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RESUMEN
TITULO: Papel de la P-selectina, enia nefropatia proliferativa difusa lapica.

OBJETIVO: Determinar si la P-selectina es un indicador de la proliferacion
endocapilar glomerular, en la nefropatia lQpica tipo IV (OMS3).

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 30 pacientes con diagnéstico de
nefropatia iGpica tipo IV (OMS), quienes ingresaron al servicio de nefrologia del
Hospital de Especialidades Centro Médico fa Raza, excluyéndose aquéllos con
frombocitopenia, didlsis, anticoagulacion y plasmaféresis. Se les determing
biometria hematica, pruebas de funcién hepatica, coagulacidn y perfil renal e
inmunoldgico, ademas de niveles plasméticos de P- selectina. Se establecio
correlacion clinica y por laboratorio, de la actividad del LES. Como métodos
estadisticos se emplearon T de student y coeficiente de correlacion de Pearson,

RESULTADOS: De los 30 pacientes, con edad promedio 30.07 = 8.15, 97% eran
mujeres; fodos bajo tratamiento inmunoéupresor y ninguno con alteraciones en la
funcion hepatica. La concentracion plasméatica de P-Selectina, en pacientes con
GMN [apica tipo IV y en relacion con los controles sanos, fuve un incremento
fuertemente significativo con una media de 332 £ 104, mientras gue en los

controles sanos fue de 188 £ 65, con una P < 0.001.

CONCLUSIONES: Consideramos que ia P- selectina, en la glomerulonefritis
lapica clase IV, puede ser considerada como marcador de actividad plaquetaria en
ios estados de hipercoagulabilidad, mas no como indicador de actividad lGpica.

PALABRAS CLAVE: P-selectina; nefritis ldpica tipo 1V, reactividad plaquetaria,
lupus eritematoso sistémico.



ABSTRACT
TITLE: The role of the P-selectin, in the lupic profiferative difuse nephropathy .

OBJECTIVE: To determine if the P-selectin 1s an indicator of the endocapiiar
glomerular proliferation , in the type IV lupic nephropathy (OMS).

MATERIAL AND METHODS: 30 patients with class IV lupic glomerutonephritis
({OMS) admitted to the Nephrology Department of the National Medical Center La
Raza, were studied. Patients with trombocytopenia, with either dialysis,
anticoagulation or plasmapheresis treatment, were excluded. We obtained blood
samples to determine blood cell count, hepatic function test, clotting, renal and
immunologic profile, besides plasmatic levels of P—selectin. Clinical and iaboratory
test correlation was established with the activity of SLE. As statistical methods, T
student and Pearson correlation coefficient, were performed.

RESULTS: A total of 30 patients were enrolled, the age average was 30.07 *+ 8,15,
97% were women; all of them were under immunosupressor treatment and none
had hepatic function impairment. The P-selectin plasmatic level, in these patients
with class 1V lupic GMN, compared with the healthy controls, had a significantly
higher mean increment of 332 + 104, while in the healthy controls was 188 & 65,
with a P <0.001.

CONCLUSIONS: We consider that P-selectin, in class IV lupic glomerulonephritis,
can be considered as a marker of platelet activity in hypercoagulabiiity states, but
not as indicator of lupic activity.

KEY WORDS : P-selectina; type IV iupic nephritis, platelet reactivity; systemic
lupus erithematous.



INTRODUCCION

La P -Selectina es una proteina transmembranal gue se expresa en la superficie
de plaquetas y células endoteliales activadas, siendo una protefna de adhesion
para neufréfilos, monocitos vy células T (1). Aunque en estado soluble esta
presente en sujetos normales (2-4), se la encuentra elevada en pacientes con
glomerulonefrits prohferativa (1,5) y en pacientes con problemas trombéticos (6),
preeclampsia, eclampsia (7)), asi como en pacientes con diabetes meliltus insulino
dependiente autolnmune (8). Ademas, se la ha tomado como marcador de
actividad plaguetaria. Por ofra parte, esta demostrado que la P -Selectina juega
un papel antiinflamatorio debido a que inhibe la adhesion de neutrdfilos activados

a las células endoteliales (9), como asimismo al estallido respiratoric {10).

En modelos experimentales, como en la nefritis anti-membrana basal glomerular
en ratones, se ha podido demostrar que la P-selectina se expresa en el endotelio
glomerular tempranamente; esto es, durante la primera media hora de haber
inducido la enfermedad y antes del infiujo de ios polimorfonucleares, asi como la

proteinuria (11,12,13,14).

Por otro lado se observd que, en diferentes pacientes con enfermedad del tejido
conecfivo, la concentracion de P-selectina plasmatica se encontraba
particularmente mas elevada en aquellos casos de nefropatia lipica (15). Y en

modelos experimentales con deficiencia de P-selecting, se ha podido encontrar



que las lesiones glomerulares se exacerban, mientras que la presencia de esta

proteina confiere un efacto protector, e incluso anti-inflamatorio (16).

Estudios inmunohistoquimicos sobre la expresién in situ de la P-selectina (5), han
encontrado la expresion elevada en el intersticio de nefropatia lipica y de Ia
glomerulonefritis  aguda, io que correlacionaba con su elevacién plasmatica
(5,17). Por lo anterior, consideramos que estudios sobre P-selectina en
glomerulonefritis aguda, como las rapidamente progresivas, del tipo lupus
eritematoso sistémico (IV-OMS), puedan ser de utllidad como indicadores de la
actividad piaquetaria y de ia perturbacion endotelial vascular, en comparacién con

otras nefropatias no proliferativas.



OBJETIVO GENERAL

Determinar si la P-Selectina es un indicador de reactividad plaquetaria, en la

nefropat{ia lipica clase IV,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Detectar y cuantificar , por el método de ELISA, la P- selectina plasmatica
en pacientes con nefropatia fapica tipo IV.
» Correlacionar los resultados clinicos y de laboratorio, con los resuitados de fa

concentracion plasmatica de la P Selectina.



HIPOTESIS

La P—selectina es un indicador de la reactividad plaquetaria.



MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 30 pacientes, quienes ingresaron al Servicio de Nefrologia del
HECMN “La Raza” para realizacion de biopsia renal percutdnea, los que

previamente dieron su su consentimiento a dichos estudios..

A cada paciente se le extrajo 10 mi de sangre periférica para la determinacion de
P- selectina  plasmatica, con e método de ELISA (2). La sangre fue
anticuagulada con citrato de Na al 3.2 % y los niveles de P- selectina fuercn
cuantificados mediante la técnica de Sandwich, utilizando un anticuerpo
monoclonal, anti-P-selectina, el cual fue incubado con el plasma de los pacientes
Ademas, se realizo un conjugado de peroxidasa, el que postericrmente fue leido

en un lector de ELISA |, 2480 nm,

i0



TIPO DE ESTUDIO

Prospectivo y transversal,

UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes portadores de nefropatia lipica tipo IV ( OMS), quienes ingresaron al

Servicio de Nefrologia del HECMNR, IMSS.

CRITERIOS DE INCLUSION
» Pacientes portadores de Nefropatia Lipica Clase IV (OMS)

+ Paclentes dispuestos a que se les practique biopsia renal percutanea

+ Consentimiento del paciente, para los fines del estudio.

11



CRITERIOS DE EXCLUSION

* Pacientes con cuentas plaguetarias menores a 100,000

» Pacientes que hayan recibido plasmaféresis

» Pacientes con terapia dialitica o anhifrombotica

CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes que presenten cualquiera de los criterios de exclusion

mencionados, durante el perfodo de seguimiento.

12
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VARIABLE INDEPENDIENTE

+ Concentracion plasmatica de P-selectina

VARIABLES DEPENDIENTES
+ Biometria hematica completa
+ Pruebas de funcién hepatica completas
» Pruebas de coagulacion completas
« Depuracion de creatinina, en orina de 24 horas con albuminuria .

» Perfil inmunolagico.

TAMANO DE LA MUESTRA

Por ser éste un estudio piloto, no se puede calcular el tamafio de la muestra.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media, desviacion estandar para  las variables
nominales, con prueba de T de student pareada. Ademas, se utilizaron ios
coeficientes  de correlacion de Pearson Los valores P < 0.05, fueron

considerados estadisticamente significativos

Para los célculos matematicos se usd el programa computacional GraphPAD

{GraphPAD Software, San Diego California USA).

13



RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas y de laboratorio se enlistan en la Tabla 1. Es de hacer
notar que, de los 30 pacientes, solo uno era masculino, estando todos los pacientes
bajo manejo inmunosupresor. Por otra parte, los pacientes no tenian alteraciones en
la funcién hepatica ni descontrol del Acido arico y, en general, los pacientes del grupo

estudiado eran menores de 40 afios,

En la Tabla 2 se ejempiifican fodos las caracteristicas de los exédmenes de
laboratorio, relacionados con aspecios del perfil fibrinolitico v de coagulacion. Se
observa claramente que los pacientes manifestaban leucopenia de 4281 + 1461, muy
probablemente por el manejo inmunosupresor, tal como se manifiesta en la hisioria
natural de la enfermedad. La amplia variacion de los resultados, en las pruebas de la

coagulacion, se debe al manejo antitromboético que algunos pacientes mantenian,
En la Tabla 3 se muestran los pardmetros de la funcién renal y es de hacer notar
gue, en general, todo el grupo no presentaba Insuficiencia renal cronica avanzada ni

sindrome nefrotico, a excepcion de uno.

Y en relacion a la edad y al sexo del grupo, el 98.7% fueron mujeres vy 3.3 %

hombres (1 paciente) (Fig 1).

14



Tabla 1

Caracteristicas clinicas y de laboratorio

CARACTERISTICAS MEDIA / DESVEST
SEXO fem/masc 2971
EDAD 30.07 +8.15
EVOLUCION LES 475 | 4.20
SLEDAI 7.37 +4.92
HEMOGLOBINA 11.95 +1.93
g/dl

HEMATOCRITO 3665+ 6.21
%

PLAQUETAS 2241 + 88
GLUCOSA 82.30+13.01
mg/d

UREA 3537 = 20.08
myg/al

CREATININA 113 + 0.35
mg/dl

TGO 24268+ 21.30
Ul

TGP 13.23 + 201
Ul

DHL 186.3 +125.3
]

AC. URICO 53+22
mg/dl

PROT. TOTALES 655 +0.92
g/dl

ALBUMINA 3.85+ 0.57
gr/di

COLESTEROL 1915 + 71.07
mg/dl

TRIGLICERIDOS 158.47 + 138.26
mg/d!

TP 1.6 £ 2.93
seg

TTP 38.46 + 21.54
seg

FIBRINOGENO 394.30 £ 109.20

_mg/dl

15



Tabla 2

Parametros hematologicos

PARAMETROS MEDIA £SD

Hemoglobina g/dl 11.95 £1.93
Hematocrito %  36.65 £6.21
Leucocitos Uk/iml 4281 + 1461
Fibinbgeno mg/dl  394.30 + 109.20
TTp seg 38.46 +2154
TP seqg 11.6 +2.93
Plaquetas Uk/mi 2241 £ 88

P-selectina ng/dl 332 + 104.96

16



Tabla 3

Funcion renal

PARAMETROS MEDIA 8D
Urea 35.37 + 20.08
mg/di
Creatinina 1.13 £ 0.35
mg/dl
BUN 18.32 + 15,58
mg/dl
Depuracion de creatininga enorinade 24 hrs  60.71 + 26.53
ml/min
Albuminuria en orina de24 hrs. 502.87 + 899.83

mg/dl

17
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En la Fig. 2 observamos que, en el grupo de pacientes estudiados, el 96% tenia los
anticuerpos antin(icleo (ANA) positivo, de éstos, el 72.4% tenia anti DNA positivos. Y
una posible explicacion del por qué algunos pacientes carecian de ANA positivo, fue

de que seguramente iniciaron un manejo inmMuUNOsuUPresor.

Por otra parte, los rangos de albuminuria y hemoglebinuria se observan en la fig 3A
en donde, en general, a excepcion de un solo paciente todos los demas no
presentaron proteinuria de rango nefrotico Y en cuanto al examen general de orina
con hematuria, 18 pacientes lo mostraban, en tanio que en un 60% de todas las
pacientes, confrario a lo aceptado internacicnalmente, fa hematuria no mostré

correlacion con ia actividad de la enfermedad (Fig. 3B).

Es de hacer notar que los pacientes no mostraron problemas trombdticos, mientras
que un grupo muy pequefio mostrd trombocitopenia, muy probablemente debido al

efecto toxico por azatioprina (Fig 4).

Por ofro lado, es de llamar la atencidon que los anticuerpos antifosfolipidos se
observaron en 9 pacienfes (30% de las pacientes) mientras que sOlo un paciente
presentd anticuerpos ANCA C, ofro anticoagulante iapico y sélo uno, celulas LE

positivas (Fig. 5).

En ia figura 6A se observan alteraciones neurol6gicas en todo el grupo de pacientes,

siendo lo mas frecuente las crisis convuisivas en 2 pacientes. £n la Figura 6B se

19
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Figura 6A
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muestra que las pacientes con anticuerpo antifosfolipido tienen mas frecuencia de

alteraciones neuroldgicas, en relacion a fas de anticuerpo antifosfolipido negativo.

En la figura 7, a su vez, se observan los resultados de la concentracién del C3 y
C4 del complemento en el grupo de pacientes, donde observamos un mayor
descenso del C4 en 46%, mientras que sdélo un 33% del C3 Es de llamar la
atencion esta diferencia, ya que existe la posthilidad de que algunas pacientes
pudieran tener alguna deficiencia hereditana o adquirida del C4, aungue se

necesitarian otros estudios para confirmar esta hipttesis

La Figura 8 muestra que la concentracion plasmética de P-Selectina en pacientes
con GMN lapica IV, en relacién con controles sanos, tuvo un incremento fuertemente
significativo con una media de 332 % 104, mientras que los controles sanos

mostraron unp 188 + 65, con una P < (.001.

Este incremento de la P-Selectina solo correfaciond fuertemente, en forma
directamente proporcional, con el ndmero de plaquetas y con un coeficiente de

correlacion de 0.94, con una P < 0.0001 (Fig. 9).

Al correlacionar la concentracion de la P-Selectina con la concentracion de ios
anticuerpos antifosfolipidos, se observé un coeficiente de corelacion de 0.72, con

una P <0.05 (Fig 10).
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Figura 7
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Figura 9
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Considerando lo anterior, es muy razonable considerar ala P-selectina como un
factor probable de actividad ldpica, dado que, al correlacionarsela con el SLEDAI,
no se enceontré ninguna carrelacion significativa, lo cual sugiere, aunque no de
manera definitiva, que la P-Selectina no pueda ser tomada hasta el momento

como indicador de actividad lapica (Fig. 11).

Ante lo esperado, se buscaron otras correlaciones con diferentes variables, para
observar asociaciones entre parametros de la funcion renal y variables del perfil

fibrinolitico y trombdtico, sin hallarse asociaciones significativas.

30



20

Figura 11

Correlacion entre el SLEDAI y la
P-Selectina

- - r = 0*

SLEDAI (puntos)
2

A,

0

)
it

¥ Y B S il N T
100 200 300 400 500 600 700

P-Selectina (ng/mi)

NS.:

31



DISCUSION

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad inflamatoria cronica,
caractenzada por una sobreproduccién de autoanticuerpos, con otras alteraciones
inmunologicas. Este puede afectar la piel, las arficulaciones, los pulmones, el
corazén y las membranas serosas. Por otra parie, la nefropatia puede influenciar

poderosamente el prondstico (18-21).

Las selectinas E, S y L, por otro lado, pertenecen a la familia de las moléculas de
adhesion (22), encontrandose fa E-selectina expresada en las células endoteliales

activadas (23).

La P-selectina, a su vez, esta constitutivamente sintetizada y almacenada dentro
de los granulos alfa de las plaquetas y en los cuerpos de Weibel-Plade de las
células endoteliales, siendo redistribuida en las membranas plasmaticas bajo
estimulacion celular (24), mientras que la L-selectina se expresa en ia superficie
de muchos leucocitos (25). Ef motivo de que las selectinas solo se expresen en
células activadas, se debe a que las formas solubles de estas protelnas pueden
ser usadas como marcadores de actividad endotelial, en especial la P-selectina

(26).

El principal papel de |las selectinas esta fuertemente relacionado con la respuesta
inmunologica, en donde la regulacion del trafico y la migracion de los leucocitos

(27), en particular la P-selectina, tiene funciones especificas en la inflamacién vy
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hemostaticas en las plaquetas. Del lado de la inflamacién, tas células endoteliales
se ven sometidas a estimulacion repetida y prolongada por muchos mediadores
quimicos, lo que produce sobreexpresion de moléculas de P-selectina sobre la
superficie endotelial, la cual es aumentada mediante la frombina, molécula unida
al complejo trombina-anti-trombina Hl en el estado pretrombético en la
giomerulonefntis membranosa y de preeclampsia asociada a aborfos pero esta

asociacion no se ha podido demostrar en la nefropatia lipica (28).

La lesién endotelial por aumento de la actividad plaquetaria es comun en todas
las caracieristicas patologicas de la glomerulonefritis lOpica. La activacion de los
neutréfilos se asocia también a la patofisiologia de la glomerulonefiitis, en donde
éstos requieren pegarse y migrar a través del endotelio (28). Esta via ocurre por
la interaccion de las moléculas de adhesion del endotelio y receptores de
superficie de los neufrdfilos. Bajo esta activacion, los granulos de los neutréfilos

son liberados v, asi, son capaces de producir dafio vascular.

En este estudio, encontramos que la concentracion de P-selectina fue
significativamente mas alta en pacientes con glomerulonefritis lpica clase IV, que
en los controles sanos. Otro hallazgo importante, es la alta correlacidn que existe

con la concentracion plaquetaria.

No se ha podido dilucidar cual es el motive de que algunos pacientes con
nefropatia ldpica se asocien a problemas trombolicos vy solo la presencia de

anticuerpos antifosfolipidos se ha descrito como un factor de riesgo para su
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presencia. Por ofra parte, el hecho de haber enconirado un incremento
significativo de |a P-Selectina en el suero de estos pacientes, con una correfacion
con €l nimero de plaquetas y de los anticuerpos antifosfolipidos hace sospechar
que la P-Selectina pudiera ser un factor indicativo de actividad plaquetaria en la
nefropatia lipica, aungue se requeririan mas estudios para confirmar esta

hipétesis.

Kenijnenberg y cols, (30) y Halim vy cols. (31) han demostrado niveles altos de P-
selectina en preeclampsia, en tanto Clark y cols. {32) demostraron que la
migracion de neutrdfilos, en el endotelio, requirié de la expresion de P-selectina v
liberacion de factor activador de plaquetas del endotelio. Por su parte, Krauss v
cols. (33) detectaron niveles plasmaticos de moléculas de adhesion intercelular-1 y
moiéculas de adhesion vascuiar-1, con E-selectina significativamente mas alta en

mujeres preeclampticas, comparadas con mujeres con embarazo normal (34).

La funcién de las selectinas parece estar controlada, en gran parte, por su
presencia o ausencia de las superficies celulares y éstas pudieran estar
involucradas en la respuesta inflamatoria, ya que se han podido demostrar niveles
altos de P-selectina en enfermedad coronaria, artritis reumatoide, Iupus

eritematoso sistémico y enfermedad de Behget (29 y 34).

Aungue las selectinas parecieran estar asociadas a la presencia de lesion

endoteiial, nosotros sugerimos que la P-selectina elevada que muestran los
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pacientes es consecuencia de la alta actividad trombdtica, no especifica, de lesion

endoteial.

Por dltimo, pensamos que la P-selectina puede ser considerada como un
marcador de achivacion plaquetaria, pudiendo ser Otil como prueba diagnodstica
para los estados de hipercoagulabilidad, en la glomerulonefritis 1pica, Afirmar lo

anterior, sin embargo, requeriria de otros estudios.
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CONGLUSION
Consideramos que la P selectina, en la glomerulonefritis ldpica clase IV, puede ser

considerada como un marcador de actividad plaquetaria en los estados de

hipercoagulabilidad, mas no come un indicador de actividad Hipica.
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