
Los avances de la última década en el cono-
cimiento de las bases moleculares de las enfer-
medades tienen importantes implicaciones en la
patología renal, similar a otras áreas de la Medi-
cina. El diagnóstico etiológico y el entendimiento
de los mecanismos de la enfermedad son las
categorías en que dichos avances han sido más
definitivos. Es lógico pensar que estos avances
se traducirán también en el futuro en avances
terapéuticos, pero es el diagnóstico molecular lo
que en la actualidad constituye una herramienta
consolidada, y el objetivo de esta revisión.

Existen cuatro áreas principales de aplicación
de la perspectiva molecular en nefropatología:

1. Diagnóstico etiológico de enfermedades
hereditarias

2. Diagnóstico etiológico de enfermedades
infecciosas

3. Perfil molecular de neoplasias
4. Perfil molecular de inflamaciones renales,

incluyendo la patología del trasplante
El objetivo de esta revisión no es abarcar

todas las enfermedades descritas, sino presen-
tar una visión panorámica de estas aplicaciones
moleculares, dando más detalles de algunos
ejemplos representativos de cada grupo.

La interacción entre genes y medio ambien-
te matiza cualquier clasificación que considere-
mos para abordar esta revisión. En un extremo
del espectro, podemos hablar de enfermedades
de herencia mendeliana, debidas a mutaciones
en un solo gen, y de determinismo sencillo:
heredar un alelo mutado de una enfermedad
dominante, o los dos alelos mutados para una
recesiva, determina en gran medida el desarro-
llo de la enfermedad. En el otro extremo, las
enfermedades causadas por agentes ambienta-
les, como los virus, suelen afectar a un amplio
rango de individuos, de distinto fondo genético,
pero cada vez conocemos mejor la existencia

de genes de susceptibilidad/resistencia a infec-
ciones, que determinan la susceptibilidad indivi-
dual a los mismos. Notablemente, la porción
más ancha del espectro, la zona intermedia,
esta ocupada por enfermedades multifactoria-
les, de determinismo complejo, en que heredar
varios alelos de genes diferentes proporciona
un riesgo genético, o predisposición individual
al desarrollo de una enfermedad que sólo se
manifiesta si concurren ciertas condiciones
ambientales.

En toda esta gama de enfermedades, se pue-
de definir en la actualidad los cambios en molé-
culas de alto contenido informativo asociados a
las mismas. Los métodos diagnósticos molecula-
res apropiados a cada caso pueden ser:

• Directos: cuando se busca el cambio mole-
cular concreto asociado a la enfermedad
(análisis mutacional) (1).

• Indirectos: cuando se estudia cómo se han
heredado marcadores moleculares ligados
a la enfermedad (análisis de ligamiento) (2).

• Monogénicos: estudio de cambios impor-
tantes (mutaciones patológicas) en un solo
gen asociado a la enfermedad.

• Multifactoriales: análisis de cambios sutiles
(polimorfismos funcionales) en genes de
susceptibilidad.

• Detección de DNA, RNA o proteína, en fun-
ción de la molécula más informativa y la dis-
ponibilidad de muestra (fig. 1) Evidente-
mente, todas las alteraciones genéticas
pueden ser estudiadas en DNA, y todos los
cambios hereditarios pueden ser evaluados
a partir de cualquier célula nucleada. No
obstante, la complejidad de muchos genes
humanos y la heterogeneidad genética
(mutaciones en varios genes diferentes
pueden causar una misma enfermedad) y
alélica (muchas mutaciones diferentes en
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un gen pueden causar la misma enferme-
dad) hace que con frecuencia sea más efi-
caz el estudio de mRNA o proteína. Una
limitación fundamental del estudio de
mRNA y proteínas es la necesidad de partir

de muestras de tejido donde se exprese el
gen de interés.

ENFERMEDADES HEREDITARIAS

Con el descubrimiento de numerosos genes y
variantes alélicas de los mismos que juegan un
papel importante en la etiología y patogénesis de
las enfermedades renales, se ha renovado el inte-
rés en el diagnóstico genético molecular. Con la
excepción de la enfermedad poliquística renal
autosómica dominante (ADPKD), las enfermeda-
des hereditarias monogénicas que conllevan insu-
ficiencia renal terminal son raras individualmente.
No obstante, como grupo, la morbimortalidad de
estas enfermedades y su impacto socioeconómi-
co es alto. La tabla I recoge las entidades princi-
pales, de las cuales comentaremos en esta revi-
sión sólo un par de ejemplos relativamente fre-
cuentes, y una enfermedad rara, hiperoxaluria
primaria, de particular interés para nuestro grupo.
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Fig. 1: Diferentes estrategias de abordaje molecular del
diagnostico. Con frecuencia nos basamos en un analisis
del DNA, mientras que en otros casos puede ser mas
rentable un estudio basado en mRNA o proteina codifi-
cada por el gen en cuestion.

Tabla I. Principales enfermedades hereditarias mendelianas del riñón

Herencia Genes Posición

Enf. Poliquística Autosómica Dominante (ADPKD) AD PKD1 16p
AD PKD2 4q

Enf. Poliquística Autosómica Recesiva (ARPKD) AR PKHD1 6p
Nefronoptisis Juvenil (FJN) AR NPHP1 2q

AR NPHP2 9q
End.medular quística del adulto (MCD) AD MCKD1 1q
Síndr. Bardet-Biedl (BBS) AR BBS1 11q

AR BBS2 16q
AR BBS3 3p
AR BBS4 15q
AR BBS5 2q

Síndr. Alport (AS) XD COL4A5 Xq
AR COL4A3 2q
AR COL4A4 2q

Glomerulosclerosis Focal y Segmentaria Familiar (FSGS) AD ACTN4 19q
Diabetes insípida nefrogénica XR AVPR2 Xq
Síndr. Uña-Rótula (NPS) AD LMX1B 9q
Síndr.Nefrótico Congénito tipo Finlandés (CNF) AR NPHS1 19q
Hiperoxaluria Primaria tipo 1 AR AGXT 2q
Hiperoxaluria Primaria tipo 2 AR GRHPR 9cen
Cistinosis AR CTNS 17p
Enf. Fabry XR GLA Xq
Esclerosis Tuberosa (TSC) AD TSC1 9q

AD TSC2 16p
Enf. Von Hippel-Lindau (VHL) AD VHL 3p



Enf. Poliquística Autosómica Dominante
(ADPKD)

Esta forma de enfermedad poliquística es una
de las enfermedades hereditarias mendelianas
más frecuentes. Afecta a uno de cada 400-1000
individuos (3), y es responsable de alrededor del
10% de las situaciones de insuficiencia renal ter-
minal.

En torno al 85% de los casos de ADPKD
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM) se deben a
mutaciones en el gen PKD1, localizado en
16p13.3, mientras que un 15% de los casos se
deben a mutaciones en el gen PKD2, en 4q22, y
casos aislados que no han podido ser asignados
a ninguno de estos genes apoyan la existencia,
controvertida, de otro(s) genes (PKD3...) cuya
mutación podría llevar a un fenotipo similar.

El gen PKD1 es de estructura compleja (4), lo
que representa retos importantes de cara al estu-
dio molecular de mutaciones. Está constituído por
46 exones repartidos por más de 53 kb de DNA,
con un mRNA de 14 kb que codifica una proteína
(policistina) de 4302 amino ácidos. Esta glicopro-
teína de membrana parece estar implicada en
interacciones célula-célula y/o célula-matriz
extracelular. Contiene un extremo amino- extra-
celular con dominios ricos en leucina (LRR),
característicos de interacción proteina-proteina,
múltiples dominios transmembrana, y un extremo
carboxi- con un dominio de señalización intrace-
lular, que parece interaccionar con el producto de
PKD2. Otro elemento estructural importante de la
policistina es la existencia de un módulo de 80
aminoácidos, similar a dominios de la familia de
las inmunoglobulinas, que se repite 16 veces.
Una hipótesis probable es que PKD1 sea una
molécula en la membrana basolateral que sense
y vehiculice señales de interacción celular y
matricial, y regule la función de PKD2, un canal
iónico activado por voltaje que ejecutaría órdenes
morfogenéticas (ver revisión -5-).

El patrón de expresión de la proteina es bas-
tante amplio, no solo en túbulos renales sino
tambien en conductos pancreáticos y biliares
(estructuras que sufren asimismo dilataciones
quísticas en esta enfermedad) e incluso en cere-
bro, donde los niveles son más altos. La expre-
sión durante el periodo fetal es más llamativa

que en el riñón normal de adulto, pero los riño-
nes poliquísticos presentan niveles altos de la
proteína.

Los detalles moleculares que se conocen de
las proteínas PKD1 y PKD2 serían así compati-
bles con los factores patogénicos más conocidos
sobre la formación de quistes renales: anomalías
en la regulación del crecimiento-proliferación
celular, en la polaridad celular, en el transporte
hidroelectrolítico y en la interacción intercelular y
célula-matriz.

En el diagnóstico molecular de la ADPKD hay
que tener presente de entrada dos aspectos
importantes:

— Heterogeneidad genética: el hecho de que
la enfermedad pueda estar causada por muta-
ciones en varios genes diferentes (PKD1, PKD2,
PKD3?). Como se puede observar en la tabla I,
el fenómeno de heterogeneidad genética (o de
locus) es bastante frecuente y representa una de
las barreras importantes a la generalización y
simplificación del análisis genético molecular. Es
cierto que en el caso de la ADPKD las propor-
ciones en que el gen causal son PKD1 (85-95%
de casos) es muy superior al resto, y por tanto,
ante un caso nuevo es útil comenzar el estudio
por PKD1. También hay evidencia de que algu-
nos rasgos clínicos pueden ser más compatibles
con mutaciones en PKD2 que en PKD1 (6), pero
lo cierto es que la heterogeneidad genética com-
plica el estudio molecular de las enfermedades
hereditarias más allá de lo que podíamos prever
en un principio.

— Genes homólogos: los primeros 34 exones
del gen PKD1 tienen muy alta homología con
otras secuencias de DNA, aparentemente no fun-
cionales (pseudogenes), ya que se transcriben en
mRNA, pero no parece que se traduzcan en pro-
teína, y han podido acumular mutaciones a lo lar-
go de la evolución. Tres de estas secuencias
homólogas están próximas a PKD1 en 16p13.1, y
pueden contribuir en la génesis de mutaciones
mediante el fenómeno de conversión génica (7).
Consecuentemente, es muy difícil amplificar uno
de estos exones con garantía que no estamos
amplificando tambien secuencias de pseudoge-
nes y no podemos estar seguros de que la posi-
ble mutacion detectada esté en el gen PKD1 o
sea parte de la secuencia de un pseudogen.
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Las mutaciones descritas se centran por tanto
en la porción no duplicada del gen, el extremo 3’, y
en esta región se han descrito cientos de mutacio-
nes puntuales y en menor porcentaje delecciones
(http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/search/1202
93.html). En conjunto, parece que los datos son
compatibles con que una mayoría de mutaciones
tengan como consecuencia una proteína que no
se localiza en la membrana o es secretada, o que
en definitiva no puede llevar a cabo la señalización
intracelular propia de PKD1. No se ha descrito una
mutación prevalente, y parece ser que la alta fre-
cuencia de la enfermedad en la población tiene
que ver con aspectos estructurales del gen que lo
hacen más susceptible a mutaciones: pseudoge-
nes homólogos, tramos de polipurinas y polipirimi-
dinas en los intrones 21 y 22, ...

Con estas consideraciones en mente, la estra-
tegia práctica de diagnóstico molecular más utili-
zada es el análisis de ligamiento (8): un diagnós-
tico indirecto basado en el estudio de la segrega-
ción de marcadores polimórficos adyacentes a
PKD1 en diversos miembros de la familia. Existe
un marcador, conocido como KG8, que resulta
muy útil en este tipo de análisis porque se locali-
za en el propio gen (a pocos cientos de nucleóti-
dos del codón de parada) y es bastante polimór-
fico. Además de KG8, existen otros muchos mar-
cadores polimórficos del tipo microsatélite,
amplificables por PCR (tabla II), que flanquean
PKD1 y son útiles en la confección de haplotipos
que permitan seguir la segregación de los cromo-
somas en estudios de familias. Como en todo
diagnóstico por ligamiento (2), existe la limitación

impuesta por el tamaño de la familia, y la necesi-
dad de contar con DNA de miembros afecto. En
la práctica, los requerimientos de muestras fami-
liares para hacer el diagnóstico molecular indirec-
to son: al menos 2 miembros afectos, de la mis-
ma generación, o bien 3 miembros afectos, si son
de dos generaciones diferentes; y al menos 2
familiares de primer grado no afectos.

Cuando el estudio revela la falta de ligamien-
to a PKD1 en una familia con diagnóstico clínico
de ADPKD, se investiga el posible ligamiento al
gen PKD2, también mediante amplificación de
microsatélites (tabla II). Ante un ligamiento posi-
tivo a PKD2, es factible amplificar cada exon del
gen y hacer un rastreo de mutaciones para iden-
tificar el cambio molecular responsable de la
enfermedad en esa familia (9).

Síndrome de Alport

Aunque bastante menos frecuente que la
ADPKD, el síndrome de Alport es una enferme-
dad hereditaria relevante no sólo por su preva-
lencia [estimada en un caso por 50.000 nacidos
vivos (10)], sino por su patrón de herencia un
tanto inusual: ligado al X dominante, en la mayo-
ría de los casos, por mutación en el gen COL4A5
en Xq22. Existe también una variante en que a la
nefritis y sordera se suma leiomiomatosis esofá-
gica difusa por mutación que afecta tanto a
COL4A5 como a COL4A6, de localización conti-
gua en el cromosoma X. En algunas familias, se
observa un patrón de herencia autosómico rece-
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Tabla II: Primers más usados en el diagnóstico de ADPKD

Gen posición marcador secuencias

PKD1 proximal AC2.5 5’-AGTGCTGGGATTACAGGCATGAACC-3’
5’-GCAGCCTCAGTTGTGTTTCCTAATC-3’

PKD1 intragénico KG8 5’-CACAGCCAGCTCCGAGGGCCT-3’
5’-GACTCCTCCTGGGGGCTGGCTC-3’

PKD1 distal D16S521 5’-CAGCAGCCTCAGGGTT-3’
5’-GAGCGAGACTCCGTCTAAA-3’

PKD2 proximal D4S1534 5’-ATTCAGTTTCAGCCCCAT-3’
5’-TGTTCCATAACAAGCACGTT-3’

PKD2 distal D4S414 5’-TTGCACAAAGCATCAGCC-3’
5’-TCAGGAACCTCAGCCCAT-3’

PKD2 distal D4S423 5’-ATTCAGTTTCAGCCCCAT-3’
5’-ACCAGCCCAAGGTAGAGG-3’



sivo, por mutaciones en los genes COL4A3 y/o
COL4A4 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM).
Además de esta heterogeneidad genética, hay
que tener presente que hasta en un 15% de los
casos se trata de mutaciones de novo, en las que
la historia familiar es negativa.

La biopsia renal, y la microscopía electrónica
en particular, han proporcionado claves funda-
mentales para el entendimiento de la enfermedad.
Las irregularidades e interrupciones característi-
cas de la membrana basal glomerular en los
casos de Alport fueron la base de la hipótesis que
implicaba a un gen de la colágena tipo 4. La triple
hélice que constituye la COL4, el componente
estructural más importante de la membrana basal,
está formada por tres cadenas alfa seleccionadas
de entre 6 posibles cadenas (A1-A6), siendo la
variante más frecuente la constituída por dos A1 y
una A2. Esta composición es la predominante en
la matriz mesangial y la membrana basal tubular y
vascular, pero la membrana basal glomerular es
más rica en A3, A4 y A5, que son hélices de
mayor contenido en Cys y por tanto con mayor
proporción de puentes disulfuro que hacen la
molécula más resistente. Esta mayor resistencia
parece necesaria en estructuras como la mem-
brana basal glomerular, que no cuenta con una
red de fibras del conjuntivo subyacente.

Desde el punto de vista molecular, las
secuencias de los genes codificantes de estas
cadenas alfa permiten agruparlas en A1, A3, A5
por un lado, y A2, A4, A6 por otro. La distribución
de todos estos genes en nuestro genoma refleja
eventos de duplicación génica durante la evolu-
ción, de modo que encontramos parejas de
genes adyacentes, orientados en el mismo sen-
tido (cabeza-cola) en Xq22 (COL4A5 y
COL4A6), en 2q35-37 (COL4A3 y COL4A4), y
en 13q34 (COL4A1 y COL4A2). Cada gen abar-
ca más de 100 kb, y contiene 46-52 exones que
codifican proteinas de 170-185 kDa. La mayor
parte de la molécula está formada por bloques
de repeticiones Gly-X-Y, interrumpidas unas 21-
23 veces a lo largo de este dominio colagenoso,
mientras que el extremo carboxílico está integra-
do por un dominio no-colagenoso (NC). La posi-
ción de la Gly cada tres residuos en el dominio
colagenoso es esencial para mantener la confor-
mación en triple hélice, puesto que este pequeño

aminoácido es el único que cabe en el centro de
la hélice. Después de la secreción celular de tri-
ples hélices, estos monómeros se agrupan por
los extremos NC para constituir dímeros y por los
extremos amino pueden agruparse en tetráme-
ros, para constituir una malla compleja.

Se han descrito centenares de mutaciones
diferentes, fundamentalmente en el gen COL4A5
(http://www.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmd0.html),
y prácticamente cada familia porta una mutación
diferente. En su mayoría se trata de cambios de
nucleótido que conllevan cambio de aminoácido,
con frecuencia afectando a una Gly de la repeti-
ción Gly-X-Y. Las triples hélices mutadas que no
se plieguen correctamente son muy susceptibles
a degradación, por lo que un común denominador
de muchas mutaciones diferentes es la ausencia
parcial o total de hélices alfa 5, 4, y/o 3. En un
15% de los casos se han encontrado reordena-
ciones grandes de material genético (deleccio-
nes, inserciones, inversiones y duplicaciones),
que cuando afectan también al gen COL4A6 con-
llevan un fenotipo con leiomiomatosis esofágica
(11). Esta gran heterogeneidad alélica hace difícil
el diagnóstico directo mediante análisis de DNA,
por lo que generalmente se recurre al diagnóstico
indirecto mediante análisis de ligamiento con
marcadores microsatélites de los intrones del pro-
pio gen o adyacentes. Puesto que una mayoría
de mutaciones conllevan en última instancia a la
ausencia de proteína, el diagnóstico mediante
anticuerpos es muy rentable en esta enfermedad.
Tanto el análisis tipo Western como la inmuno-
fluorescencia en biopsias renales o incluso de
piel (12,13) permiten diagnosticar una mayoría de
casos. En la interpretación de la inmunofluores-
cencia hay que tener en cuenta el fenómeno de
inactivación de uno de los cromosomas X de la
mujer, que da lugar a un patrón en mosaico, con
células negativas en las que se ha inactivado la
expresión del alelo sano, y otras positivas en que
la inactivación aleatoria ocurrió en el cromosoma
X portador de la mutación en COL4A5.

Hiperoxaluria Primaria tipo 1

A pesar de que se trata de una enfermedad muy
infrecuente en general, esta causa de insuficiencia
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renal tiene una prevalencia significativa en nuestra
comunidad. Consecuentemente, tenemos informa-
ción original sobre la misma, y constituye un buen
ejemplo de análisis molecular de un problema here-
ditario. El gen del enzima AGXT codifica una prote-
ína de 43 kDa que se localiza en el peroxisoma,
donde interviene en la detoxificación del glioxilato
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). Se han descri-
to numerosas mutaciones puntuales a lo largo de
los 11 exones del gen, que se extienden en 10 kb de
DNA genómico en 2q36-37. La mutación más fre-
cuente, G170R, cuando se combina con el polimor-
fismo P11L, conlleva un defecto de tráfico proteico
intracelular resultante en la localización mitocondrial
del enzima AGXT (14) . Puesto que el glioxilato es
de localización peroxisómica, la localización mito-

condrial del enzima no es funcional, y los hepatoci-
tos de estos pacientes producen abundante oxalato
como resultado de la incapacidad de detoxificar el
glioxilato. El acúmulo de oxalato es responsable de
la nefrocalcinosis, litiasis renal, y depósitos genera-
lizados de oxalato cálcico (oxalosis).

El diagnóstico molecular de la enfermedad se
puede abordar por estudios de ligamiento, en pri-
mer lugar, estudiando la segregación de los ale-
los en los pedigrees familiares (fig. 2), y también
de manera directa. Para el análisis directo de
mutaciones en AGXT, la técnica de rastreo más
útil en nuestra experiencia es la conocida como
SSCP (fig. 3). Tras amplificar cada exon con pri-
mers específicos, se separan las cadenas de
DNA y se someten a electroforesis en condicio-
nes de reticulación, temperatura y glicerol optimi-
zadas para favorecer la detección de polimorfis-
mos conformacionales. Los exones que resultan
en patrones de migración aberrantes, se some-
ten a secuenciación directa (fig. 4). De este
modo, hemos encontrado que la práctica totali-
dad de los alelos de hiperoxaluria primaria en
nuestra comunidad llevan la mutación I244T, en
combinación con el polimorfismo P11L, proba-
blemente como consecuencia de un efecto fun-
dacional entre los pobladores de las islas.

ENFERMEDADES INFECCIOSAS

La detección de genomas de agentes infec-
ciosos en biopsias renales es un procedimiento
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Fig. 2: Ejemplo de analisis indirecto de una enfermedad
hereditaria. Esta familia de hiperoxaluria primaria (auto-
somica recesiva) ha sido analizada con un marcador poli-
morfico que reside en un intron del gen AGXT. Los suje-
tos portadores de la mutacion son heterocigotos (dos
bandas, calles 1, 3 y 4), mientras que el sujeto enfermo
es homocigoto para el alelo asociado a la mutacion en
AGXT (banda superior).

Fig. 3: Ejemplo de rastreo de mutaciones mediante
SSCP. En este analisis de familias de hiperoxaluria pri-
maria se observa que el DNA amplificado de exones,
sometido a electroforesis optimizada para ver diferencias
conformacionales, permite identificar distintos patrones.
Una vez secuenciados, podemos correlacionar cada
patron con un genotipo.



muy sensible y específico desde que contamos
con la técnica de la reacción en cadena de poli-
merasa (PCR). La mayoría de los casos en que
esta aproximación tiene utilidad en nefropatolo-
gía tiene que ver con el diagnóstico de infeccio-
nes por virus: CMV, HIV, HCV, BKV, HV8...

Evidentemente, la detección de genoma viral
en material de biopsia renal (algunos cortes de
tejido incluído en parafina es suficiente) propor-
ciona sólo evidencia circunstancial de que dicho
virus puede jugar un papel causal en la enferme-
dad, pero no proporciona información sobre su
nivel de actividad o contribución al deterioro fun-
cional. No obstante, la ausencia de genoma de
un determinado virus sí que sirve en muchas cir-
cunstancias para excluirlo como agente causal
de la enfermedad. Otra nota de cautela que
hemos de considerar es que, debido a la alta
sensibilidad de la técnica, la presencia de células
sanguíneas infectadas en tránsito por el tejido
renal puede dar señales positivas espúreas, y
evidentemente, la técnica ha de ser ejecutada
con atención a la posibilidad de falsos positivos
procedentes de contaminaciones en el laborato-
rio. Con todo, la detección molecular de agentes
infecciosos se ha convertido en una de las apli-
caciones con más demanda, y su uso se poten-
cia cada vez que emergen nuevos gérmenes
causantes de patología, fundamentalmente en el
paciente trasplantado (herpesvirus 8, virus
BK,...) (15-17). Tan pronto como contamos con
secuencia parcial o total de un nuevo agente
infeccioso se puede diseñar la amplificación
específica de una parte de su genoma como
herramienta diagnóstica, sin necesidad de espe-
rar a que las condiciones de cultivo sean repro-
ducibles y sensibles. Aunque tradicionalmente el
diagnóstico de agentes infecciosos no ha sido
parte importante de la labor en Anatomía Patoló-
gica, es cada vez más frecuente la necesidad de
detectar la presencia de un germen en tejidos
incluidos en parafina.

Infección por citomegalovirus (CMV)

La infección por CMV es una causa importan-
te de morbilidad en pacientes transplantados. La
detección de genoma de CMV en células de

biopsias renales en pacientes infectados ha sido
descrita en numerosas ocasiones, desde finales
de los 80 (18). Más recientemente, el procedi-
miento de elección para detectar el genoma de
CMV ha sido la amplificación por PCR, que per-
mite trabajar con pequeñas cantidades de DNA
purificado a partir de cortes de tejido en parafina.
Este procedimiento ha mostrado una buena
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Fig. 4: Autoradiograma de una reaccion de secuencia-
cion del exon 7 del gen AGXT de un individuo homocigo-
to para la mutacion Ile244Thr. La lectura (de abajo hacia
arriba) de las bandas de esta porcion de la reaccion de
secuenciacion: …AC-CTG-GAC-ACC-AAG-TGG-CTG-
GCC-AAC-TTC-T… donde cada triplete codifica … Leu-
Asp-Thr-Lys-Trp-Leu-Ala-Asn-Phe-… La secuencia nor-
mal del gen AGXT llevaria una T en lugar de la C, y codi-
ficaria el aminoacido Ile en lugar de Thr.



correlación con la detección por cultivo y serolo-
gía. En nuestra Unidad de Trasplante, la monito-
rización de la infección por CMV se lleva a cabo
mediante PCR en plasma y células sanguíneas
(fig. 5). Ocasionalmente se lleva a cabo la confir-
mación de la infección en tejido del injerto, usan-
do una fracción de las células obtenidas median-
te citología aspirativa con aguja fina para diag-
nóstico de rechazo. La detección de DNA de
CMV en muestras de sangre periférica (especial-
mente si es positivo no sólo el DNA de células
sino también el DNA purificado del plasma), aun-
que no representa una muestra directa del injer-
to renal, se correlaciona bastante bien con el
estado de infección por CMV, y al ser mínima-
mente invasiva se prefiere como procedimiento
de monitorización. Con ello, el uso de la biopsia
renal (cilindro o aguja fina) para diagnóstico de
patología por CMV queda restringido a unos
pocos casos en que se busca información adi-
cional de tipo morfológico. En estas situaciones,
la opción de la hibridación in situ, aunque más
laboriosa, puede estar justificada también.

Infecciones emergentes

Ante el descubrimiento de un nuevo germen
implicado en patología humana, o la descripción
de gérmenes que re-emergen como patógenos
importantes en determinados pacientes, surge la
necesidad de un diagnóstico rápido y eficaz que

no dependa de la puesta a punto de métodos tra-
dicionales de cultivo. En los pacientes inmunosu-
primidos hemos asistido en los últimos años a
varias situaciones de enfermedades infecciosas
emergentes o re-emergentes, y en todos ellos
las herramientas moleculares han sido clave
para establecer el diagnóstico preciso. La inci-
dencia de infecciones por virus BK (15,16) y por
herpesvirus 8 (17) en pacientes trasplantados
renales son los ejemplos más representativos de
este grupo (fig. 5). La tecnología de amplificación
de DNA por PCR, una vez incorporada en un
servicio diagnóstico, es fácilmente adaptable a
nuevas necesidades.

NEOPLASIAS

Un aspecto en que la estrategia de clonaje
posicional ha tenido más éxito en la última déca-
da ha sido definiendo el papel de genes respon-
sables del desarrollo de neoplasias. Entre estos,
la caracterización de WT1, implicado en el tumor
de Wilms, y de VHL, asociado al carcinoma de
células renales, son dos ejemplos importantes.

Otra contribución muy importante de la estra-
tegia molecular al estudio de los tumores rena-
les, se plantea en la búsqueda de perfiles de
expresión génica que se asocien a la biología de
la neoplasia. En los próximos años asistiremos a
la subclasificación de los tumores malignos en
función del perfil de expresión génica, del que
probablemente se podrá precisar más el pronós-
tico y ayudar en el abordaje terapéutico.

Tumor de Wilms

La neoplasia abdominal más frecuente en la
infancia encaja bastante bien con el modelo del
doble impacto mutacional de Knudson: en las for-
mas familiares (en torno al 1%) una copia del
gen se hereda por vía germinal ya mutado, mien-
tras que el segundo alelo sufre una mutación
somática; en las formas esporádicas se requie-
ren dos mutaciones somáticas sucesivas, que
conlleven pérdida de función de ambos alelos.

Se han descrito varios loci responsables del
tumor de Wilms, siendo el locus WT1 en 11p13
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Fig. 5: Deteccion de genoma de virus BK (panel izquier-
do) y de CMV (panel derecho) mediante PCR. El produc-
to amplificado de 176 pb (calle 1) es el esperado para la
amplificacion con los primers de BKV usados; calle 2: con-
trol negativo, calle 3: standard. En el caso del CMV, los pri-
mers especificos usados amplifican un fragmento de 156
pb, que es evidente en las muestras en calles 1, 2 y (mas
leve) 3, mientras que resulta negativo en las demas mues-
tras; calle 10: control positivo, calle 11: standard.



el que con más frecuencia se ha visto implicado
en esta enfermedad. Otros loci son WT-2 en
11p15, WT-3 en 16q y WT-4 en 17q12-q21
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). La asocia-
ción ocasional del tumor de Wilms a determina-
das malformaciones congénitas (aniridia aislada
o en conjunción con malformaciones genitouri-
narias y retraso mental: síndrome WAGR) ha
ayudado a definir los loci implicados y a clonar
los genes responsables. El gen WT1, posiciona-
do en el mínimo intervalo de delecciones descri-
tas en 11p13 asociadas a tumor de Wilms, se
clonó y caracterizó en la última década (19,20).
Se trata de un gen de 10 exones, con splicing
alternativo, distribuídos en unos 50 kbp de DNA
y codifica una proteína de 55 kDa con dos domi-
nios funcionales: dominio de transactivación,
implicado en la regulación de la transcripción,
corresponde al extremo aminoterminal, rico en
Gln y Pro; dominio de unión al DNA, correspon-
de al extremo carboxiterminal y contiene 4
estructuras tipo ‘dedo de Zn’ Cys-His. La proteí-
na WT1 funciona como un factor de transcrip-
ción, que regula la expresión de genes importan-
tes en el desarrollo del riñón y sistema genitouri-
nario. El mecanismo a través del cual WT1
interviene en el control de la proliferación celular
puede ser similar al de gen EGR1, con el que
comparte homología en el dominio de unión a
DNA. Posiblemente, el efecto de WT1 sea la
represión de la transcripción de genes de facto-
res de crecimiento como PDGFa, TGFb, EGFR,
IGF1R, CSF1, y el propio EGR1. La importancia
de WT1 en el desarrollo urogenital es subrayada
por el fenotipo observado en ratones K.O. para el
gen homólogo WT1 (21). Los ratones homocigó-
ticos deficitarios en WT1 no poseen más que
vestigios de yemas renales sin células del blas-
tema, que no responden a estímulos inductores.
En humanos, la delección de un alelo WT1 en
línea germinal conlleva malformaciones urogeni-
tales de variable severidad, dentro del síndrome
WAGR, mientras que la pérdida funcional de
ambos alelos, debida a efecto dominante negati-
vo de una mutación puntual, heredada por línea
germinal conlleva malformaciones genitourina-
rias severas, con esclerosis mesangial que pro-
gresa a insuficiencia renal, pseudohermafroditis-
mo y tumor de Wilms (síndrome de Drash) (22).

Diagnóstico de mutaciones en WT1

Se han descrito casi 200 mutaciones diferentes
en el gen WT1 (http://www.umd.necker.fr:2003/),
distribuídas por todo el gen, aunque hay una cier-
ta concentración en el extremo carboxi- , corres-
pondiente al dominio de unión a DNA. En su
mayoría se trata de cambios de nucleótido
(muchos de ellos C>T) que conllevan cambio de
aminoácido, truncación de la proteína o cambio
en la pauta de lectura. También se han descrito
delecciones e inserciones pequeñas, mutaciones
que afectan al splicing, y ocasionales delecciones
grandes del gen. Como en otros casos de genes
supresores tumorales, es de esperar una pérdida
funcional de ambos alelos en las células del
tumor, algo que se puede determinar comparan-
do tumor y tejido normal adyacente mediante un
test de LOH (pérdida de heterocigosidad). No
obstante, un porcentaje importante de mutacio-
nes en WT1 parecen tener efecto ‘dominante
negativo’, de modo que la mutación de un solo
alelo conlleva la producción de una proteína anor-
mal, capaz de asociarse con formas normales de
la proteína WT1, haciendo al conjunto inactivo.
Estas mutaciones, que con frecuencia se locali-
zan en el dominio de unión a DNA, pueden verse
implicadas en el desarrollo del tumor sin necesi-
dad de que exista pérdida del alelo sano, detec-
table por el test de LOH.

La necesidad del diagnóstico molecular de
mutaciones en WT1 se plantea muy pocas veces
en la práctica, y en vista de lo comentado más
arriba, los tests de LOH pueden ser útiles para
determinar qué locus WT está más probable-
mente implicado. WT1 puede ser el gen causal a
pesar de no encontrar LOH para 11p13, en cuyo
caso la búsqueda de mutaciones debería empe-
zar por los exones 7-10, del dominio de unión a
DNA. Dada la abundancia de mutaciones pun-
tuales, un rastreo de mutaciones apropiado es el
basado en análisis de polimorfismos conforma-
cionales de cadena simple (SSCP) bien a partir
de exones amplificados sobre DNA genómico, o
bien sobre cDNA retrotranscrito desde mRNA
extraído del tumor. La secuenciación de los frag-
mentos que den migraciones aberrantes en
SSCP suele determinar la naturaleza del cambio
implicado.
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Carcinoma de células renales

Las lesiones moleculares asociadas a las dis-
tintas formas de carcinoma de células renales
han promovido una reclasificación de los mismos
(23). La variante más frecuente, el carcinoma no
papilar de células claras, tanto en su variante
familiar como esporádica, se asocia a la pérdida
de material genético en torno a 3p25, donde se
localiza el gen VHL. En las formas familiares,
siguiendo una vez más el modelo de Knudson, se
hereda un alelo mutado por línea germinal, mien-
tras que la segunda mutación ocurre en células
somáticas y resulta en la pérdida funcional del
gen. El síndrome de Von Hippel-Lindau (VHL) se
hereda pues de manera dominante como una
predisposición a una variedad de neoplasias
benignas y malignas entre las que se encuentra
el carcinoma de células renales. En las formas
esporádicas de carcinoma no papilar de células
claras, las dos mutaciones que inactivan ambos
alelos del gen VHL ocurren en línea somática.

El gen VHL contiene 3 exones, con splicing
alternativo del exón 2, y codifica una proteína
citoplásmica de 30 kDa, que se ha visto asocia-
da a factores de elongación de la transcripción, y
por tanto podría jugar un papel en el procesado
del mRNA. Las casi 800 mutaciones descritas en
VHL (http://www.umd.necker.fr:2005/) se distri-
buyen por todo el gen, e incluyen una mayoría de
cambios de nucleótido (con cambios de aminoá-
cido, truncaciones de la proteína y aberraciones
de splicing), junto a delecciones e inserciones
pequeñas y delecciones grandes. Pocas veces
se plantea la necesidad de diagnóstico molecu-
lar de estas mutaciones, y lo dicho para WT1
aplica a este caso también, quizá con la ventaja
de que el menor número de exones hace más
fácil el análisis.

PERFIL MOLECULAR DE INFLAMACIONES
RENALES, INCLUYENDO PATOLOGÍA
DEL TRASPLANTE

Desde los años 60, el estudio histológico de
las biopsias renales ha generado un conjunto de
información, predominantemente descriptiva,
sobre las enfermedades renales. La relevancia

de esta contribución queda reflejada en el uso de
criterios morfológicos como base de clasificación
de las enfermedades renales. El análisis de
eventos moleculares en tejido de biopsia renal
ha abierto nuevas perspectivas en el conoci-
miento de estas enfermedades, pero su aplica-
ción no se ha generalizado por problemas esen-
cialmente tecnológicos. Si comparamos el avan-
ce en la aplicación de la perspectiva molecular
nefropatología con el ocurrido en otras áreas,
como las neoplasias, parece claro que una limi-
tación importante a la realización de estudios
moleculares en biopsias renales es la dificultad
de obtener suficiente tejido. Consideraciones éti-
cas limitan la cantidad de tejido renal tomado en
la biopsia, y por otro lado, el diagnóstico conven-
cional en nefropatología ya demanda bastante
material, de cara a estudiar tanto tejido incluido
en parafina como cortes de congelación (inmu-
nofluorescencia) y microscopía electrónica. El
desarrollo de metodologías moleculares suficien-
temente sensibles y su integración en equipos de
patólogos se presentan como una opción prácti-
ca de futuro para sacar un máximo de informa-
ción, morfológica y molecular, de las muestras
limitadas de tejido renal disponibles.

La sospecha de que un gen está implicado en
la patogenia de una enfermedad renal requiere
la detección de su mRNA o proteína. Si dicho
gen se expresa normalmente en el riñón, los
métodos han de ser suficientemente cuantitati-
vos como para detectar cambios significativos en
los niveles de expresión. Una limitación impor-
tante en este sentido es la dificultad en obtener
muestras control válidas, puesto que nunca se
realiza una biopsia renal en un sujeto sano. Aun-
que no sea un control ideal en muchos casos, los
laboratorios en centros con programa de tras-
plante renal ocasionalmente tenemos acceso a
riñones de cadáver que han sido descartados
para trasplante. El nivel de expresión de muchos
genes va a reflejar el estado del donante, el tiem-
po de isquemia, los procedimientos de perfusión,
..., pero a pesar de todo estos riñones represen-
tan una de las pocas fuentes de material control
de que disponemos.

Los procedimientos de análisis cuantitativo
mejor establecidos (Northern y ensayo de protec-
ción de RNasa) requieren demasiado material de
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partida, por lo que a penas tienen aplicación en
nefropatología. Por otro lado, la hibridación in
situ, que puede realizarse sobre el mismo mate-
rial incluido en parafina para estudio morfológico,
es dificilmente cuantificable. Los métodos basa-
dos en la síntesis de cDNA a partir de mRNA (RT,
o transcripción reversa) y posterior amplificación
del cDNA mediante PCR se presentan como la
única alternativa viable cuando la fuente de mate-
rial es tan escasa. De hecho, se puede llevar a
cabo RT-PCR para detectar mRNAs en secciones
tisulares, e incluso en regiones específicas de la
nefrona, obtenidas por microdisección a partir de
cortes de congelación o parafina. En los últimos
años, se ha extendido el uso de RT-PCR con aná-
lisis en tiempo real, lo que ha facilitado una visión
más dinámica del proceso de amplificación, y la
selección de condiciones en que la cuantificación
de la señal sea reproducible.

Es aún bastante limitada la cantidad de infor-
mación disponible sobre los niveles de expresión
de genes concretos implicados en las glomerulo-
nefritis. Las categorías de genes de interés en este
tipo de análisis incluyen los siguientes grupos:

1) Genes de respuesta endotelial.
2) Genes implicados en la presentación de

antigenos, y estimulación de la respuesta
inmune.

3) Genes de citoquinas y mediadores de la
respuesta inmune.

4) Genes de respuesta inflamatoria (aferen-
te), lesiva al injerto.

5) Genes de daño tisular, sea de causa inmu-
ne o no (reperfusión...).

6) Genes de reparación/remodelación tisular.
7) Genes de nefrotoxicidad por inmunosupre-

sores.
8) Genes indicativos de expresión basal y de

representación de las distintas células
renales en la muestra.

Los estudios publicados hasta la fecha con
tejido humano son limitados en su enfoque al
análisis de la expresión de un número muy redu-
cido de genes, utilizando RT-PCR o hibridación
in situ, fundamentalmente. No obstante, la expe-
rimentación animal y trabajos en cultivo celular
han potenciado un mejor entendimiento de los
mecanismos básicos que median las lesiones
glomerulares y del órgano trasplantado. Con el

conocimiento detallado del genoma humano, se
hace posible investigar el papel desarrollado por
cualquier gen o familia de genes. Un avance tec-
nológico muy importante en este aspecto ha sido
la capacidad de colocar cientos o miles de son-
das moleculares en una matriz sólida de tamaño
(micromatrices de DNA o DNA-microarrays).
Estos diseños se están demostrando útiles en el
estudio de la expresión génica de gran cantidad
de genes simultáneamente, partiendo de una
pequeña muestra de tejido.

Es predecible que en los próximos años poda-
mos realizar un estudio del perfil de expresión
génica de una selección de cientos de genes en
una sola hibridación molecular, utilizando micro-
matrices de DNA, y que el análisis de la expre-
sión relativa de estos genes ayude a definir los
procesos inflamatorios renales desde un punto
de vista más fisiopatológico que morfológico. La
correlación entre estos perfiles de expresión y
los datos morfológicos y clínicos va a ser clave
en la interpretación de los mismos, por lo que se
van a imponer en una primera fase los estudios
multicéntricos encaminados a comprobar la
reproducibilidad del método. La tecnología de las
micromatrices de DNA es bastante acorde a este
plan, ya que es mucho más eficaz imprimir
micromatrices en un solo centro, para ser distri-
buídas entre los grupos participantes. En defini-
tiva, los requisitos tecnológicos parecen haberse
alcanzado recientemente, y ahora se abre un
periodo de validación de algunas de estas posi-
bilidades diagnósticas, con la esperanza que en
un futuro inmediato el informe de una biopsia
renal incluya no sólo datos morfológicos sino
también un perfil de expresión génica. No cabe
duda que esto potenciaría el valor diagnóstico,
pronóstico y de orientación terapéutica de la
biopsia renal.
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