A-C:
1000x; D 400x

Figura 3: (A) Se observa zonas de fibrosis glomerular
y proliferacion mesangial (flecha negra). (B y C) Se
destacan areas de fibrosis peritubular (flechas negras) y
(C) con dilatacion tubular (asterisco negro) e imagen de
tiroidizacion (cabeza de flecha negra). (D) Se detectan
sectores con desdoblamientpo de la membrana basal

(flechas negras, D) A, By D: 1000x; C: 100x.
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Figura 4: (A) Se observa marcacion de podocalixina a
nivel glomerular en rifién control (flechas blancas). (B)
En el rifdn experimental se observa una disminucion
en la expresion (cabeza de flechas blancas). (C) Control
negativo para podocalixina (D) Marcacion de nefrina a
nivel podocitario en el riiidn control (flechas blancas),
(E) Marcada disminucion de la expresion de nefrina

en el rinon experimental (cabeza de flecha blanca), (F)
control negativo para nefrina A, B, Dy E 200x; Cy F
1000x. Inmunofluorescencia indirecta
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Figura 5: (A) Tubulos proximales del rifion normal con
expresion de megalina en citoplasma y membrana celu-
lar (flechas blancas). (B y C) En el rifidén experimental
se observan granulos citoplasmaticos (cabezas de flecha
blancas). (D) Control negativo.

Figura 6: (A) La AQP1 se expresé en membrana apical
y basal de tubulos proximales controles (flechas negras).
(B) El rifién experimental present6 pérdida de marca-
cion basal (cabeza de flecha negra) con mantenimiento
de la marca a nivel apical (flecha negra). (C) Control
negativo. A: 200x; B y C 400x. Inmunoperoxidasa

O e % Fri i

Figura 7: (Ay B) Se observa la marca de AQP3 en
tubulos colectores medulares tanto en el rifion control
como el experimental (flechas negras). (B) El rifién ex-
perimental mantuvo su expresion de AQP3 normalmen-
te en membrana basolateral (cabeza de flecha blanca)
(C) Control negativo C.

Ay B 200x; C 400x. Inmunoperoxidasa
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Figura 8: (A) Se detecta la expresion de UT-A en me-
dula renal a nivel de la membrana basolateral del rifion
experimental (flechas negras) (B) Se observa la presen-
cia de un transportador UT-A en corteza renal experi-
mental (flechas negras), respecto al (C) rifién control D
y F 1000x. Inmunofluorescencia indirecta; E y G 400x
Inmunoperoxidasa. Ay C 400x; B 200x. Inmunoperoxi-
dasa.

(D) Se observa la marca de UT-A en membrana basola-
teral de tubulos colectores medulares (flechas blancas),

(E) Control negativo Inmunofuorescencia indirecta.

Discusion

El SUH atipico por déficit de factor H es una enfer-
medad genética involucrada en el desarrollo de una
insuficiencia renal secundaria a una microangiopatia
trombotica.

En nuestro caso, el paciente recibié un trasplante re-
nal en octubre de 2008. Present6 una evolucion des-
favorable, con desarrollo de proteinuria de 2.26gr/24
hrs y aumento de creatinina plasmatica .

Finalmente en febrero de 2009, se decide extraer el
rifién.

Las dos primeras causas de pérdida del aloinjerto renal
son la muerte con injerto funcionante y la nefropa-
tia crénica del trasplante (NCT), siendo responsable
cada una de ellas de la pérdida de aproximadamente
el 40 % de los injertos (Ojo AO y col, 2000; Paul LC,
1995). Desde el punto de vista clinico, la presencia de
NCT se sospecha cuando existe un deterioro lento y
progresivo de la funcién renal que habitualmente se
acompafia de proteinuria e hipertensiéon (Paul LC y
col, 1993). Si bien es de destacar que el paciente pre-
senté recurrencia del SUH (anemia microangiopatica:
esquistocitos y trombocitopenia)

El estudio histolégico del rifidn transplantado reali-
zado en nuestro trabajo revel6 el desarrollo de trom-
bos en la microvasculatura. No detectamos trombos
a nivel glomerular. Por microscopia de luz los trom-
bos pueden ser detectados en gran cantidad o ser no
identificables ,aun con técnicas epecificas (D’Agati y
col, 2005). La presencia de trombos en la microvascu-
latura puede ser secundaria a multiples causas asocia-
das al trasplante (rechazo mediado por anticuerpos,
toxicidad de algunos inmunosupresores) o la recidiva
de la nefropatia de base.

En efecto, nosotros encontramos a nivel glomerular
engrosamiento de asas capilares y depdsito de mate-
rial PAS (+) con presencia de glomérulos en oblea.
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El engrosamiento de capilares glomerulares con la
técnica de metenamina plata mostré un desdobla-
miento de la membrana basal producido por edema
subendotelial, lesion tipica de la microangiopatia por
SUH (Ruggenenti P y col, 2001)

A nivel tubular hemos encontrado una marcada di-
latacién e imagenes de tiroidizacion y a nivel del in-
tersticio renal observamos infiltrado inflamatorio
mononuclear y fibrosis. A nivel vascular se destaco
la presencia de trombos fibrino plaquetarios en va-
sos de pequefio y mediano calibre. Estas alteraciones
microangiopaticas son similares a las observadas en
rifiones trasplantados que presentan lesiones por is-
quemia de reperfusion donde también se desarrollan
trombos fibrino plaquetarios, pero que a diferencia de
nuestro caso, presentan ademas neutr6filos (Arago y
col, 2007)

A nivel tubular también se observaron focos de ne-
crosis que podrian estar relacionados con el deterioro
producido por la hipoxia en las células renales du-
rante la muerte cerebral del donante y que contintia
durante preservacion y la reperfusion del 6rgano.
Evidentemente la coexistencia de lesiones agudas y
cronicas, en los pacientes trasplantados, resta preci-
sion al dafio intersticial como medida cuantitativa. A
pesar de estas limitaciones se ha demostrado esta alte-
racion en biopsias realizadas a los 6 meses y se asocia,
aunque débilmente a la supervivencia a largo plazo del
injerto (Nicholson ML y col, 1996)

Fisiolégicamente, el rifién, es fundamental para el
mantenimiento del equilibrio del medio interno y por
ende de la vida.

El estudio de mecanismos de transporte para agua,
solutos y proteinas nos permitié detectar alteracio-
nes que podrian ser compatibles con mecanismos de
adaptacion a la lesion tubular o simplemente conse-
cuencia de esa lesion.

El glomérulo del rifién humano filtra en condiciones
normales aproximadamente 54g de urea del plasma
sanguineo por dfa. Aproximadamente de 12 a 14 g de
la urea filtrada es reabsorbida, 40% de este proceso
ocurre en los tdbulos proximales

Nuestros experimentos de inmunohistoquimica de-
tectaron una alteracion en la expresion de transporta-
dores de urea de la familia UT-A. El anticuerpo utili-
zado detecta UT-A1, A2 y A4.

Encontramos en primer lugar, una disminucién en la
expresion apical del transportador de urea en tubulos
colectores medulares, que podria corresponder al UT-
A1, ubicado normalmente en esta membrana. (Bag-
nasco y col. 2000)
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Alteraciones en la expresion de los transportadores
de urea medulares han sido reportadas en la evolu-
ci6n de otras nefropatias. Por ejemplo, la disminucion
expresion de UT-A1 y UT-A2 en médula renal de ra-
tas urémicas por insuficiencia renal cronica (Hu y col,
2000). En este trabajo, los autores sugieren que la ex-
presion del transportador puede variar en respuesta a
la carga tubular.de urea. De esta forma, la concentra-
ci6n de urea aumentada en el liquido extracelular du-
rante la insuficiencia renal, tendria un efecto directo
en su regulacion, evitando la reabsorcion y asi el ma-
yor aumento de la concentracion de urea en plasma.
En segundo lugar detectamos la expresion de novo
en corteza renal, a nivel tanto apical como basolateral
de los tubulos proximales de un transportador para
urea. De acuerdo con estos resultados en un modelo
de insuficiencia renal en ratas se identifico la presen-
cia de un transportador del tipo UT-A2 en tubulos
proximales (Zotta y col, 2008) Otros autores han
descripto el aumento en la expresion de un UT-A2 en
higado de ratas con insuficiencia renal indicando que
esta respuesta podtia ser un mecanismo adaptativo a
las alteraciones producidas por la urea durante esta
enfermedad (Klein y col, 2002). Por lo tanto, la expre-
sion del UT-A2 en corteza renal podria considerarse
también un mecanismo adaptativo de las nefronas re-
manentes que permite la secrecion de este soluto para
disminuir el aumento de urea plasmatica.

En conclusion, en nuestro caso, la presencia de trans-
portadores de urea tipo UT-A2 en la corteza del rifién
transplantado permitirfa una secrecion rapida de urea
alaluz del tibulo proximal renal. Al mismo tiempo, la
disminucién de la reabsorcion medular por disminu-
ci6n del UT-A1 en la membrana apical de los tubulos
colectores podrian ser considerados como mecanis-
mos de adaptacion de las nefronas remanentes ante el
aumento de la concentracién plasmatica de urea. (fig
9) (Zotta E, 2004)

La urea es uno de los principales componentes del
mecanismo de concentracion y dilucién de la orina.
Otro componente importante es el agua. Como es
conocido, el agua se mueve a través de las membra-
nas biologicas debido a la presencia de un gradiente
osmotico. Puede realizar el pasaje a nivel paracelular
(a través de las uniones intercelulares) o a nivel trans-
celular (utilizando proteinas transportadoras llamadas
acuaporinas).

Caracterfsticamente, la capacidad de concentracion
urinaria disminuye en respuesta a la reduccion de la
masa renal funcionante (Hayslett, J. P, 1979).

En el rifién transplantado estudiamos la expresion de

67

Secrecion cortical de urea

Figura 9. Esquema que muestra los posibles mecanis-
mos de adaptacion al manejo renal de la urea durante la
insuficiencia renal. No hay reabsorcion de urea en los
tubulos colectores de las nefronas remanentes. La dis-
minucién de la absorcion medular y la secrecion cortical
tratarian de contrarrestar el aumento de la concentracion
plasmatica observado durante la IRC

la AQP1 ubicada normalmente en membrana apical
y basolateral de los tibulos proximales y AQP3 que
se expresa en el rifidn sin patologfas en la membrana
basolateral de los tabulos colectores medulares (Yumi
y col. 2010). Nuestros resultados demostraron una al-
teracion en el patrén normal de expresion de solo una
de estas moléculas.

La expresion de AQP3 en el tabulo colector no suftié
modificaciones. Este resultado es acorde a otras ob-
servaciones realizadas en un modelo de insuficiencia
renal, donde no detectan practicamente modificacio-
nes en la expresion de acuaporinas medulares (Boni-
lla-Félix y col, 1992). Sin embargo, otros autores han
detectado alteraciones en la expresion de acuaporinas
a este nivel en la enfermedad renal crénica (Tae-Hwan
Kwon y col, 1998). Por lo tanto estas alteraciones son
variables, dependiendo probablemente de la patologia
de base. En el rindn transplantado nuestros resulta-
dos sobre la expresion de AQP1 fueron diferentes.
Observamos una marcada disminucién de su expre-
sién basolateral en el tabulo proximal.

Este tabulo es el encargado de reabsorber el 70-80%
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del agua filtrada, tanto por la via paracelular como
transcelular.  Estudios fisiolégicos han demostrado
que la fraccién de agua reabsorbida en el tubulo proxi-
mal durante la insuficiencia renal se reduce significati-
vamente (Fine y col, 1972). La expresiéon modificada
en ambas membranas podtia estar relacionada con
diferencias en la ultraestructura del tdbulo secunda-
rias a la hipertrofia (Salehmoghaddam y col, 1985).
Sin embargo, hasta el momento no se conocen otros
mecanismos involucrados en la patogénesis de la alte-
racién de AQP1 en tabulo proximal.

Es posible que esta disminucién basolateral juegue
un papel preponderante en la disminucion de la re-
absorcion fraccional de agua por el tubulo proximal
durante la insuficiencia renal. Sin embargo, la contri-
bucién de la reduccion de los niveles de AQP1 ain no
esta completamente estudiada. En efecto, una varie-
dad de factores han sido implicados en la patogénesis
de los trastornos en la concentracion urinaria durante
la insuficiencia renal, pero los mecanismos celulares
y moleculares atin estan en estudio. Otra importan-
te funcién de los tabulos renales, especificamente los
proximales, es la relacionada con la reabsorcion de
proteinas filtradas como albumina y proteinas de bajo
peso molecular. La realiza a través del sistema de en-
docitosis mediado por megalina.

En nuestro caso, el rifién transplantado mostré una
significativa disminucion en la expresion de megalina
proximal. Detectamos la presencia de granulos intra-
citoplasmaticos que podtian estar indicando una en-
docitosis de este receptor que estarfa involucrada en
la disminucién de su expresion. Resultados similares
fueron observados en estadios tempranos de nefro-
patfas en modelos animales (Russo y col, 2007; Tojo,
2001).

Durante el desarrollo de este tipo de nefropatias se
produce un aumento en la liberaciéon de factores de
crecimiento como el factor de crecimiento transfor-
mante- beta 1 (TGF-81). Una de las acciones descrip-
tas dltimamente para este factor es justamente produ-
cir la endocitosis de la megalina (Gekle y col, 2003).
Se ha comprobado que la alteracién en las funciones
de la megalina serfan las responsables de la aparicion
de microproteinuria

(Pontuch y col, 1992; Hong y col, 2003). Sin embar-
go, el mecanismo de regulacién atn no ha sido di-
lucidado. El manejo renal de las proteinas también
se encuentra relacionado con la barrera de filtracion,
especificamente con los podocitos.

En respuesta a muchos tipos de agresion, los podo-
citos sufren cambios morfologicos que se deben a

68

una alteracion del citoesqueleto y la unién intercelu-
lar (Kanwar y col, 1991). Esta alteracion se denomina
«borramiento» (o fusién) de procesos podocitatios,
Este proceso es reversible y estd directamente relacio-
nado con proteinuria en humanos y modelos experi-
mentales (Verma y col, 20006).

La nefrina y la podocalixina interactian con el citoes-
queleto del podocito y participan en la transmisién de
sefiales intracelulares e intercelulares (Dieguez, 2003)
En rifiones normales estas proteinas aparecen codis-
tribuidas a lo largo de la parte externa de la membrana
basal glomerular. Esta distribucién normal se alteré
en nuestro caso, donde detectamos una disminucion
en la expresion de ambas proteinas. De acuerdo con
nuestros resultados, se sabe que cuando hay alteracio-
nes en la expresion de estas proteinas, todo el com-
plejo puede perder su estructura normal y alterar su
funcién llevando a la presencia de proteinuria, cuanti-
ficada en nuestro paciente (2.26gt/24 hrs)

Es posible que el diafragma de filtracion, ademas de
ser un filtro dependiente del tamafio de las moléculas,
dependa también de la carga eléctrica aportada por
la podocalixina, pudiendo evitar que este diafragma
colapse (Smithies O, 2003)

Finalmente es importante comentar que la presen-
cia de trombos en la microvasculatura podtis ser se-
cundaria al tratamiento, pero en este caso, el patrén
membranoproliferativo de las membranas basales glo-
merulares es un indicador importante de que la mi-
croangiopatia es producida por el SUH (D Agati V' y
col.2005; Ruggenenti P y col, 2001)

En conclusién, los hallazgos mds importantes de
nuestro trabajo sugieren que el rifién transplantado
presento:

1. Desarrollo de un mecanismo de adaptacion fisio-
molecular al manejo renal de la urea con el objeto de
evitar mayores aumentos de su concentracion plasma-
tica a través de la expresion de novo de un UT-A2 en
corteza renal y la disminucion del UT-A1 en médula.
2. Alteraciones en el manejo proximal del agua, detec-
tado por la disminucién de la expresion de AQP1 en
la membrana apical.

3. El desarrollo de proteinuria en el paciente podria
estar relacionado con las alteraciones detectadas a ni-
vel de la expresion de la nefrina y la podocalixina en el
diafragma de filtracién glomerular.

4. Desarrollo de una microangiopatia trombética por
recidiva de SUH

5. Lesiones por nefrotoxicidad.
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