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RESUMEN
El lupus eritematoso sistémico (LES), es una enfermedad compleja, prototipo de la
enfermedad autoinmune sistémica. La complicacion mas grave y frecuente es la
enfermedad renal, llamada nefropatia Iupica (NL). En la mayoria de los casos la
NL es mediada por el depdsito de complejos inmunes (Cl) en el glomérulo,
seguido por la produccion local de citocinas que desencadena la inflamacion
glomerular y lleva al dafo renal irreversible. Durante el proceso inflamatorio existe
un desbalance en el perfil de citocinas Th1/Th2. Actualmente existen pocos
estudios que relacionen la expresion de estas citocinas con la clase histolégica de
las lesiones renales y los trabajos publicados muestran resultados contradictorios.
Hipétesis: En la nefropatia lupica: el dafo renal manifestado por actividad,
cronicidad y clase histopatologica depende del perfil de citocinas (Th1-Th2)
secretado. Materiales y métodos: el diseiio de estudio es retrospectivo,
observacional y transversal. Se incluyeron las biopsias de tejido renal con
diagndstico de NL, para evaluar el dafo renal se determiné la clase histolégica
segun la clasificacion ISN/RPS. El perfil de citocinas Th1 se determind por
expresion de IL-12 e IFN-y y en el perfii Th2 la IL-4 y la IL-13, por
inmunohistoquimica. Resultados: El 54.8%(17/31) de las biopsias procesadas
expresaron IFN-y en los glomérulos. La expresidn de esta citocina correlacion6
positivamente con la clase histologica, la cual es estadisticamente significativa,
(p=0.035). El resto de las citocinas evaluadas no se expresaron en las biopsias
renales. Conclusiones: El perfil de Th1, representado por el IFN-y, presenta un
papel ponderante en el desarrollo de la NL, lo que sugiere que el IFN-y pueda

tener un papel importante en la morfologia de las clases histolégicas de NL.
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE), is a complex disease, is the prototype of
systemic autoimmune disease. Renal involvement is the most severe and frequent
complication, is called lupus nephritis (LN). The most cases are caused by
autoantibodie lead to cell and tissue injury by Fc receptor-mediated inflammation
as well as by direct cytotoxicity. Disruption of T helper (Th) 1 and Th2 cytokine
homeostasis is a peculiar feature of human and experimental LN. There are few
studies than link the expression of this cytokines and the histological class of NL.
Hypothesis: In lupus nephritis, kidney damage manifested by activity, chronicity
and histopathologic class depends on the profile of cytokines (Th1-Th2) secreted.
Materials and Methods. The design of this study was retrospective, observational
and transversal. Kidney biopsies from patients who met clinical and laboratory
criteria of LES of the INCMNSZ were included, histological damage was classified
according to the ISN/RPS histological classification. The Th1 cytokine profile was
determined by expression of IL-12 and IFN-y and the Th2 profile of IL-4 and IL-13
by immunohistochemistry. Results: 54.8% (17/31) of the biopsies expressed IFN-y
processed in the glomeruli. The expression of this cytokine correlated positively
with histological class, which is statistically significant (p = 0.035). Conclusion
According to these results, the profile Th1, represented by INF- y has an important
role, suggest this cytokine has an important role in LN evolution by promoting Th1
response in the generation of class IV LN a diffuse proliferative, and usually active

glomerulonephritis.
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INTRODUCCION

La autoinmunidad se define cdémo la pérdida de la tolerancia a lo propio, es
definido como la reaccion inmunitaria en contra de auto-antigenos, son una causa
importante de morbilidad en los seres humanos.! La lesién autoinmune puede ser
organo-especifica, es decir cuando los autoanticuerpos y las células autoinmunes
destruyen un solo tipo celular, como el caso de la diabetes tipo 1 o autoinmunidad
sistémica, cuando afecta a multiples 6érganos como el caso de lupus eritematoso

sistémico (LES).2

El LES prototipo de enfermedad autoinmune, es un padecimiento sistémico del
tejido conectivo que tiene varias presentaciones clinicas.®> Es una enfermedad de
etiologia desconocida en donde participan diversos mecanismos inmunolégicos de
dafno tisular entre los que destaca la presencia de un amplio espectro de auto-
anticuerpos dirigidos contra antigenos celulares, particularmente anticuerpos
antinucleares (ANAs), aunque no son los Unicos, que se producen.' EI LES puede
tener un inicio agudo o insidioso, es una enfermedad crénica, que remite y
presenta recaidas, a menudo se presenta como una entidad febril,’ y se
caracteriza principalmente por afeccion de la piel, articulaciones, riidn, serosas,

sistema nervioso central, vasos, y huesos, entre otros. * ,°

La prevalencia del LES varia de aproximadamente 40 casos por cada 100 000
personas en paises europeos a mas de 200 por 100 000 habitantes entre
personas de raza negra. En el caso de los Estados Unidos la prevalencia de la

enfermedad excede 250, 000.° La incidencia del LES se ha triplicado desde los



afnos setenta, de 1.51 por cada 100 000 habitantes (1950-1979) a 5.56 por cada
100 000 habitantes (1980-1992).” Este incremento parece ser debido a un
diagnodstico mas temprano de la enfermedad y a la inclusién de casos leves. Su
incidencia y prevalencia varian segun las poblaciones estudiadas, siendo una
enfermedad mas comun en poblaciones afroamericanas (200 por cada 100 000
habitantes) y en poblaciones asiaticas que en poblaciones caucasicas
(aproximadamente 40 casos por cada 100 000 habitantes)®

Se presenta con mayor frecuencia en mujeres que en hombres en una relacién de
9:1. Aparece generalmente en la edad reproductiva sobre todo a final de la
segunda y principio de la tercera década de la vida. EIl curso clinico de la
enfermedad también varia entre las poblaciones. La nefritis lupica (NL) asi como
la pericarditis y las lesiones discoides son mas frecuentes y producen un dafo
organico mas rapido en las poblaciones hispana y afroamericana que en

caucasicos.®,°

A. Antecedentes Generales

1. Factores de riesgo para el desarrollo de LES

No se ha identificado sélo una causa Unica para LES, existen ciertas condiciones
ambientales cémo la luz solar o ciertos farmacos que pueden precipitar esta
condicién y ademas existen ciertas bases genéticas que hacen mas susceptible a

una poblacién determinada, refiriendo una etiologia multifactorial."

Aunque la
herencia tiene un papel importante en el desarrollo de LES, el factor genético por

si solo no explica la etiologia de la enfermedad, existen otros factores de riesgo,



incluyendo enddcrinos, ambientales, infecciosos y farmacologicos que pueden
actuar sinérgicamente en el desarrollo de LES en un huésped genéticamente

susceptible.

A continuacion se comentara sobre algunos de estos factores de riesgo, para
facilitar el entendimiento de su fisiopatologia y el por qué son considerados

importantes en el desarrollo o predisposicion para LES.

1.1. Factores Genéticos

La tasa de concordancia para LES es de 25% en gemelos monocigéticos y
aproximadamente 2% en gemelas dicigéticos, 2 lo cual sefiala que la contribucién
genética es importante pero no suficiente para causar la enfermedad. Se han
identificado algunos genes que probablemente podrian contribuir, al estudiar el

genoma de varias familias en las cuales multiples miembros tienen lupus.

Los genes del complejo principal de histocompatibilidad, (MHC), particularmente
HLA-A, B8 y DR3, se han asociado con lupus,”™ EI genotipo del MHC determina
cual molécula del MHC esta disponible para los antigenos presentes y asi
determina que tan bien son reconocidos por los linfocitos T. Por esta razon, los
genes del MHC particularmente estan asociados con un riesgo de una respuesta
inmunitaria contra auto-antigenos y aumenta el riesgo de enfermedades como el

lupus.



Las deficiencias de los componentes tempranos del complemento, C1q, C2, o C4
son un factor de riesgo para el desarrollo de LES.™ Algunos estudios familiares
han identificado genes los cuales son mas probables que se presenten en
pacientes con lupus que en los familiares sanos. Muchos de estos genes
codifican componentes del sistema inmunitario. La carencia de ciertos
componentes del complemento puede repercutir en la remocion de los complejos
inmunes circulantes a través del sistema mononuclear-fagocitico, favoreciendo asi

el depdsito tisular de estos.

1.2. Factores Epidemiolégicos

El LES afecta predominantemente a mujeres, 90% de los pacientes que padecen
lupus son mujeres, parece probable e importante el papel de los estrogenos en el
desarrollo de LES." El Lupus se presenta en edades que van de 15 a 40 afios, es
decir durante los picos de fertilidad, al comparar la relacion de prevalencia que
existe durante la infancia o después de los 65 afnos, mujer:hombre, 2:1, se
observa un aumento de 9:1 a partir de la adolescencia hasta la menopausia.” Por
lo cual los estrogenos, se consideran como un factor clave en el desarrollo del
Lupus, aun cuando no se sabe cual es el papel exacto en la génesis de la

enfermedad.

1.3. Factores Ambientales
Existen algunos factores ambientales que podrian estar involucrados en la
patogénesis del LES. La radiacién ultravioleta (UV) es el factor ambiental mas

obvio que esta ligado al lupus. La exposicidon a luz ultra-violeta (UV) exacerba la

4



enfermedad en algunos individuos. Los rayos UV inducen apoptosis en células y
pueden alterar el DNA, pudiendo llegar a ser inmunogénico, quiza a través del
reconocimientos de los TLR’s (Receptores tipo Toll)."

Algunos farmacos causan una variante de lupus llamada lupus medicamentoso,
los medicamentos mejor conocidos que lo ocasionan, son procainamida,
hidralazina y quinidina. Estos pacientes usualmente presentan manifestaciones
dermatoloégicas y articulares, mientras que las manifestaciones renales y

neuronales son raras.'®

2. Dano Tisular Ocasionado Por Los Auto-anticuerpos en Lupus

Aun cuando la etiologia del LES no esta completamente entendida, las diferentes
formas de dano tisular si estan bien establecidas. Depdsito de anticuerpos con
llevan a dafio celular y tisular por medio de inflamacién mediada via receptor dela
porcién Fc y complemento,’” asi como por medio de citotoxicidad directa, la cual

es dependiente del complemento.
A continuacién se presenta un cuadro de los auto-anticuerpos presentes den LES.

Cuadro 1. Auto-anticuerpos patogénicos en LES'®

Especificidad del Prevalencia % Efectos clinicos principales

Ag

Ac-anti DNA 70-80 Enfermedad renal y cutanea'®

doble cadena

Nucleosomas 60-90 Enfermedad renal y cutanea®

Ro 30-40 Enfermedad cutanea, renal y

problemas cardiacos fetales. 2’




Sm 20-30 Enfermedad renal®®

La 15-20 Problemas cardiacos fetales.
23

Fosfolipidos 20-30 Trombosis y abortos
recurrentes®

a-actina 20 Enfermedad renal®

C1q 40-50 Enfermedad renal®

Ro complejo de ribonucleoproteina, La proteina de union a RNA, Sm

ribonucleoproteina.

3. Citocinas en LES

La producciéon de citocinas en pacientes con LES difiere de la que ocurre en
individuos sanos o pacientes con otras EAI como en la AR, incluso esta
produccion difiere entre los diversos fenotipos de la enfermedad.?” Por ejemplo,
los niveles de interleucina 6 (IL-6) estan aumentados en el liquido cerebro espinal
de pacientes con LES que presentan sintomas neuroldgicos, sin embargo este
incremento no ocurre en pacientes que no presentas estos sintomas.?® Parece ser
que en esta enfermedad el balance de citocinas es mas importante en determinar
el fenotipo o severidad de la enfermedad que en determinar la susceptibilidad de

la misma.

Las células Th CD4+ pueden dividirse en dos subpoblaciones principales
basandose en las citocinas producidas por estas células. Las células Th1 que
producen principalmente IFN- y e IL-2 (citocinas pro-inflamatorias) y que
promueven la inmunidad mediada por células, y las células Th2 que secretan |L-4,

IL-5 e IL-10 (citocinas anti-inflamatorias) estan asociadas con la respuesta inmune



humoral, lo cual induce la produccion de auto-anticuerpos.”® En muchas
enfermedades autoinmunes, como el caso del LES, se ha demostrado que el
desbalance entre la produccién de citocinas Th1 y Th2 juega un papel clave en la
induccion y el desarrollo de la enfermedad.*® En pacientes con LES, los niveles en
suero de citocinas anti-inflamatorias IL-4, IL-6 e IL-10 estan elevados, mientras
que se produce una disminucion en los niveles de citocinas pro-inflamatorias como
IL-2. Debido a esto, el LES ha sido considerado histéricamente como una
enfermedad tipo Th2, sin embargo, esta hipotesis se esta poniendo en entre dicho
en los ultimos tiempos, ya que se ha demostrado que los niveles de INF-y en el
suero de pacientes con LES estdn aumentados significativamente y que un
desequilibrio hacia la predominancia de la respuesta tipo Th1 esta asociada con

una aceleracion del sindrome lupus-like en ratones.

4. Manifestaciones Clinicas

Debido al comportamiento sistémico de la enfermedad, en pacientes con LES se
pueden presentar afeccion en multiples érganos y sistemas lo que genera una
amplia gama de manifestaciones y la particularidad de cada paciente. Entre las

manifestaciones clinicas mas comunes se encuentran:

e Sintomas generales: son cansancio, fiebre, anorexia y pérdida de peso;

estos sintomas casi siempre acompanan a manifestaciones mas

especificas cuando aparecen los brotes de la enfermedad.



Manifestaciones cutaneas: son muy frecuentes en LES, manifestaciones

tales como rash malar, lupus discoide, fotosensibilidad y ulceras orales,
estan incluidas dentro de los criterios de clasificacion del LES. Estas
manifestaciones varian dependiendo de la raza, ya que el lupus discoide y
la alopecia son mas comunes en poblacion afroamericana; mientras que el
exantema malar y las ulceras orales son mas frecuentes en poblacién
caucasica. Aproximadamente el 60% de los pacientes con LES presentan
exantema malar que es eritematoso, fotosensible, se puede localizar en

mejillas, puente de la nariz y menton.*’

Manifestaciones musculoesqueléticas: La gran mayoria de los pacientes

afectados por esta enfermedad presentan artralgias y/o mialgias. Cuando
existe artritis, generalmente no erosiva, se suelen afectar las articulaciones

interfalangicas proximales, metacarpofalangicas, carpos y rodillas.®?

Manifestaciones hematoldégicas: La mas frecuente es anemia de tipo

normocitico-normocromico; leucopenia, generalmente con linfopenia;

anemia hemolitica y trombocitopenia moderada.?

Manifestaciones cardiopulmonares: La pleuritis y el derrame pleural son

frecuentes y en ocasiones, pueden ser la forma de presentacion de la
enfermedad o una complicacion durante los periodos de activacion. La
pericarditis es la manifestacion cardiaca mas frecuente, cursando
generalmente con derrame pericardico leve, aunque en alguna ocasion se

puede llegar a taponamiento cardiaco.*



e Manifestaciones del sistema nervioso: La afeccién del sistema nervioso

central aparece habitualmente durante la actividad de la enfermedad y se
acompafia de sintomas a nivel de otros 6rganos. Se pueden afectar
distintas zonas del cerebro, meninges, médula y nervios craneales y
periféricos. La manifestacion mas frecuente es la disfuncién cognoscitiva,

junto con alteraciones del animo como ansiedad y depresion.

¢ Manifestaciones vasculares: La complicacibn mas importante es la

trombosis, esta manifestacibn se relaciona con los anticuerpos
antifosfolipidos (AAF), ya sea anticoagulante lupico (AL) o anticuerpos
anticardiolipina (aCL). Otras manifestaciones son: la vasculitis, el sindrome
de Raynaud, hipertension arterial secundaria y coagulacion intravascular

diseminada.

e Manifestaciones renales: La mayoria de los pacientes con LES tienen

depdsitos de inmunocomplejos (ICs) en los glomérulos, y hasta el 50% de
ellos presentan datos clinicos de nefritis con edema, proteinuria y

hematuria.

Como se observa la presentacion clinica es variable, debido al amplio espectro de
manifestaciones clinicas y a la alternancia entre periodos de exacerbacion vy
remision, el diagnodstico de LES puede no ser evidente. Por lo que el Colegio
Americano de Reumatologia ha establecido una serie de criterios para poder

realizar el diagnostico de esta entidad. La presencia de 4 o mas criterios, en



forma sucesiva o simultanea durante cualquier periodo de observaciéon permite

clasificar a un paciente con LES*?

Como se demuestra el padecimiento afecta practicamente a todos los aparatos y

sistemas; sin embargo, las manifestaciones cutaneas son las mas comunes (90%)

y la afeccién renal le confiere mal prondstico.®

En el cuadro 3 se muestra la frecuencia de las manifestaciones clinicas en un

estudio europeo prospectivo en una cohorte de 1000 pacientes, que reporta a las

manifestaciones articulares y dermatoldgicas como las mas frecuentes, seguido de

la manifestacion renal, las cuales tienen una repercusion clinica mas grave en

estos pacientes.

Cuadro 2. Criterios utilizados para la clasificacion de LES segun el Colegio

Americano de Reumatologia (ACR)

Criterio

Definicion

1. Eritema facial

2. Lupus discoide

3. Fotosensibilidad

4. Ulceras orales

5. Artritis

6. Serositis

7. Alteracion renal

Eritema fijo, plano o elevado sobre eminencias malares
Lesiones cutaneas eritematosas, con cambios en la
pigmentacion cicatrices residuales.

Rash malar causado por exposicién a luz UV

En la cavidad oral o nasofaringea, usualmente poco
dolorosas, observadas por un facultativo.

No erosiva, que afecte a dos o mas articulaciones
periféricas con dolor inflamacién o derrame articular.
Pleuritis o pericarditis, roce o evidencia de derrame
pericardico.

Proteinuria >0.5g/dl, >3+ o cilindros celulares o

hematicos
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Cuadro 2. Criterios utilizados para la clasificacion de LES segun el Colegio

Americano de Reumatologia (ACR)

8. Alteracion neurolégica

9. Alteracion hematoldgica

10.Alteracion inmunolégica

11. Anticuerpos

antinucleares

Convulsiones o psicosis, sin otra causa

Anemia hemolitica; leucopenia (<4000/mm?®) o linfopenia
(<1500/mm?®) en dos o0 mas ocasiones o trombocitopenia
(<10000/mm®), en ausencia de farmacos que las

produzcan.

Anticuerpos anti-ADN (anticuerpos contra el ADN
nativo), anti-Sm (anticuerpos frente al antigeno nuclear

Sm) y/o anticuerpos antifosfolipidos.

Titulo elevado de ANAs detectados por
inmunofluorescencia o ensayo equivalente, en algun
momento de la evolucién, en ausencia de farmacos que

los induzcan.

Cuadro 3. Prevalencia de las manifestaciones clinicas en pacientes con LES®*

Manifestacion clinica n (%)
Exantema malar 311(31.1)
Lesiones discoides 78 (7.8)
Lesiones cutaneas subagudas 67 (6.7)
Fotosensibilidad 229 (22.9)
Ulceras orales 125 (12.5)
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Artritis 481 (48.1)

Serositis 160 (16)
Nefropatia 279(27.9)
Neurolupus 194 (19.4)
Trombocitopenia 134 (13.4)
Anemia Hemolitica 48 (4.8)
Fiebre 166 (16.6)
Fenémeno de Reynaud 163 (16.3)
Livedo reticularis 70 (7.0)
Trombosis 92 (9.2)
Miositis 43 (4.3)

De acuerdo al cuadro anterior, por la elevada frecuencia y gravedad que las
manifestaciones renales confieren al paciente con lupus, el presente trabajo se

enfoca en dichas manifestaciones.

2. Nefritis Lupica (NL)

La enfermedad renal o nefritis lUpica se presenta en aproximadamente 66% de los
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pacientes con LES y es una de las complicaciones mas serias, siendo una de las
causas mas importantes de morbilidad y mortalidad en estos pacientes. *° La
presentacion varia desde una proteinuria subnefrética asintomatica hasta una
glomerulonefritis rapidamente progresiva, con insuficiencia renal, considerandose
un factor predictivo de mal prondstico.* Histolégicamente existe un amplio
espectro de lesiones glomerulares en la NL que van desde una biopsia sana o sin
anormalidades, proliferacion mesangial leve hasta GN proliferativa. Dentro los
signos clinicos de nefropatia que se encuentran la hematuria y/o proteinuria
variable con o sin sindrome nefrético y/o insuficiencia renal;

Sin embargo, la frecuencia de lesiones renales a nivel histolégico es mucho
mayor, pues existen casos de lesion histolégica en la microscopia 6ptica y
electronica sin evidencia clinica de nefropatia.®”*® La mayoria de pacientes IUpicos
tienen evidencia histologica de dafio renal, aunque muchos de ellos no presentan
hallazgos clinicos sugerentes de compromiso renal (nefritis silente), como:
sedimento urinario anormal (hematuria, cilindros celulares), proteinuria persistente
(>0,5 gramos/dia), valores elevados de creatinina sérica, hipocomplementemia y
titulos altos de anticuerpos anti DNA de doble cadena (anti DNA-ds). *° Por lo
tanto, mientras el compromiso clinico renal se presenta entre un 40% y un 75% de
los pacientes con LES, el compromiso histologico renal puede presentarse en casi

todos los pacientes.*

13



2.1 Epidemiologia

La prevalencia de NL varia entre 29% y 65% en diferentes series.>! Igualmente, la
prevalencia de NL difiere segun los grupos de edad y el curso de la enfermedad,
siendo mas frecuente en adultos jovenes (39%) y mas rara en mayores de 50
afios (22%).*'

La raza es otro factor de riesgo para el desarrollo de dafio renal y severidad de las
lesiones. En un estudio multirracial la incidencia de dafio renal, en el 2002, fue de
43.1% en hispanos, 50.5% en afroamericanos y 14.3% en caucasicos (p<0.0001).
En otro estudio se demostré que los afroamericanos ademas de tener mayor
incidencia de dafio renal, las lesiones fueron mas severas siendo la NL
proliferativa difusa la lesién mas frecuente.**** Bastian et al. observaron en 2002
en un estudio multirracial que la incidencia de la nefritis lupica es del 54% en los
pacientes con diagndstico clinico de LES: en 65 sujetos hispanos se observo una
incidencia del 43.1% (50.5% en 93 afroamericanos y 14.3% en 91 caucasicos,

p<0.0001).*

Del 5% al 20% de los pacientes con NL progresan a enfermedad renal terminal
(ERT) en los primeros diez afios luego del diagndstico de la NL.***® La nefropatia
lupica es causa importante de insuficiencia renal crénica terminal y es mayor su

1*” informan una

incidencia en poblaciones similares a la nuestra: Korbert et a
menor sobrevida renal a 10 afios en poblaciones hispanas con nefritis Iupica en
comparacion a caucasicos: 73% vs 81% respectivamente y 59% en negros;

p=0.029.
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En México, en el Instituto de Ciencias Médicas y de la Nutricion, Salvador Zubiran
centro de referencia de pacientes con LES, se realiz6 un reporte local
retrospectivo realizado con 154 pacientes con NL (1984-1990) en el que 144
pacientes completaron un seguimiento de 140 meses, observandose una
mortalidad del 15%, deterioro de la funcion renal no terminal en el 28.9% e
insuficiencia renal crénica terminal en el 30% de los pacientes al final del

seguimiento.*®

2.2 Patrones Glomerulares de Lesion en la Nefropatia Lupica

De acuerdo a modelos experimentales de enfermedad renal autoinmune mediada
por complejos inmunes y en biopsias renales en humanos, es bien reconocido que
los patrones de lesidn glomerular se relacionan con el sitio de depdsito y
acumulacion de anticuerpos, a su especificidad antigénica y su capacidad para
unir y activar la cascada del complemento asi como a su habilidad para evocar
una respuesta inflamatoria celular*®, de este modo los patrones de lesién en la

nefropatia lupica han sido divididos en tres grupos:

2.21 Patrén Mesangial. Se caracteriza por hipercelularidad mesangial y
expansion de la matriz mesangial, resultado del depédsito y acumulacion de
complejos inmunes, como ocurre en la nefropatia por IgA o en la nefropatia

mesangial proliferativa de NL. *°

2.2.2 Patrén Endotelial. Corresponde a una lesion proliferativa caracterizada por

leucostasis, dafio a las células endoteliales y proliferacion endocapilar. Este patrén
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es asociado a menudo con la destruccidon de la pared capilar, depdsito de
complejos inmunes moderado a severo y varios grados de proliferacion mesangial
e incluso formacién de semilunas en ciertos casos. Dentro de este patrén
endotelial de dafno glomerular, la forma difusa y global suele ser separada de la
forma focal y segmentaria, ya que algunos autores han sugerido mecanismos
fisiopatologicos diferentes. Este patron de dano endotelial puede ser causado
también por mecanismos no inmunoldgicos, tales cdmo hipertensién maligna,
toxinas bacterianas asociadas a microangiopatia trombdtica, eventos trombdticos
relacionados con anticoagulante lupico. La acumulacion persistente de complejos
inmunes en el espacio subendotelial a su vez, conlleva a mayor dafio y a cambios
histopatologicos crénicos, tales como interposicion celular y replicacion de la
membrana basal glomerular. Estos cambios endocapilares pueden presentarse en
asociacion con alteraciones mesangiales ya que el mesangio esta adyacente al
espacio subendotelial y por lo tanto existe acceso directo de complejos inmunes
circulantes. Este patron mesangiocapliar o membranoproliferativo es

particularmente comun en fases crénicas de la nefritis lupica.*®

2.2.3 Patron Epitelial. En este patron, tanto anticuerpos como el complemento se
encuentran involucrados en el dafo citotoxico sobre el podocito, resultando en una
lesion de pared capilar no proliferativa y no exudativa.*®

Las manifestaciones clinicas de estos tres patrones morfolégicos principales se
pueden predecir con base a la topografia y al caracter de las lesiones
glomerulares, de tal manera, que la mesangiopatia se asocia a sindrome de

hematuria y/o proteinuria subnefrética con preservacion de la funcidn glomerular.
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El patrén endocapilar se puede caracterizar tipicamente por reduccién aguda en la
tasa de filtraciéon glomerular, hematuria y proteinuria subnefrética, mientras que el
patron membranoso se asocia a proteinuria importante con preservacion o

reduccion gradual dela funcién renal.*®

En la nefritis lupica, tal como en otras glomerulonefritis, no es infrecuente la
coexistencia de otros patrones morfologicos, tales como las lesiones vasculiticas,
podocitopatias, o lesiones tubulointersticiales, lo que lleva finalmente a una

expresion clinica mas compleja de la enfermedad.*®

2.3 Clasificacion

Con base en la clasificacion histolégica de la Sociedad Internacional de
Nefrologia/Sociedad de Patologia Renal (ISN/RPS, por sus siglas en inglés,
Intenational Society of Nephrology/Renal Pathology Society), publicada en el 2004,
la nefropatia lupica se clasifica en 6 clases morfolégicas (Cuadro 4). En esta
nueva clasificacion Clase | y Il son caracterizadas por lesiones glomerulares
mesangiales. NL Clase | mesangial minima, normal a la microscopia de luz pero
con depdsitos inmunes mesangiales evidenciado mediante inmunofluorescencia.
NL Clase IlI, mesangial en microscopia de Iluz hay una expansién o
hipercelularidad puramente mesangial con IC’s mesangiales. Tanto la clase |
como la Il son raramente asociadas con manifestaciones clinicas severas o de

disfuncion renal.
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Las clases Ill y IV refieren GN lupica proliferativa. La clase Ill es una NL focal que
puede combinar con lesiones proliferativas globales o segmentarias que afecten
menos del 50% del total de glomérulos evaluados. Clase IV NL difusa es definida
cuantitativamente por cualquier combinacién de lesiones proliferativas globales o
segmentarias que afecten mas del 50% del total de glomérulos evaluados. Esta
ultima es el tipo de biopsia mas comun en casi todas las series y representa del
40-60% del total de casos. Esta clase IV es dividida a su vez en dos subclases:
GN proliferativa difusa segmentaria (IV-S) cuando > del 50% de los glomérulos
afectados tengan lesiones segmentarias, y la GN proliferativa difusa global (IV-G)
cuando >50% de los glomérulos afectados tengan lesiones globales. La clase V es
definida por Cl's subepiteliales o intramembranosos con lesiones morfologicas

vistas a microscopio de luz con o sin alteraciones mesangiales.

Esta clasificacion considera las lesiones mediadas por depdsitos de complejos
inmunes, sin embargo no incluye otros mecanismos de dafio como coagulopatias,
podocitopatias o necrosis capilar glomerular (vasculitis) las cuales no son

mediadas por depésitos de complejos inmunes.®’
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Cuadro 4. Clasificacion de la NL Sociedad Internacional de Nefrologia/Sociedad
de Patologia Renal (ISN/RPS) 2004."

Clase | Nefritis lapica mesangial minima
Glomérulo normal por ML, y presencia de depdsitos inmunes mesangiales por IF.
Clase Il Nefritis lupica mesangial proliferativa
Hipercelularidad puramente mesangial de cualquier grado o expansion de la matrix mesangial
por ML, con depdsitos inmunes mesangiales. Depodsitos subepiteliales o subendoteliales
escasos Yy aislados que pueden ser visibles por IF o ME, pero no por ML.
Clase Il Nefritis lapica focal.
Glomerulonefritis focal, que afecta <50% de los glomérulos analizados, de manera segmentaria
o global endo o extracapilar, activa o inactiva que afecta <50% del glomérulo. Tipicamente
presenta depositos inmunes subendoteliales focales, con o sin alteraciones mesangiales.
Clase IlI(A) NL proliferativa focal, activa.
Clase IlI(A/C) NL proliferativa focal, activa y crénica
Clase IlI(C) NL esclerosante focal.
Clase IV Nefritis lapica difusa
Glomerulonefritis difusa que afecta = 50% de los glomérulos, de manera segmentaria o global
endo o extracapilar, activa o inactiva. Tipicamente presenta depodsitos inmunes
subendoteliales difusos, con o sin alteraciones mesangiales. Se divide en segmentaria
difusa (IV-S) cuando = 50% del glomérulo afectado tiene lesiones segmentarias, y global
difusa (IV-G) cuando = 50% del glomérulo afectado tiene lesiones globales. Afeccién
segmentaria se define como una lesién que afecta menos de la mitad del penacho
glomerular.
Clase IV-S (A) NL proliferativa difusa, segmentaria, activa.
Clase IV-G (A) NL proliferativa difusa, global, activa.
Clase IV-S (A/C) NL proliferativa difusa, segmentaria activa y cronica.
Clase IV-G (A/C) NL proliferativa global difusa, global, activa y crénica.
Clase IV-S (C) NL esclerosante difusa segmentaria.
Clase IV-G (C) NL esclerosante difusa, global.
Clase V Nefritis lapica membranosa
Depositos de ICs subepiteliales segmentarios o globales por ML, IF, o ME con o sin
alteraciones mesangiales. La NL clase V puede ocurrir en combinacién con la clase lll o
clase IV.
Clase VI Nefritis lupica esclerosante avanzada

= 90% de los glomérulos se encuentran globalmente esclerosados sin actividad residual.
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2.3.1 Actividad y Cronicidad de la NL

La ISN/RPS clasifica las lesiones renales con base a criterios histopatologicos y a
su vez las subdivide en lesiones activas o cronicas de acuerdo a los aspectos
sefalados en el cuadro 5. Las lesiones activas representan una inflamacion
actual o reciente, y las cicatrices o lesiones cronicas hablan o se relacionan con
episodios previos de actividad de la enfermedad, las clases Ill o IV pueden tener
lesiones tanto cronicas como activas o una mezcla de ambas, este tipo de
lesiones, activas y crénicas, tienen distinto prondstico e implicaciones
terapéuticas. Tradicionalmente se han empleado los indices de actividad y

cronicidad de Austin modificados, para la evaluacion de estas lesiones.
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Lesiones activas glomerulares

Proliferacion endocapilar, con o
sin leucostasis y reduccion de

la luz capilar

Cariorrexis

Necrosis fibrinoide

Ruptura de membrana basal

glomerular

Medias lunas celulares
proliferacion extracapilar

Asas de alambre

Agregados inmunes
intraluminales (trombos
hialinos)

(o]

Hipercelularidad endocapilar debido
al incremento del numero de células
mesangiales, endoteliales e infiltrado
por macréfagos que causa el
estrechamiento de la luz del capilar

Fragmentos del nucleo celular,
cuerpos apoptdsicos o picnoéticos

Lesion caracterizada por la
fragmentacion  del nacleo o
disrupcion de la membrana basal
glomerular, a menudo asociada con
la presencia de material fibrinoide.

Proliferacion extracapilar de mas de
dos capas de células, que ocupan V4
o mas de la circunferencia capsular
glomerular.

Depdsitos subendoteliales
identificados por microscopia de luz

Material intracapilar  eosindfilico
homogéneo el cual consiste en
depdsitos de ICs observados por
inmunofluorescencia.

Cuadro 5. Descripcion de las lesiones activas
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Esclerosis Glomerular global Colapso o fibrosis de los capilares

Medias lunas fibrocelulares Capas de tejido fibroso que retraen

la capsula de Bowman

Atrofia Tubular

Fibrosis Intersticial

Cuadro 6. Descripcion de las lesiones cronicas

2.4 Etiologia

Aunque el conocimiento de la etiologia del LES no esta del todo comprendida, es
claro que existen un numero de mecanismos efectores diferentes pueden actuar
solos o0 en conjunto para producir los patrones pleomorficos de la NL y las distintas
presentaciones clinicas de los pacientes con lupus y enfermedad renal. La lesion
renal en el LES es debida tanto al proceso inflamatorio desencadenado por los
mecanismos autoinmunes, como a la respuesta de los diversos componentes del
tejido renal a dicha inflamacion. Dentro de los mecanismos fisiopatologicos
descritos se encuentra el depdsito de complejos inmunes e infiltrados celulares.
Los depodsitos inmunes pueden localizarse en el glomérulo, en los vasos y a lo

largo de la membrana basal tubular.®?
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2.4.1 Auto-anticuerpos en LES

La caracteristica de esta enfermedad es la produccion de auto-anticuerpos
nucleares o citoplasmicos. Aparte de su valor en el diagndstico y manejo de los

pacientes con LES, estos anticuerpos son el principal determinante patogénico.1

Los auto-anticuerpos pueden llevar al dafo tisular y celular a través del receptor
Fc mediando inflamacion,®® asi como también por citotoxicidad directa, la cual es
usualmente complemento dependiente, como se ha observado en la anemia
hemolitica mediada por anticuerpos o en la trombocitopenia. En el rifidn, los
antigenos intrinsecos, tales como componentes de la matriz extracelular o
celulares como glicoproteinas de superficie pueden actuar como blancos para la
union con auto-anticuerpos. Ademas, el dafo renal en la NL puede resultar de la
unién de auto-anticuerpos que se unen a antigenos circulantes, formando
complejos inmunes circulantes o de auto anticuerpos que se unen a antigenos en
la circulacion glomerular y paredes capilares, causando formacion in situ de los
complejos inmunes, como se ha observado para los nucleosomas y anticuerpos
anti-DNA de doble cadena.

Tanto los agregados inmunes como componentes del complemento estan
presentes en el sitio de dafo glomerular y en los tubulos en alrededor de 2/3 de
las biopsias renales. Aun no esta claro si estos agregados son derivados de los
complejos circulantes o de la combinacion in situ de antigeno y anticuerpo.'®

La formacion de anticuerpos antinucleares, especialmente contra DNA de doble

cadena (dsDNA), es un hallazgo patognomonico de LES. Tradicionalmente se
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habia pensado que NL era iniciada por el depdsito glomerular de complejos
DNA/antiDNA, sin embargo los complejos DNA/anti-DNA son dificilmente

nefritogénicos.**

Se cree que la NL es iniciada por el depdsito glomerular de complejos inmunes y
que existen otros eventos esenciales tales como: aquellos mediados por la
sefalizacién del receptor Fc, la produccién de citocinas, necesarias para
desencadenar la inflamaciéon glomerular y promover el dano tisular. Sin embargo
el papel especifico de estos componentes patogénicos no esta claro en la

actualidad.®®

A través del receptor Fc y la union de complemento subsecuente, es entonces que
se inicia una reaccion citotoxica e inflamatoria, dicha citotoxicidad puede estar
dirigida hacia los podocitos como en el establecimiento de la nefropatia
membranosa, donde ocurre la formacion de complejos inmunes subepiteliales a lo
largo de la membrana basal glomerular o hacia células endoteliales de los
capilares como es el caso de la NL proliferativa endocapilar con una reaccion

inflamatoria exudativa que sigue a la formacién de los depdsitos subendoteliales.

2.4.2 Deposito de Complejos Inmunes Circulantes

El depdsito de complejos inmunes circulantes en la vasculatura renal fue el primer
mecanismo patogénico descrito en la dafio glomerular de LES,*® lo cual fue
confirmado por la presencia de altos niveles séricos de complejos inmunes

circulantes, anti-DNA de doble cadena y otros antigenos nucleares asi como el
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consumo de componentes de la via clasica del complemento (C1, C4 y C3)*’
apoyan un mecanismo de complejos inmunes en pacientes con glomerulonefritis
lupica activa. La presencia de reactantes inmunolégicos en el glomérulo, tales
cémo inmunoglobulinas del tipo 1gG, IgM y fracciones de complemento como C3,
representado por los depdsitos electron-densos en estudios histolégicos apoyan
también este mecanismo de dafio. Los hallazgos histoldgicos asociados con el
depdsitos de inmuno-complejos incluyendo asas de alambre, trombos hialinos,
trombos capilares y macrofagos glomerulares son signos de inflamacién

glomerular activa y que unicamente son vistos en las clases Il y V.

La NL membranosa, (clase V ISN/RPS) se encuentra mediada también por
depositos de ICs, pero los depdsitos observados en esta clase no se asocian
usualmente con inflamacion glomerular. De hecho, los depdsitos inmunes
subepiteliales e intramembranosos de la NL membranosa estan en la misma
localizacién que los depdsitos observados en la GN membranosa idiopatica y que
el modelo experimenta de GN de Heymann donde, la carga de los depdsitos en la

pared del capilar es alta sin una inflamacion glomerular significativa.

Los mecanismos responsables de la localizacion subepitelial los depdsitos
inmunes en unos pacientes y la subendoteliales en otros, no esta totalmente
comprendida, sin embargo se ha asociado al tipo de anticuerpos y a la naturaleza

y localizacion de los antigenos.®®

Asi se muestran 2 mecanismos de la localizaciéon de los Cls asociados con una

nefropatia proliferativa y membranosa de NL. Esta dicotomia es importante
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también clinicamente, ya que el tratamiento y el prondstico asociado a estas 2

formas de enfermedad mediada por Cls es muy diferente.

6. Perfil de TH1/TH2 y LES

Es ampliamente reconocido que los linfocitos Th, cuando son activadas se
diferencian en al menos 2 clases, Th1 y Th2, caracterizadas por los distintos

perfiles de citocinas que producen.

Después del reconocimiento del antigeno acoplado a la molécula del MHC
apropiada, por el TCR inicia rapidamente una expansién clonal de linfocitos T
cooperadores, la cual ocurre bajo a una diferenciacién programada. Este proceso
de diferenciacion puede resultar en una respuesta inmunoldgica altamente
polarizada.®® Los linfocitos T cooperadores naive, pueden diferenciarse en al
menos dos clases funcionales durante una respuesta inmunoldgica, linfocitos
cooperadores tipo 1 (Th1), los cudles secretan una citocina llamada interferon-Y
(IFN-y), y linfocitos cooperadores tipo 2 (Th2), los cuales secretan la citocina IL-
4.%% Los linfocitos Th1 son responsables de la inmunidad celular, mientras que los

linfocitos Th2 son responsables de la inmunidad humoral o extracelular.

En el proceso por el cual un linfocito cooperador puede diferenciarse en un
Linfocito Th1 o Th2 maduro influyen muchos factores, las citocinas IL-12 e IL-4
que actuan a través de los factores de transcripcion STAT 4 y STAT 6
respectivamente, por sus nombres en inglés (signal transducer and activator of

transcription), que son determinantes en el resultado, (ver figura8). Se han
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propuesto otros factores como la dosis del antigeno, la participacion de las
moléculas co-estimuladoras, modificadores genéticos del huésped y factores no
relacionados con citocinas los cuales tienen papeles cruciales en la determinacién

del tipo de linfocitos Th que se generen.

IL-12 T i\ L T-bet §
/ Y aGN-T
Naive
\ P
L4 T2 £

Figura 1. Modelo de la diferenciacion de los linfocitos T cooperadores

Sin embargo, los factores definidos con mas claridad que determinan la
subpoblacion de linfocitos T son las citocinas presentes al inicio de la respuesta
inmunoldgica. 1I-12 e IFN-y son factores importantes que inducen el desarrollo de
linfocitos Th1, y la produccion de altos niveles de IFN-y por parte de los linfocitos
Th1. Los linfocitos Th1 son efectores importantes involucrados en la erradicacion
de patdgenos intracelulares, pero si son activados de manera inadecuada pueden
ser causa de autoinmunidad 6rgano-especifica. Por otro lado los linfocitos Th2,
los cuales se desarrollan en presencia de IL-4 han sido involucrados en la
respuesta humoral y en la erradicacién de helmintos, pero su respuesta también
puede resultar en un dafo inflamatorio como en las manifestaciones alérgicas y

atopia.
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6.1 Generacion de Linfocitos Th2

IL-4 fue la primera citocina reconocida en promover el desarrollo de la
subpoblacion Th2.%" Posteriormente se observo que sus funciones operan a través
de las acciones del factor de transcripcion STAT 6. Figura 9. Un segundo factor
de transcripcion, considerado factor de transcripcion Th2-especifico, es GATA 3,
identificado originalmente como regulador de la expresion de la gama de citocinas
Th2. La expresion de GATA 3, es inducida rapidamente por IL-4, a través de
STATG6, incrementado de un bajo porcentaje en linfocitos T naive a un alto

porcentaje de linfocitos Th2.
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Figura 2. Vias para inducir la expresion de la IL-4

6.2 Generacion de Linfocitos Th1
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El factor de transcripcion T-bet fue identificado, como un factor especifico inductor
de Th1, el cual puede inducir la produccién de IFN-y. El factor de transcripcion T-
bet, miembro de la familia de los factores de transcripcion T-box, es expresado en
linfocitos Th1 ya desarrollados, véase figura 10. Sin embargo, aun se desconoce
como T-bet induce la expresion de IFN-y, por lo cual aun es un area de amplia
investigacion. La expresion de T-bet parece ser inducida en Linfocitos T naive, por

la sefializacion de IFN-y, mediada por STAT-1.9
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Figura 3. Vias para inducir la expresion de IFN-y

6.3 Desarrollo de las Citocinas Inducidas por Th1

6.3.1 Interleucina-12 (IL-12)

IL-12 es un factor dominante para dirigir el desarrollo de los linfocitos Th1, los
cuales son productores de altos niveles de IFN-y. IL-12 es una citocina de 75kDa,
formada por un heterodimero, dos cadenas glicosiladas unidas covalentemente,

p35 y p40. Esta citocina es producida principalmente por macrofagos activados y
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otras APC’s como células dendriticas, y también como otras células como
neutrofilos una vez que se encuentran con productos microbianos incluyendo el
lipopolisacarido y componentes de virus, bacterias intracelulares y protozoarios.
IL-12 dirige el desarrollo de los linfocitos Th1 desde la estimulacién antigénica en
linfocitos T naive y activa el factor de transcripcion STAT 4.%° Esta citocina, mejora
la proliferacion celular y la actividad citotoxica de células NK vy linfocitos T vy
estimula su produccion de IFN-y. Pero principalmente IL-12 induce el desarrollo de
linfocitos Th1 in vitro e in vivo. Ademas es un co-factor importante estimulador de
crecimiento y sintesis de IFN- y y adhesién celular de linfocitos T ya diferenciados.
Por lo tanto, IL-12 es una citocina critica en la inmunoregulacién. La poderosa

actividad de IL-12 requiere un control preciso, el cual es realizado por las APC’s.%*

6.3.2 Interferén-y (IFN-y)

También conocido como interferon de tipo Il, es un gen de una sola copia,
localizado en el cromosoma 12. Es una proteina que consiste en 166
aminoacidos, el INF-y, inicialmente se creia que era producido por linfocitos Th1,
CD8+ y NK exclusivamente. Sin embargo, ahora existe evidencia que otras
células, tales como linfocitos B, NKT y APC’s secretan IFN-y. Este interferon
producido por las APC’s (macréfagos y células dendriticas) que actuan localmente
pueden ser importantes en la autoactivacion celular y activacion de células
vecinas. En linfocitos Th1 diferenciados, la expresion reiterada de IFN-y, puede

ocurrir experimentalmente a través de 2 vias, mediante la unién del TCR y su
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receptor o mediante la estimulacion de citocinas (IL-12 e IL-18). IL-18 aumenta la
produccién de IFN-y, por los linfocitos Th1 diferenciados a pesar de su
incapacidad de dirigir el desarrollo de linfocitos Th1 por si misma.®® La
combinacién de IL-12 e IL-18 puede inducir la produccién de IFN-y por linfocitos T
diferenciados en ausencia de la senalizacion a través de TCR. Los detalles
transcripcionales de como IL-12 e IL-18 inducen la produccién de IFN-y aun son
desconocidos. El IFN-y, producido por las células NK y posiblemente las APC’s es
importante en la defensa temprana del huésped contra alguna infeccion, mientras
que el producidos por los linfocitos T es la fuente principal en la respuesta
inmunolégica adaptativa. La produccion de IFN-y, es regulada por algunas
citocinas secretadas por las APC’s tales como IL-12 e IL-18. Los reguladores

negativos de su produccion incluyen IL-4, IL-10, TGF-R y los glucocorticoides.®®

6.4 Desarrollo de las Citocinas Inducidas por Th2
6.4.1 Interleucina-13

Es una citocina pleiotropica, que fue originalmente identificada como una proteina
producida por linfocitos murinos Th2 y referida como P600%" . IL-13 es una
proteina de 12-17 kDa, se localiza en el cromosoma 5 muy cercano al gen que
codifica IL-4. Esta citocina tiene una actividad anti-inflamatoria al inhibir la
produccién de citocinas inflamatorias tales como IL-1, TNF, IL-8 e IL-6 por parte de

los monocitos de sangre periférica humana estimulados con lipopolisacarido.®®
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Ademas IL-13 mejora la diferenciaciéon y proliferacion de linfocitos B y monocitos,

incrementa la expresion de CD23 e induce el cambio de clase de IgG4 a IgE.

6.4.21L-4

Esta citocina es expresada como una proteina de 15-19kDa, que existe como
dimero. El gen de IL-4 se localiza en el cromosoma 5. Es producida por Linfocitos
Th2, mastocitos y basdfilos, e induce la diferenciacion de linfocitos ThO a Th2
mientras suprime el desarrollo de linfocitos Th1. Actua también sobre linfocitos B y
T, mejora la expresion de las moléculas del MHC clase Il en linfocitos B y
promueve el cambio de clase en las inmunoglobulinas de IgG1 a IgE. IL-4
estimula la produccién de IL-6 y colageno por los fibroblastos de la dermis humana
y puede asi tener un papel en la patogénesis de enfermedades fibrosas como la

esclerosis sistémica. %°

7. Respuesta Th1/Th2

El balance entre células Th1 y Th2 parece ser importante en muchas
enfermedades autoinmunes™ y este balance juega un papel importante en la
respuesta inmunologica. Asi mismo tiene funcion protectora en la inmunidad del
huésped, ambas clases de linfocitos han sido implicados en respuestas
patoldgicas. Los linfocitos Th1 pueden mediar respuestas autoinmunes organo-

especificas, por otra parte los linfocitos Th2 han sido implicados en la patogénesis
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de asma y alergia. La composicion final de la respuesta de los linfocitos
cooperadores al antigeno, pueden por lo tanto determinar si el resultado de una

respuesta a un proceso infeccioso, inflamatorio o autoinmune es favorable o no.

Evidencia reciente sugiere que la respuesta de citocinas Th1 con un exceso en su
produccién es esencial para el desarrollo de la nefritis en modelos murinos de

lupus y también juega un papel importante en la NL humana.”’

Aunque el LES es generalmente considerado como un prototipo de enfermedad
con citocinas dominantes Th2, informes recientes tanto en humanos como en
animales han estudiado el rol de citocinas Th1, especialmente de INF- gama en la

72,73

patogénesis, sugiriendo que las citocinas Th1 ejercen un papel nefritogénico

mas importante.

b. Antecedentes Particulares

La produccion de citocinas derivadas de las células T, juegan un papel
determinante en el desarrollo de LES. Estudios previos han informado que un
balance inapropiado en la produccion de citocinas entre las respuestas
inmunolégicas de las células Th1 y Th2, con un predominio por las citocinas de
Th2 en sangre periférica de pacientes con LES lo cual esta asociado con la

patogénesis de la enfermedad.”

Sin embargo, otros estudios se han enfocado al analisis de los niveles de

expresion de INF-1 e IL-4 en células T intrarrenales asi como también en células
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sanguineas periféricas de pacientes con LES con NL difusa proliferativa por

inmunohistoquimica demostré el predominio de una repuesta Th1. ™

Por otro lado, otro estudio sefiala que el infiltrado de células T en el rifidn puede
producir citocinas de tipo Th2, tales como IL-4 e |IL-10, determinado a través de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), y refiere
que tal discrepancia puede deberse por la diferente sensibilidad entre los métodos

empleados para la determinacion de citocinas.”

Otro estudio realizado describe la expresion elevada de los niveles de IL-13 en
pacientes con LES,”” interleucina que pertenece a la respuesta Th2, y ademas
esta elevada también en enfermedades como artritis reumatoide, Sindrome de

Sjogren y Esclerosis multiple.

De acuerdo a los antecedentes el perfil de citocinas que sera evaluado para

respuesta inmunitaria Th1 fue INF-y e IL-12, mientras que para Th2 IL-13 e IL-4.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La NL es una de las complicaciones mas graves de LES, y es el principal
determinante del desenlace de la enfermedad a largo plazo. Estudios se han
realizado para determinar el origen fisiopatoldgico que conlleva al dafo renal en

esta enfermedad sefialando resultados controvertidos.

El compromiso renal en LES es variado, por un lado hay pacientes que no
muestran ninguna evidencia de nefritis a lo largo de su enfermedad, mientras que
otros desarrollan un cuadro fulminante con rapida perdida de la funcién renal, la

mayoria de pacientes se encuentran entre estos dos extremos.

e El predominio de alguna respuesta inmunolégica Th1 o Th2 repercute en la
génesis del dano renal, que traduce su relacion con la clase histologica

renal?
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ll. JUSTIFICACION

Siendo LES el prototipo de las enfermedades autoinmunes y por la frecuencia y
gravedad de este padecimiento, es trascendente el estudio de las complicaciones
asociadas a esta enfermedad, uno de los trastornos asociados es la NL, que
contribuye de manera importante como causa de morbilidad y mortalidad de los

pacientes que sufren de LES.

Ademas debido a la severidad de la nefropatia Iupica, la comprension de los
trastornos que conducen al dafio renal podra ayudar a descifrar los mecanismos
de control y regulacion de la respuesta inmunoldgica a este nivel, permitiendo

evitar complicaciones cada vez mas severas asociadas a este padecimiento.

Por otro lado, es de vital importancia recalcar que la nefropatia es la complicacion
mas grave en estos pacientes y que ademas la mayoria de los enfermos con LES

presentaran afectacion renal en algun momento de su evolucion.

El entender el tipo de respuesta inmune generada en esta enfermedad podra
ayudar a generar nuevas herramientas terapéuticas que repercutan en el
prondstico del paciente ademas de que al tratarse de un padecimiento crénico
degenerativo genera grandes costos economicos en su tratamiento sobre el

paciente que lo padece.
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IV. HIPOTESIS

e En la nefropatia lupica: el dafo renal manifestado por actividad, cronicidad
y clase histopatolégica depende del perfil de citocinas (Th1-Th2)

secretado.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo General:

e Determinar el predominio del patron de respuesta inmunolégica Th1 y Th2
en biopsias de pacientes con nefropatia Iupica y la relacion con el dafio

renal de acuerdo con la clasificacion histolégica de ISN/RPS.

B. Objetivos Especificos:

¢ Determinar la expresion de interleucinas (IL) involucradas en el perfil Th1:

(INF-y e IL-12) Y Th2: (IL-4 e IL-13).

o Clasificar histologica de las biopsias renales de los pacientes con nefropatia

lupica de acuerdo a la clasificacién ISN/RPS

¢ Determinar la relacién entre la expresion de citocinas y el dafio histologico

renal de cada biopsia.
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VI. MATERIAL Y METODOS

A. Diseio de Estudio

Se trata de un estudio de tipo retrospectivo, observacional y transversal.

B. Universo de Estudio

Se incluyeron pacientes con diagnéstico de LES, que reunieran criterios clinicos y
de laboratorio de la ARA, tratados en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
de la Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), que contaran con biopsia renal con
diagnostico histopatolégico de nefropatia Iupica del departamento de Anatomia
Patolégica del Instituto de Nutricion de Ciencias Médicas y de la Nutricion
Salvador Zubiran, del 1° de Febrero del 2009 al 31 de diciembre del 2010, sin
distincion de sexo que cumplieran con los criterios de seleccion. Como controles

se emplearon biopsias cero de rifiones sanos de rifiones transplantados.

C. Tamano de Muestra:

Se incluyeron todas las biopsias del afio en que se llevo a cabo el estudio, que en

total incluyeron 91 casos.

Controles

Se emplearon 10 biopsias protocolizadas “cero” de rifiones sanos, obtenidos de

pacientes en el momento del transplante renal.

D. Criterios de Seleccioén

Criterios de inclusion
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e Biopsias renales procedentes de pacientes con diagnéstico
histopatologico de nefropatia lupica sin importar edad, el género ni la

clase histoldgica.

Criterios de No inclusion

e Biopsias de pacientes con LN, con alguna otra condicién como:
diabetes mellitus, embarazadas, neoplasia renal, linfoproliferativa, o de

pacientes con alguna infeccién crénica.

e Biopsias de pacientes con otra nefropatia que no fuera NL.

Criterios de exclusion

¢ Biopsias de pacientes de quién no se contara con el bloque de parafina.

e Expedientes con informacion clinica incompleta o extraviada.

E. Abordaje Protocolario

El abordaje protocolario consistié en 3 etapas:

Etapa 1. Revisidon del registro de Biopsias del Departamento de Anatomia
Patolégica del INCMNSZ, correspondiente al periodo del 1° de enero del 2009 al
31 de diciembre del 2010, se colectaron las biopsias renales procedentes de
pacientes con diagnostico de NL y busqueda de tejido renal ya sea incluido en

parafina o tejido fresco congelado correspondiente a cada paciente.

Etapa 2. Revisidon de los expedientes clinicos correspondientes a cada paciente y

captura de datos de las siguientes variables:
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Aspectos demograficos:

e Género

e Edad

Parametros clinicos:

¢ Quimica sanguinea (Glucosa)

e Pruebas de funcion renal (Creatinina, Urea, BUN)

e Pruebas inmunoldgicas (C3, C4, cuantificacion de anticuerpos anti-DNAdc)

Etapa 3. Re-evaluacion de las biopsias renales y re-clasificacion de la nefropatia
lupica. Asi como deteterminacion de la expresion de citocinas del perfil Th1 y Th2

en tejido renal por inmunohistoquimica y analisis estadistico de los resultados.

F. Clasificacion de Nefropatia lupica

Se revisaron los cortes histologicos de cada caso que correspondid a las
siguientes tinciones: hematoxilina y eosina (HE), acido peridédico de Shciff (PAS),
tincion de plata (plata metamina de Johns) y tincidon tricomica de Masson. Para
determinar la clase histolégica de acuerdo a la clasificaciéon ISN/RPS asi como el
grado de actividad y cronicidad de cada biopsia una nefropatologa experta (UN)

revisd el material.

41



G. Arreglo de Tejidos:

Se realizé un arreglo de tejidos que contenia todas las muestras reclutadas con
una replicacion para someter a todos los casos durante el proceso de

inmunohistoquimica bajo las mismas condiciones.

H. Determinacion de la Expresion de Citocinas Th1 y Th2

La expresidn de citocinas se determind la expresién de citocinas mediante la
técnica inmunohistoquimica indirecta, para el perfil de Th1 se consideraron las
citocinas | INF-y e IL-12 y para el perfil Th2 se consideraron las citocinas IL-4 e IL-

13

Con la finalidad de someter a todos los casos durante el proceso de
inmunohistoquimica bajo las mismas condiciones se realizé un arreglo de tejidos

que contenia todas las muestras reclutadas con una replicacion.

I. Protocolo de Inmunohistoquimica Indirecta:

Se realizaron los cortes histologicos a 4um y fueron sometidos al siguiente

procedimiento:

Desparafinacion: las laminillas se desparafinaron en el horno a 60°C durante 25-

30minutos, posteriormente se hidrataron en el tren del alcoholes (absoluto-30°)

hasta agua destilada.

Recuperacion antigénica: se realiz6 en una olla de presion, se colocaron las

laminillas en cajas Petri con Trilogy (Cellmark 1X), se dejan bajo calor y presion
durante 15min.

42



Posteriormente se incubaron con peréxido de hidrégeno 0.3% en metanol durante
10min, seguido de incubar con albumina al 5% durante 60min. Posteriormente se
agrego el anticuerpo primario diluido en agua destilada y se dejé incubar toda la

noche a 4°C.

Los anticuerpos primarios empleados fueron los siguientes:

IFN-y: Anticuerpo monoclonal anti- interferén y de raton, clona 25723,

(Sigma-Aldrich), no. De catalogo 19284, con una dilucion de 1:100.

e |L-12: Anticuerpo monoclonal Anti-IL-12 de raton, clona 24910,(R&D), no.

De catalogo MAB219, con una dilucion de 1:100

e |L-4: Anticuerpo monoclonal anti- IL-4 de ratén, clona 3007, (R&D) no. De

catalogo MAB304, con una dilucion de 1:50

e |L-13: Anticuerpo monoclonal anti- IL-13, (Abnova) No. De catalogo

HO00003596-M06, con una dilucion 1:50

Controles empleados para los anticuerpos empleados:

IFN-y: Control positivo Bazo (Figura 8), control negativo (Figura 9):

hiperplasia de ganglio

e |L-12: Control positivo Bazo, control negativo: Hiperplasia de ganglio

e |L-4: Control positivo apéndice , control negativo: piel

¢ |L-13: Control positivo testiculo, control negativo: piel
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Revelado: El sistema de revelado empleado fue diaminobenzidina, que produce un
precipitado color café, el kit que se utilizé fue Mouse/Rabbit immunodetector de la

marca BIO-SB (catalogo: BSB 0005) basado en biotina-estreptavidina.

Después del anticuerpo primario se agrega el reactivo biotin-link, correspondiente
al anticuerpo secundario acoplado a biotina durante 10min, posteriormente se
agrega el reactivo HRP label, correspondiente a estreptavidina y peroxidasa por
10 min, en seguida observando al microscopio se agrega el cromogeno
correspondiente a la diaminobenzidina para revelar el color y se detiene la

reaccion con agua destilada.

Finalmente se contrasté con hematoxilina de Harris durante 1minuto, y se vira el
color con agua amoniacal 30 segundos y se procede a deshidratar en el tren de
alcoholes (etanol 30°-absoluto) y xilol, para terminar se monta con resina y se

cubre con un cubreobjetos.

J. Analisis de los Resultados

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS
Version 10, los resultados son expresados como media = DE. A los resultados
obtenidos se les realiz6 una prueba de estadistica descriptiva, un analisis

univariado, para el caso de las variables dicotémicas: frecuencias (porcentajes).

La significancia estadistica fue determinada mediante la prueba de Kruskal Wallis

para comparacion entre varios grupos para los datos no parametricos.
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También se aplicod un analisis bivariado que contempl6é una comparacion entre las
variables independiente y dependiente mediante la prueba de (Xi?), para comparar
la expresion de las citocinas y su relacién con la clase histologica de NL de

acuerdo a la ISN/RPS, los valores de P <0.05 fueron considerados significativos.
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VII. RESULTADOS

En este estudio se consideraron 91 biopsias de pacientes con diagnodstico de NL
registrados en departamento de Anatomia Patologica del INCMNSZ, durante el
periodo del 1° de enero al 31 de diciembre del 2010, de los cuales 60 casos fueron
excluidos por falta de bloque o laminilla y sdlo se incluyeron 31 pacientes que

reunian los criterios de inclusion.

A. Caracteristicas epidemiolégicas de la poblacién de estudio

La distribucion de género fue de 26 mujeres (83.9%) y 5 hombres(16.1%), con
relacion mujer:hombre de 5.2:1. La edad media fue de 29.8 afios con un intervalo
de 26.1 a 33.5 afos. Se realizé un analisis estadistico para identificar una posible
diferencia significativa con respecto a la distribuciéon de género y edad entre las
diferentes clases histolégicas encontrando una distribucion homogénea de los
casos en todas las clases. En el cuadro 7 se muestra la distribucion de género y

edad promedio segun el diagnostico histoldgico.

Cuadro 7. Relacion entre la edad y género de acuerdo a la clase histolégica

Variable/Mediana

(rango intercuartil Clase ll Clase lll Clase IV Clase V Clase VI Val*or
25, 75)
23.5 (23- 25.5 (22.5- 27.5(24- 24.0(20.0- 27.0(22.0-
Edad 24) 29.25) 55) 56.0) 32.0) 0.63
2F 17F
Género 2F 3F 2F
2M 3M

*La comparacién de las medianas se llevo a cabo mediante la prueba de Kruskal

Wallis
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B. Diagnédstico histopatolégico de la poblacion de estudio

Las biopsias con NL tuvieron la siguiente distribucion de acuerdo con la
clasificacion de ISN/RPS'" (figura 4), 2 casos (6.45%) con NL proliferativa
mesangial (clase 1), 4 casos (12.9%) con NL proliferativa focal (clase lll), 20 casos
(64.52%) con NL proliferativa difusa (clase 1V), 3 casos (9.68%) con NL

membranosa (clase V) y 2 casos (6.45%) NL con esclerosis global (clase VI).

De acuerdo a la subclasificacion de las caracteristicas histopatologicas de la NL
clase |V la frecuencia fue de: 9 casos (45%) con NL clase IV-S(A), (NL proliferativa
difusa segmentaria con lesiones activas), 1 caso con NL clase IV-S(C), (NL
proliferativa segmentaria con lesiones cronicas), 5 casos (25%) con NL clase V-
G(A), (NL proliferativa global con lesiones activas) y 5 casos (25%) con NL Clase
IV-G(C), (NL proliferativa global con lesiones cronicas). El 54% de los pacientes
con nefropatia lupica clase lll y IV presentaron ademas una asociacion con la

clase V, es decir que al evaluar la biopsia se presentaban estas dos clases juntas.

Frecuencia por clase histoldgica

Il 21l mIV aV aVl
10% 6% 0% 6% 13%

Figura 4. Frecuencia de casos segun la clase histolégica de las biopsias con

NL
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C. Parametros inmunoldégicos segun la clase histolégica

Coémo marcadores de actividad de la enfermedad, se determinaron las fracciones
C3 y C4 del complemento asi como los anticuerpos anti-DNA de doble cadena en
todos los casos. El cuadro 8 muestra la comparacion entre las clases histologicas
de la mediana de cada marcador y el intervalo intercuartil (25-75) segun la clase

histoldgica.

Cuadro 8. Asociacion entre los marcadores de la actividad y la clase histologica

Variable/Mediana

(rango Valor
Clasel ll Clase lll Clase IV Clase V Clase VI
intercuartil 25, p*
75)
c3 67.0 52.85 40.15 40.30 73.950 0.116

(48.1-85.9) (41.2-67.72) (32.72- (36.70-72.30) (68.1-79.8)

52.8-170.9mg/d|
( 2l 58.57)

ca 6.660 11.30 6.52 3.40 23.40 0.107

(3.72-9.60) (10.15-12.37)  (3.35-  (2.76-10.20)  (22.8-24)
(12.1-31.5mg/dl)

13.85)
32.70 94.6 69.30 47.60 11.05 0.378
Ac anti-DNAdc
(9.7-55.7) (24.75- (38.22- (21.4-1399.3) (5.90-16.2)
(Negativo)
1000.7) 206.6)

*La comparacién de las medianas se llevo a cabo mediante la prueba de Kruskal

Wallis
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D. Parametros bioquimicos segun el diagndstico histopatologico.

Como marcadores de la funcion renal se determinaron los siguientes parametros

bioquimicos en sangre: creatinina, urea, nitrdgeno ureico en sangre (BUN) y

albumina. En el Cuadro 9 se muestran los parametros bioquimicos analizados

segun la clase histologica. Con respecto a los niveles de creatinina sérica en la

clase histoldgica IV y VI se observé un aumento estadisticamente significativo en

comparacion con el resto de las clases histoldgicas (ll, Il y V). De igual forma

existe una diferencia estadistica significativa entre las distintas clases histologicas

para la urea (p=0.002) y el BUN (p=0.002), mostrando los valores mas elevados

en la clase IV y VI

entre las clases histoldgicas.

Cuadro 9. Parametros bioquimicos relacionados con la funcién renal segun la

Variable/Mediana
(rango
intercuartil 25,
75)

Creatinina

(0.6-1.0mg/dl)

Urea

(7-20mg/dl)

BUN

Clase ll

0.66
(0.48-0.85)
29.51

(20.53-
38.5)

13.75

clase histolégica de la NL

Clase lll

0.61
(0.43-0.78)
26.3

(17.42-37.42)

12.30

Clase IV Clase V
1.29 0.630
(0.85-2.45) (0.46-0.86)
64.6 18.4
(37.47- (17.1-32.1)

87.75)
30.20 8.40

Clase VI

2.99
(2.76-3.22)
184.0

(177.6-
190.5)

86.0

En el caso de la albumina no existié diferencia significativa
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(7-18mg/dl) (9.5-18) (8.15-17.5)  (17.5-41.0) (8.0-15.0)  (83.0-89.0)
Albamina 3.25 3.0 2.40 2.80 3.05 0.490

(>3.5g/dl) (2.8-3.7) (1.47-317)  (1.90-2.80)  (1.60-2.90) (2.3-3.8)

*La comparacion de las medianas se llevé a cabo mediante la prueba de Kruskal

Wallis

Con los resultados aqui analizados, queda demostrada la utilidad de la
clasificacion morfologica, ya que determina las clases de NL con comportamiento

clinico y de laboratorio diferente.

E. Expresion de citocinas en biopsias renales

Como prototipos del perfil de citocinas Th1, se determind la expresion de IFN-y e
IL-12 en biopsias renales incluidas en parafina por inmunohistoquimica. Como

prototipos del perfil de citocinas Th2, se determinaron las citocinas IL-4 e IL-13.

Para cada una de las citocinas se utilizd un control negativo para validacion de la
técnica, para INF-y (Figura 5d) e IL-12 (Figura 12d) se empled un corte histolégico
de hiperplasia de ganglio, y para el caso de IL-4 (Figura 13b) e IL-13 (Figura 14b)
se utilizé un corte histologico de piel sana. También se utilizé como control positivo
para el caso de INF-y (Figura 5c) e IL-12 (Figura 12c) se emplearon cortes
histolégicos de bazo, y para el caso de IL-4 fue un corte histolégico de apéndice
(Figura 13a) y para la IL-13 (Figura 14a) fue un corte histologico de testiculo. Se
analizé la ausencia de la expresion de cada citocina (control negativo) y la
expresion de cada proteina (control postivo) para cada una de las muestras

biolégicas analizadas. Segun las imagenes analizadas correlacionaron con lo
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esperado para cada biopsia permitiendo validar la técnica empleada par la

deteccion de la expresion de cada una de las citocinas en las biopsias renales.

1. Perfil de Citocinas Th1 en biopsias renales

1.1 Expresion de IFN-y

En la figura 5a se puede observar la biopsia de un caso que corresponde a un
corte histologico de una biopsia renal de NL clase IV positiva a la expresion de
IFN-y, en la figura 5b se observa el corte histologico de una biopsia renal de NL
clase IV negativa correspondiente a otro paciente. En la figura 5¢c se muestra un
corte histologico de bazo utilizado como control positivo y en la figura 5d se
presenta un corte histoléogico de hiperplasia de ganglio utilizado como control

negativo, los cuales permitieron validar la técnica de inmunohistoquimica.
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Figura 5. Expresion de IFN-y en biopsias de casos y controles. a) Biopsia renal de un
caso NL clase |V postivo; b) Biopsia renal de caso de NL clase |V negativo a IFN-
y; c) Biopsia de bazo (control postivo) y d) Biopsia de ganglio con hiperplasia de

ganglio (control negativo);

De acuerdo a los resultados de inmunohistoquimica 17/31 (54.8%) de las biopsias

procesadas expresaron IFN-y en los glomérulos (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de casos que expresan INF-y en biopsias renales

En la figura 7 se muestra la distribucion de la frecuencia de casos positivos y
negativos para INF-y en biopsias renales de acuerdo a cada clase histologica,
encontrando que la frecuencia de casos positivos en la clase Il fue de 2 casos
(100%), en la clase Ill 1 caso (25%); en la clase IV, de 9 casos (45%); en la clase
V, de 2 casos (66.66%) y en la clase VI ningun caso positivo. La mayor frecuencia
de la expresion de IFN-y se observé en las clases Il y V, aunque son pocos los
casos encontrados en estas clases histologicas, mientras que la mayoria de los
casos corresponden a la clase IV (50% de los casos) dénde se observo
claramente la positividad de los podocitos, participando activamente en la

produccién de esta citocina (Figura 5a).
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Figura 7. Porcentaje de expresiéon de INF-y por clase histologica

Para conocer la relacidn que existe entre la expresion de INF-y con el dafio renal
evaluado por la clase histolégica observada, se realizé un analisis estadistico de
asociacion dénde se observo que la positividad de la expresion de INF-y se
correlacioné negativamente con la clase histolégica (p=0.036); es decir, entre
menor es la clase histolégica mayor es el numero de casos con expresion de INF-

y (Figura 8).
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Figura 8. Asociacion de la expresion de IFN-y y con el dafio renal (clase
histologica). P) casos positivos y N) casos negativos. La linea azul representa la
asociacion entre las dos variables (p=0.035). Obsérvese que entre mayor es la

clase histolégica menor es el numero de casos positivos.

Al evaluar la positividad en la expresion de INF-y con el indice de actividad (Figura
9), se observo que entre mayor es el indice de actividad, mayor es el numero de
casos postivos para INF-y, encontrando una asociacion positiva, sin embargo este

efecto no fue estadisticamente significativo (p=0.391).
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Figura 9. Asociacion entre la expresion de IFN-y y el indice de actividad de la
nefropatia lupica. P) casos postivos y N) casos negativos. La linea azul representa
la asociacion entre las dos variables (X? p=0.391). Obsérvese que entre mayor es

el indice de actividad mayor es el numero de casos positivos.

Considerando el indice de cronicidad se realizé también un analisis estadistico de
asociacion entre esta variable y la positividad de la expresion de IFN-y, (Figura
10). Los resultados mostraron una asociacioén positiva entre el numero de casos
que expresan INF-y y el indice de cronicidad aunque esta asociacion se encuentra

en los limites de la significancia estadistica (p=0.058).
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Figura 10. Asociacion entre la positividad de la expresion IFN-y y el indice de
cronicidad. P) Casos positivos N) Casos negativos. La linea azul representa la
asociacion entre las dos variables (X? p=0.058). Obsérvese que entre mayor es el

indice de cronicidad mayor es el numero de casos positivos.

Posteriormente se hizo un analisis semi-cuantitativo de la expresion del IFN-y,
utilizando el programa informatico Image-Pro Plus 5.1 dénde se midi6 la media de
la expresion de IFN-y por area glomerular y por la densidad de la tincion para
comprobar si existia alguna diferencia significativa entre las clases histolégicas, no

encontrando diferencias significativas (p=0.4253).

Al analizar la media del area de IFN-y en el mismo programa de analisis (Image-
Pro Plus 5.1) so6lo se analizaron clases Ill y IV ya que la mayoria de los casos
corresponden a estas dos clases histologicas. El analisis estadistico no mostré
ninguna diferencia estadistica entre ambos diagndsticos histopatolégicos (p=0.42;
Figura 11).

57



0.0045
0.004 -
0.0035 -
0.003
0.0025 -
0.002
0.0015 -
0.001
0.0005 -

0 -

Expresidnrelativa de IFN-y

ClaseIII ClaselV
Diagnostico histopatolégico (ISN/RI'S)

Figura 11. Media del area glomerular positiva para INF-y segun la clase
histologica. Los datos de media +DE de la media del area glomerular positiva para INF-

-y de todos los casos postivos (p=0.42)

1.2 Expresion de IL-12

De acuerdo a los resultados de inmunohistoquimica unicamente el 9.67%(3/31) de
las biopsias analizadas expresaron IL-12 en los glomérulos (Figura 12a). La
Figura 12d que corresponde a un corte histolégico de una hiperplasia de ganglio y
la Figura 12c que corresponde a un corte histolégico de un bazo, se muestran los
controles postivo y negativo respectivamente empleados para la validacion del

ensayo.
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Figura 12. Expresion de IL-12 en biopsias de casos y controles. a) Biopsia renal de un

caso NL clase lll positivo; b) Biopsia renal de un caso de NL clase IV negativo; c) Biopsia
de bazo (control positivo); d) Biopsia de ganglio con hiperplasia de ganglio (control

negativo).

En el cuadro 10 se muestra la distribucion del frecuencia de casos positivos y
negativos para IL-12 de acuerdo a cada clase histologica, dénde se puede
observar que los casos postivos se encuentran en las biopsias con clase

histolégica I, 1l y IV. En las clases V y VI no hubo casos positivos. Dada la
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ausencia casos en algunas clases histoldgicas y al bajo numero de casos en otras

no se pudo llevar a cabo ningun analisis estadistico.

Cuadro 10. Frecuencia de expresion de IL-12 segun la clase histologica de las

biopsias renales

Clase Casos Casos Casos
totales positivos negativos
! 2 1(50 %) 1(50%)
1] 4 1 (25%) 3 (75%)
v 20 1(5%) 19 (95%)
\" 3 3(100%)
VI 2 2 (100%)
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2. Citocinas Th2: IL-4 e IL-13

2.1 Expresioén de IL-4

De acuerdo a los resultados de inmunohistoquimica para esta citocina, no se

encontraron casos positivos, es decir que ningun caso expreso IL-4

correspondiente al perfil de citocinas Th2 (Figura 13).

Figura 13. Expresion de IL-4 en biopsias de casos y controles. a) Corte histolégico de
apéndice, control postivo; b) corte histologico de piel, control negativo; c) NL Clase lll. La
figura 14c muestra la imagen representativa de los casos con nefropatia lupica
donde se puede observar la falta de expresién de IL-4 determinado por
inmunohistoquimica.
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2.2 Expresiéon de IL-13

Todas las biopsias de los casos de nefropatia Iupica fuereon analizados para
determinar la expresion de IL-13 por inmunohistoquimica. Sin embargo en

ninguna clase histologica de NL se observaron casos positivos para la expresion

de esta citocina la cual corresponde al perfil de citocinas Th2 (Figura14)

Figura 14. Expresion de IL-13 en biopsias de casos y controles. a) Corte histolégico de
testiculo, control postivo; b) corte histolégico de piel, control negativo; c) NL Clase IV. La
figura 14c muestra la imagen representativa de los casos con nefropatia Iupica
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donde se puede observar la falta de expresion de IL-13 determinado por
inmunohistoquimica.

3. Inmunohistoquimica de Controles Sanos

Para poder correlacionar la expresion de cada una de las citocinas estudiadas con
el dafo renal, se analizaron 10 biopsias procedentes de pacientes transplantados
(sin nefropatia lupica) denominadas biopsias “cero”. La expresion de IFN-y, IL-12,

IL-4 e IL-13 fueron negativas en todos los casos. (Figura15)

Figura 15. Expresion de citocinas en biopsias “cero” procedentes de pacientes
transplantados (sin nefropatia lupica). a) Expresion de IFN-y; b) Expresion de IL-

12; c) Expresion de IL-13; y d) Expresion de IL-4. En las imagenes se puede
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observar la falta de expresion de cada una de las citocinas en las biopsias renales

analizadas por inmunohistoquimica.
VIil. DISCUSION

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune multisistémica
caracterizada por manifestaciones clinicas variadas. Las citocinas producidas por
células inflamatorias como linfocitos T tienen un papel determinante en el
desarrollo y evolucion de la enfermedad. Estudios previos sefalan que existe un
desbalance en la produccion de citocinas entre linfocitos Th1 y Th2 con un
predominio de las citocinas Th2) en sangre periférica de pacientes con LES y esta
respuesta se asocia con la patogénesis de la enfermedad.”® Por otro lado,
Akahoshi et al. Demostré que existe un predominio de la respuesta Th1 en
muestras de sangre periférica de pacientes con NL clase IV de la Organizacion
Mundial de la Salud.”® Matsutani et al. Analizé los niveles de expresion de IFN-y e
IL-4 en linfocitos T intrarrenales asi como también en muestras de sangre
periférica con NL proliferativa por inmunohistoquimica demostrando el predominio
de la respuesta de linfocitos Th1. ™ Sin embargo Murata et al., sefialan que el
infiltarado de linfocitos T en rifdn produce citocinas de tipo Th2 tales como IL-4 e
IL-10 mediante la técnica de RT-PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa-
Transcripcion reversa) y sefalan que tal diferencia en los resultados puede
deberse a la diferencia de sensibilidad entre los métodos empleados en la

deteccion de la expresién de las citocinas.”
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Dada la frecuencia de la nefropatia en los pacientes con lupus eritematoso
sistémico y su impacto en la morbi-mortalidad de estos pacientes muchos estudios
se han centrado en esta patologia. Sin embargo hasta el momento no se ha
reportado la expresion de citocinas en tejido renal de pacientes con LES y su

correlacion con el dafo renal a nivel histologico.

El objetivo del presente estudio fue determinara el perfil de citocinas (Th1/Th2)
que predomina en el tejido renal procedentes de pacientes con diagndstico de
nefropatia lupica y por otra parte se realiz6 un estudio de asociacién entre la
expresion de cada citocina con el dafno renal y con el indice de actividad y de
cronicidad de la enfermedad. El dafio renal fue evaluado por la clasificacion de la
Sociedad Internacional de Nefrologia y la Sociedad de Patologia Renal (ISN/RPS)
la cual considera el dafio renal y la fase en la que se encuentre la lesién (activa o

crénica)."’

Las caracteristicas epidemiolégicas de los casos incluidos en este estudio
muestran que la nefropatia lupica presentd mayor frecuencia en el género
femenino (cuadro 7) afectando principalmente la poblaciéon en edad adulta joven
(media de edad 29.7 afos), siguiendo el mismo comportamiento que otras

poblaciones raciales.*

Dentro de este estudio se evaluaron diferentes marcadores bioquimicos
relacionados con el dafio renal y marcadores inmunoldgicos relacionados con la

actividad de la enfermedad (LES).
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Los niveles de creatinina, urea, nitrégeno uréico y albumina en sangre fueron
considerados como marcadores bioquimicos de dafio renal. Los resultados
mostraron que la albumina no se correlaciond con el dafio renal segun la clase
histolégica. Sin embargo la creatinina se elevdo de manera significativa en los
casos de NL clase IV (1.29+0.85mg/dl; p=0.003), lo que correlaciona bien con las
manifestaciones clinicas, ya que es la clase histolégica que tiene manifestaciones
mas floridas y con mayor repercusion en la funcién renal,'® mientras que para el
caso de la clase VI, donde también los niveles de creatinina aumentaron
significativamente  (2.99+3.22mg/dl; p=0.003), la respuesta se debe
primordialmente al dafo crénico e irreversible de la morfologia renal que estos
pacientes manifiestan con el deterioro de la funcién renal. Este mismo efecto se
observo en los niveles de urea y de nitrégeno uréico en sangre (BUN), en las

mismas clases histologicas.'?

El perfil de citocinas Th1 se determinada por la expresién de IFN-y e IL-12 y el
perfil de Th2 por la IL-4 y la IL-13. Todas las citocinas fueron evaluadas por la
técnica de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos monoclonales especificos

para tejidos incluidos en parafina.

De todas estas citocinas evaluadas solo se detectaron INF-y y la IL-12 en biopsias
renales de pacientes con nefropatia Iupica. Sin embargo ninguna citocina del
perfil Th2 (IL-4 e IL-13) fueron detectadas por inmunohistoquimica. Consideramos
que estos resultados no son por una mala técnica ya que los controles negativos y

positivos incluidos en el ensayo fueron correctos (Figuras 5, 12, 13 y 14)
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La expresion de INF-y y su correlacion positiva con la clase histolégica 1V, sugiere
la participacion de la respuesta Th1 en la génesis del daio renal clase IV, asi

como su manifestacion clinica y su repercusioén en la funcion renal.

Cabe resaltar que la expresion de las citocinas INF- y e IL-12 sélo fue detectadas
en los casos con NL, no asi en los controles de rifiones sanos que se emplearon,
lo que resalta la participacion activa de estas citocinas en la morfologia de estas

lesiones.

En general, LES es una enfermedad autoinmune mediada por el depdsito de
complejos inmunes, respuesta ligada a un exceso en la produccion de linfocitos
Th2. Sin embargo los resultados reflejados a nivel histologico muestran la
participacion de INF-y, citocina representativa de la respuesta Th1, podria
participar en la respuesta inflamatoria teniendo un impacto deletéreo en la
patogénesis de la NL, de manera predominante en la NL proliferativa difusa. En un
modelo murino de NL, esta citocina muestra un papel critico causando un dafo
renal al promover la generacion de anticuerpos fijadores de complemento.?’ De
igual forma esta citocina promueve la expresion de moléculas del MHC clase Il por
células renales, como los podocitos viscerales. Este proceso podria permitir a las
células renales actuar como APC’s, y de este modo amplificar la respuesta
inmunoldgica local. Ya que el INF-y, es la citocina prototipo de la respuesta Th1, o
una molécula clave para influir en la generacion de este tipo de respuesta inmune,
la sobreproduccion de esta citocina podria inducir el cambio del balance hacia una
respuesta predominante Th1 con el desarrollo subsecuente de los cambios

histopatologicos correspondientes a la NL proliferativa difusa.
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Aunque en otros ensayos®’ se ha destacado que la expresion de la IL-12 se asocia
cercanamente con la enfermedad renal en pacientes con LES en paralelo a la
polarizacion de la respuesta Th1 y al incremento de INF-y, pudiendo asi ser un
mediador en la patogénesis de la falla renal en LES, el rol de IL-12 es aun incierto,
en el presente estudio la expresién de esta citocina no mostré ninguna relacion
con la morfologia de la NL, a pesar de que se encuentra expresado, en
comparacion con los controles sanos, esto sugiere que juega algun papel en la

fisiopatogenia de la NL.

En contraste a esta respuesta las citocinas IL-4 e IL-13, correspondientes a la
respuesta Th2, han sido asociadas a la glomerulonefritis de cambios minimos
dénde se observan cambios estructurales de los podocitos viscerales asociado
clinicamente a proteinuria.®? El presente estudio esperaba encontrar una relacién
entre la expresion de estas de estas citocinas con la clase histolégica Il y V sin
encontrar alguna relaciédn como se esperaba, ya que cabe destacar que el numero

de casos analizados en este estudio es pequefio.

Las perspectivas del presente trabajo son ampliar el numero de muestras de cada
clase para hacer mas apropiada la comparacion entre los distintos grupos, para

lograr un mayor soporte estadistico.
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IX. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados analizados se identifico el papel ponderante del INF-y
en los casos de NL de este trabajo favoreciendo la respuesta Th1, lo que sugiere
que esta citocina podria tener un papel importante en la génesis de la NL clase IV

correspondiente a una glomerulonefritis proliferativa difusa.

No se encontré una relacion entre las citocinas IL-4 e IL-13, correspondientes al

perfil de citocinas Th2 y la clasificacion histolégica de la NL.
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ANEXOS

FORMATO UNICO DE REGISTRO

Nefropatia Lupica: patrén de la respuesta inmunolégica (Th1-Th2) y el dafio renal, manifestado por actividad,

cronicidad y estadio histopatoldgico.

No. De Registro:

Nombre del paciente:

No. Qx: Fecha Bx: Existencia de bx: Fecha Nac: Edad: Género:
__Si __No
Fecha dx Evolucion Tratamiento:
LEG: padecimiento — .
(meses): Farmaco Dosis:
PND AZA MMF PND AZA MMF
Otros Especificar Otros Especificar

Datos Histopatolégicos

Lesiéon Mediada por Complejos inmunes: Si No
Clasificacion ISN/RPS: 1A: IC:
1A IC S: a
¢ "2 Lunas celulares: ¢ 2 Lunas fibrosas: c
e Cariorrexis /necrosis: ¢ Esclerosis Global: G: a
¢ Nefritis Intersticial: ¢ % Fibrosis Inters: c
e Proliferacién Intracap: ¢ % Atrofia tubular: SL:_
¢ Leucostasis: TG:
e Asas de alambre: Total:

Total:
Lesiones No mediadas por Complejos inmunes:
Vasculitis: Microangiopatia Podocitopatia: Arterias: GN Necrosante
Si trombética: Si Si: No Segmentaria:
No No

Si No
Examenes de laboratorio
BRP 3 meses 6 meses

Fecha:

Creatinina (mg/dl):

Glucosa (mg/dl):

UREA (mg/dl):

BUN (mg/dl):

Albumina (g/dl):

Ac Anti DNA dc (U/ml):

C3 (mg/dl):

C4 (mg/dl):

Prot. Totales en orina 24h

| (g/dl)

Vol. Orina 24 h(ml)

Creat orina 24h (g/vol)
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REGISTRO DEL PROTOCOLO EN EL COMITE DE INVESTIGACION INSTITUCIONAL

®
Ve

0 0 INSTITUTE MAGIENAL BE CIENGIAS MEDIGAS Y MUTRICIOHN
INNSZ SALVARGR ZUBIRARN

Mexico, D.F., A 04 DE MaYo DE 2071,
Dra. NorMa OFELIA URIBE URIBE
INVESTIGADOR PRINCIPAL
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
PRESENTE

Par este medio, me permite informarle que la Comisidn de Etica en Investigacion, del Instituto
Macional de Ciencias Madicas y Nufricion Salvador Zubiran, ha revisado y aprobado el Protocolo de
Investgacitn, titulade:

“NEFROPATIA LOPICA: PERFIL DE CITOCINAS (TH1 ¥ TH2) ¥ 3U ASOCIACION CON EL DANO REMAL A
HIVEL HISTOLOGICO"
REF. 329

Azl mismo se solicita que al terminar el estudio se debera de enviar los resultados con resumen
de todos los datos sobresalientes y conclusiones, un informe anual (si la duracidn del estudio es mayar
de un afio), donde comunique los avances y resultados parciales de su Investigacian,

Sin mas por el momento quedo de usted

DR, PATRICIO DoHERTY
C
CoMSION DE ETICA EN INVESTIGACION
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