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RESUMEN

Objetivos. Evaluar el papel que la displasia muscular, el factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y las células intersticiales de Cajal
(CIC) C-kit+ pueden tener en la fisiopatologia de la estenosis pieloure-
teral (EPU).

Material y Método. Se estudian 30 muestras de UPU (unién pie-
loureteral), 25 con EPU y 5 controles. Se realizan tinciones con Tricré-
mico de Masson y técnicas de inmunohistoquimica para Actina de mds-
culo liso, EGFR (factor de crecimiento epidérmico) y CD117(C-kit)
(Dako). Comparamos los resultados estadisticamente.

Resultados. El grupo control expresé positividad difusa de EGFR
en la capa muscular; en las muestras de EPU fue positiva en el 4%, débil
en el 16% y negativa en el 80%. Los controles muestran CIC C-kit+
entre las células musculares, evidenciandose una densidad disminuida
en las muestras de obstruccion. El tricrémico de Masson resalté aumen-
to del coldgeno inter e intramuscular y fibras musculares atenuadas, mds
finas e individualizadas, en la capa muscular interna de los casos de
EPU, también evidente con la Actina. Las diferencias entre ambos gru-
pos son estadisticamente significativas (p<0,001).

Conclusiones. Nuestros resultados sugieren que los cambios dis-
pldsicos en la capa muscular, la baja expresion de EGFR y la dismi-
nucién o ausencia de CIC C-kit+ pueden participar en la fisiopatologia
de la EPU.
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STRUCTURAL ALTERATIONS OF THE SMOOTH MUSCLE AND OF THE
EGFR EXPRESSION AND C-KIT IN CONGENITAL PYELOURETHERAL
STENOSIS. RELATIONSHIP WITH ITS PATHOGENESIS

ABSTRACT

Purpose. To assess the role that the muscular dysplasia, epidermal
growth factor (EGFR) and interstitial cells of Cajal (ICC) C-kit +, may
have in the pathophysiology of pyeloureteral stenosis (EPU).

Materials and Methods. 30 samples were studied UPJ (uretero-
pelvic junction), with 25 UPJ obstruction and 5 controls. Performed
with Masson’s trichrome staining and immunohistochemical techniques
for smooth muscle actin, EGFR (epidermal growth factor) and CD117
(C-kit) (Dako). We compared the results statistically.

Results. The control group was diffuse positivity of EGFR in the
muscle layer in samples of EPU was positive in 4%, weak in 16% and
negative in 80%. The controls are C-kit + ICC between the muscle cells
showed a decreased density in the samples of obstruction. Masson’s
trichrome highlighted the increase of inter-and intramuscular collagen
and attenuated muscle fibers, thinner and individualized, in the inner
muscular layer of the cases of EPU also evident with the actin. Differ-
ences between groups were statistically significant (p <0.001).

Conclusions. Our results suggest that dysplastic changes in the
muscle layer, the low expression of EGFR and the decrease or absence
of C-kit + ICC, may participate in the pathophysiology of UPJ obstruc-
tion.

KEY worDs: Congenital hydronefrosis, Ureteropelvic junction obstruc-
tion. Intersticial cells of Cajal. Epidermal growth factor.

INTRODUCCION

La obstruccién de la unién pieloureteral es la causa més
comun de hidronefrosis congénita, anomalia uroldgica mas
frecuente en nifios. Ocurre en 1/1.000 a 1.200 recién nacidos
(RN)®. La fisiopatologia de la estenosis pieloureteral (EPU)
atdn no es del todo conocida, pero la hipétesis de que la este-
nosis se produce por una alteracion en la contractilidad de
la unidn pieloureteral, debida a una displasia y alteracion de
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la musculatura a dicho nivel, es aceptada para la mayoria de
los autores?. La musculatura a nivel de la unién es tipo liso
visceral unitario y la funcién de la mayorfa de los 6rganos con
musculo liso es movilizar lentamente su contenido en direc-
cion distal por medio del llamado fendmeno de peristalsis, tal
como se produce a nivel del tracto gastrointestinal, y tracto
urinario: cédlices/pelvis renal/uréter. En la obstruccion intrin-
seca de la UPU, se producen a nivel del segmento obstructi-
vo alteraciones musculares que generan una alteracion de las
contracciones peristélticas a dicho nivel, mecanismo median-
te el cual se elimina la orina desde el rifidn a través del uré-
ter hasta la vejiga®.

Estudios previos®® han descrito que un exceso de cold-
geno debido a una produccién excesiva de células muscula-
res anémalas reduce la motilidad a nivel de 1a unién pielou-
reteral, alterando la peristalsis ureteral®. Dicho exceso de
coldgeno combinado con una disminucién de los nervios ter-
minales en la porcién estenética® producen cambios en la
motilidad de las células del musculo liso, alterando el trans-
porte de la orina y produciendo el bloqueo de la peristalsis
pieloureteral .

Se ha descrito, ademds, en la estenosis pieloureteral, a
nivel del segmento estendtico, la displasia muscular con una
serie de anormalidades como la disminucién de miofilamen-
tos y el incremento de organelas®. Kaneto y colaboradores
en 19917 describen un incremento de fibras de formacion de
la capa circular y cambio en la direccién de la unién urétero-
pélvica. El andlisis de los resultados morfoldgicos de su estu-
dio condujo a English y colaboradores en 1982® a especu-
lar sobre la posibilidad de que las células del muisculo liso son
menos diferenciadas en los pacientes jévenes y pueden tener
un mayor potencial para alterarse produciendo una sintesis
activa de coldgeno.

En el aparato urinario, Bengoechea y colaboradores® des-
cribieron las células intersticiales de Cajal en el uréter huma-
no a nivel del plexo de invervacién muscular. Las células
intersticiales de Cajal C-kit + son marcapasos que facilitan la
propagacion de los impulsos eléctricos y median la neuro-
transmision. La demostracion de la expresion de estas célu-
las a nivel pielocalicial en la cobaya? y en el humano por
Valeria y colaboradores en el ailo 2003, en la parte proximal
y distal del uréter normal, apoyaria la existencia de un mar-
capaso en dicha localizacion. Ello constituye la teoria mds
aceptada y se plantea su implicacion en la fisiopatologia de
la EPU en la actualidad. La modificacién de una actividad
alterada de esta funcidn de las células intersticiales de Cajal
podria abrir una nueva via terapéutica en distintas disfuncio-
nes motoras en Urologia.

Los factores de crecimiento o GF (growth factor) son un
conjunto de sustancias, la mayoria de naturaleza proteica que,
junto con las hormonas y los neurotransmisores, desempefian
una importante funcién en la comunicacién intercelular. Ac-
tian uniéndose a receptores celulares situados en la membra-
na celular que transmiten la sefial del exterior al interior de la
célula. Estudios que evaltan la expresion del Factor de Cre-
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cimiento Epidérmico (EGFR) y del Factor de crecimiento
Transformante betal (TGF-p1) en el tejido estendtico de las
uniones pieloureterales con obstruccién congénita en niflos
apoyan la implicacién del EGFR en la fisiopatologia de la
enfermedad®.

Nuestro objetivo en este trabajo es aportar resultados para
el conocimiento de la fisiopatologia de la estenosis de la unién
pieloureteral, evaluando el papel que la displasia muscular,
el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y las células
intersticiales de Cajal (CIC, C-kit +) pueden tener en la fisio-
patologia de la estenosis.

MATERIAL Y METODO

Hemos analizado retrospectivamente 30 muestras quirdr-
gicas fijadas en formol al 10% e incluidas en parafina corres-
pondientes a la unién pieloureteral. 25 casos correspondian a
pacientes con estenosis de la unién pieloureteral a los que
se realizd pieloplastia, y 5 pacientes sometidos a nefrectomia
por nefroblastoma utilizados como grupo control.

Se realizaron cortes histoldgicos de 4 micras utilizando
técnicas de tincién con hematoxilina-eosina y tricrémico de
Masson, utilizadas para la determinacién de fibras coldgenas
y eldsticas.

Para la realizacién de técnicas inmunohistoquimicas se
realizan cortes de 3 micras y se emplean tinciones para Acti-
na de musculo liso, EGFR (factor de crecimiento epidérmi-
co) y CD117(C-kit) de Dako. Los cortes se introducen en estu-
fa a 60° para desparafinado y se procesan en maquina ven-
tana (método “En Vision”) a pH= 6, con un tiempo de incu-
bacién de 32 minutos, contratincion con hematoxilina (8 minu-
tos) y postcontratincion con bluint reagent (4 minutos); como
cromdgeno se utilizé diaminobenzidina. Las preparaciones
obtenidas fueron estudiadas con microscopia dptica, valoran-
do la expresion de cada tincién inmunohistoquimica y las alte-
raciones morfoldgicas con tricromico de Masson y el marca-
dor de musculo liso, comparando los hallazgos entre los casos
de obstruccién y los controles.

Los resultados fueron analizados y comparados estadis-
ticamente mediante la prueba exacta de Fisher y la U de Mann-
Whitney para muestras no paramétricas, utilizando el progra-
ma estadistico SPSS.

RESULTADOS

La edad media de los pacientes del grupo con EPU fue de
23 meses (rango 1 mes- 10 afios) en el momento de la inter-
vencion, 68% varones. Del grupo control, 1a media de edad
es 3,8 afios (rango 2-7 afios) y el 60% son varones.

En las muestras de la UPU con obstruccidn, la expresion
de EGFR era negativa en 20 casos (80%) (Fig. 1B), en el
16% (4 casos) positividad débil y un caso (4%) fue positivo.
En el grupo control, positividad difusa moderada en la capa
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Figura 1. A) Microscopio éptico. Inmunohistoquimica EGFR: positividad difusa modera
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pieloureterales normales. B) Microscopio dptico. Inmunohistoquimica EGFR: en las muestras de la UPU con obstruccidn, la expresién de EGFR

era negativa en la mayorfa de los casos.

: g 4 Al e - i R

Figura 2. A) Microscopio éptico. Inmunohistoquimica CD117 (C-kit): las muestras control mostraron frecuentes CIC C-kit positivas entre las
células musculares. B) Microscopio dptico. Inmunohistoquimica CD117 (C-kit): densidad disminuida en las capas musculares de muestras de obs-

truccion.

muscular en el 60% de las muestras pieloureterales (Fig.1A),
positividad débil en el 40%, siendo estas diferencias entre
ambos grupos estadisticamente significativas con una p<0,001
(Fig. 3).

Las 5 muestras control mostraron abundantes CIC (Célu-
las intersticiales de Cajal) C-kit positivas entre las células
musculares (Fig. 2A). Observamos una densidad disminuida
en las capas musculares en el 52,2% de las muestras de los
casos con obstruccion (Fig. 2B), muy disminuida en el 43,5%,
yen 1 caso (4,3%) la densidad era normal, siendo estas dife-
rencias entre los dos grupos también estadisticamente signi-
ficativas con una p<0,001 (Fig. 4). Tanto el tricrdmico de Mas-
son (Fig. 5B) como la Actina de misculo liso (Fig. 6B) resal-
taron el aumento del coldgeno inter e intramuscular y la pre-
sencia de fibras musculares finas atenuadas en la capa mus-
cular interna de los casos, respectivamente (Figs. SA'y 6A),
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también con diferencias estadisticamente significativas con
p<0,001 (Figs. 7y 8, respectivamente).

DISCUSION

La obstruccion pieloureteral puede ser intrinseca o extrin-
seca, por valvulas, insercion anémala, bandas fibrosas, adhe-
rencias o vasos anémalos. El mecanismo por el cual la orina
es transportada desde el rifion a la vejiga no es del todo cono-
cido!%12. La hipétesis de que en la EPU primaria la obstruc-
cién puede ser debida a un funcionamiento anormal en la mus-
culatura lisa del uréter ha llevado a numerosos estudios. En
la musculatura lisa de 1a UPU se han descrito alteraciones que
sugieren anormalidad del musculo liso, como una disminu-
cién de miofilamentos e incremento de organelas, junto con
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Figura 3. Expresion de EGFR en grupo control y patolégico. Signifi-
cacion obtenida mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Figura 4. Porcentaje de CIC C-kit positivas en ambos grupos. Signi-
ficacion obtenida mediante la prueba U de Mann-Whitney.

|

Figura 5. A) Microscopio dptico. Tricromico de Masson:

fibras de coldgeno en azul entre las fibras musculares normales de los controles. B)

e - I

Microscopio 6ptico. Tricrémico de Masson: aumento del coldgeno inter e intramuscular en los casos con estenosis pieloureteral.

una sintesis excesiva de tejido conectivo®. Kaneto y colabo-
radores” observan desorganizacién muscular con incremen-
to de fibras de la capa circular y cambio en la direccién de las
mismas a nivel de la unién ureteropélvica.

Nuestros resultados apoyan estos estudios, al observar dis-
plasia con fibras musculares atenuadas, mas finas e indivi-
dualizadas, en la capa muscular interna. Estos cambios mus-
culares han sido comprobados con microscopia electréni-
ca*13:19 observando desestructuracion de las fibras muscu-
lares, las cuales se separan extensamente al disminuir sus
puentes de conexidn.

A estos cambios displdsicos se une una disminucién de la
inervacion peptidérgica. Murakuru y colaboradores, en 1997,
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sugieren que una disminucion de las fibras nerviosas a nivel
de la capa muscular del uréter puede dar lugar a una atrofia
de las fibras musculares y a una alteracion en la relajacion del
uréter®!4, Ello produciria un incremento de las fibras colé-
genas en la capa muscular, con una acumulacién de coldge-
no intercelular e intersticial®. Nuestros resultados apoyan
estudios preliminares al observar atrofia muscular con un
aumento del coldgeno inter e intramuscular que desestructu-
ra la fibra muscular. En nuestra serie, tanto el tricrémico de
Masson como la actina de musculo liso resaltaron el aumen-
to del coldgeno inter e intramuscular y la presencia de fibras
musculares atenuadas, mas finas e individualizadas en la capa
muscular interna de los casos, respectivamente, respecto a los
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Figura 6. A) Microscopio dptico. Inmunohistoquimica Actina de miisculo liso: presencia de fibras musculares de caracteristicas normales en la
capa muscular interna de los controles. B) Microscopio éptico. Inmunohistoquimica Actina de musculo liso: presencia de fibras musculares
finas, dispersas y atenuadas en la capa muscular interna de las muestras con obstruccién.
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Figura 7. Expresion de coldgeno segtin técnica de Masson en los dos
grupos del estudio. Significacion obtenida mediante la prueba U de
Mann-Whitney.

controles. Estos cambios histiopatoldgicos interfieren con las
ondas peristlticas a través de la UPU y con la formacion del
bolo de orina en la proximidad del uréter, lo que denominan
“segmento ureteral hipopldsico adindmico”(D.

EI EGFR es un factor de crecimiento polipeptidico. El
rifién representa la fuente principal de EGFR, y parece jugar
un papel importante en el mantenimiento del tropismo renal
tubular y en la recuperacion tras una agresion‘'®!'”, como que-
dé demostrado en animales a los que se realizd tratamiento
sistémico®). Los estudios realizados por Yang y colaborado-
res en el 2003 coinciden con nuestros resultados, al obser-
var que la expresion de EGFR disminuye en el segmento obs-
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Figura 8. Distribucion de las fibras musculares en ambos grupos. Sig-
nificacién obtenida mediante la prueba exacta de Fisher.

tructivo de la UPU. La pérdida de EGFR también puede estar
relacionada con los cambios displésicos, quizds por induc-
cién de apoptésis en el misculo liso, aunque este mecanismo
precisa estudios posteriores de experimentacién en animales.

Hemos observado una disminucién significativa de la
expresion de las CIC C-kit positivas en la capa muscular de
la zona estendtica de la UPU. Estas células actian como mar-
capasos activando la propagacion de impulsos eléctricos.
La ausencia o disminuci6n de las mismas produciria una alte-
racién en la transmision del impulso eléctrico. La inmunorre-
actividad se observé disminuida en la periferia de las mues-
tras y la densidad de células C-kit + marcadamente disminui-
da entre los haces musculares, al contrario que en los contro-
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les con inmunorreactividad fuerte en la periferia y abundan-
tes células C-kit + entre haces musculares. Estos resultados
nos hacen pensar que la alteracion en la densidad de dichas
células en las muestras patoldgicas puede jugar un papel en
el fallo de la peristalsis del tracto urinario a nivel de la unién
pieloureteral y, por lo tanto, participar en la fisiopatologia de
la enfermedad®'?.

Nuestros resultados sugieren que la obstruccion de la UPU
se asocia a un incremento del coldgeno inter e intramuscular
y atenuacion de fibras musculares, lo que se hace mds paten-
te con tricrémico de Masson y actina de musculo liso. La fal-
ta de expresion de EGFR confirma lo hallado en estudios ante-
riores y sugiere la posibilidad de cambios displdsicos en la
capa muscular de la UPU. Asi mismo, la escasez o ausencia
de CIC C-kit positivas, descrita por algunos autores, se mani-
fiesta en una valoracién preliminar de nuestros casos, y esto
puede reflejarse en una alteracion de la actividad peristéltica
en la UPU. Los cambios displésicos en la capa muscular, la
baja expresion de EGFR y la disminucién o ausencia de CIC
C-kit+ pueden participar en la fisiopatologfa de 1a EPU.
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