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RESUMEN

INTRODUCCION: Las manifestaciones clinicas cutaneas de los pacientes con insuficiencia
renal cronica (IRC) son variadas. Van desde prurito, erupciones, edema, descamacion
superficial, hasta la recientemente descrita (1997) dermatopatia nefrogénica fibrosante (NFD)
(2). Esta ultima, a partir de 2001 es conocida como fibrosis nefrogénica sistémica (NSF) ya que
se ha sugerido que forma parte de la fibrosis multiorgénica (rifién, pulmén, corazén, muasculo
esquelético, nervio periférico, etc) asociada a IRC (2, 3). Aunque la etiopatogenia de esta
fibrosis cutanea asociada a IRC se desconoce, recientemente, se han publicado descripciones
de esta entidad (NSF), en las que se enfatiza la posibilidad de un proceso inflamatorio
sistémico que incremente moléculas profibréticas como el factor transformador del crecimiento
B-1 (TGF B-1) como productor de la fibrosis de la piel y de otros tejidos (3).

JUSTIFICACION: La fibrosis cutanea de los pacientes con IRC aparentemente forma parte de
un cambio sistémico asociado a inflamacion que finalmente afecta 6rganos vitales como el
pulmén, rifién y corazén. Entender el mecanismo a través del cual se deposita la colagena en
la piel y como contribuye esto en las manifestaciones clinicas cutdneas de los pacientes con
IRC puede favorecer en un futuro, la posibilidad de alternativas terapéuticas que mejoren la
calidad de vida de estos pacientes.

OBJETIVO: Determinar la frecuencia de NFD/NSF, describir los cambios histolégicos cutaneos
(engrosamiento por tejido conectivo, profundidad de la fibrosis, atrofia de anexos cutaneos,
infiltrado inflamatorio, cambios vasculares) y cuantificar a través de analisis histomorfométrico
la expresion de TGF B-1 en autopsias de casos con IRC sometidos a HD y/o DP en el Hospital
General de México.

MATERIAL Y METODOS: Se efectu6 un estudio transversal descriptivo, con casos de
autopsias del Hospital General de México con el diagndstico de IRC, tratados con DP y/o HD.
Se tom6 una muestra cutanea, del musculo psoas y del pulmén. El tejido se fij6 en formalina al
10% y se incluy6 para su estudio en parafina. De todas las muestras se realizaron cortes
histoloégicos a 2 micras y se tifieron con hematoxilina y eosina y tricromico de Masson. Con
éstas se evaluaron los cambios histologicos tales como: fibrosis, espesor de la fibrosis, atrofia
de anexos cutaneos, cambios en vasos de pequefio y mediano calibre, presencia de infiltrado
inflamatorio y localizacion del mismo. Se realiz6 también TGF(B-1 a través de la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta convencional (ABC). El marcador de inmunohistoquimica y la
fibrosis tefiida con el tricromico de Masson se cuantificé en unidades pixel/area a través de un
analizador de imagenes (Image-Pro-Plus, version 5.1).

RESULTADOS: Se evaluaron 45 casos de IRC, que incluyeron casos de todas las edades. El
73.33% (33 casos) recibieron tratamiento sustitutivo de la funcién renal, 12 casos no. En la
evaluacién de la piel, fueron consideradas con un espesor normal (1000-1500 W) 26 casos
(57.7%). 12 de los 45 (26.66%) casos tuvieron un espesor limitrofe (1501-2000 p) y en 7 casos
(15.55%) el espesor medio de la dermis sobrepasaba las 2001 p, valor que ha sido
considerado como NFD. En la medicion de la fibrosis dérmica en unidades pixel se encontré
que solo 3 de los 45 casos evaluados (6.66%) fueron clasificados con fibrosis mayor a la
normal. La expresion cutanea del TGFB-1, de cada muestra fue comparada y se efectuo
correlacion con el método de Spearman y se obtuvo un coeficiente de r= 0.707, p= 0.01. Se
revisaron las 45 muestras pulmonares, de las cuales fueron evaluables 33 casos, los cuales no
mostraron diferencias significativas. Finalmente, se revisaron 22 muestras de musculo psoas, 3
casos (12%) mostraron fibrosis considerable (852 UP, 1002 UP y 1123 UP, respectivamente en
cada uno de los 3 casos). Estos casos fueron catalogados inicialmente con NFD, la correlacién
con método de Spearman entre la fibrosis muscular y la expresion de TGFB-1 fue r=0.674, p=
0.01.

CONCLUSIONES: La frecuencia de NFD en una serie de 45 autopsias con IRC de diferentes
etiologias fue de 15.55%. Los cambios histol6gicos de NFD son iniciales y sutiles y no siempre
se correlacionan con las manifestaciones clinicas descritas en la literatura. El mejor parametro
para determinar la NFD es el espesor medio de la dermis. No hay correlacion de la NFD con la
fibrosis pulmonar intersticial. La fibrosis del musculo psoas fue el pardmetro que mostré mayor
correlacion con la NFD.



1. ANTECEDENTES

Las manifestaciones clinicas cutaneas de los pacientes con insuficiencia
renal cronica (IRC) son variadas. Van desde prurito, erupciones, edema,
descamacion superficial, calcificaciones cutaneas, hasta la recientemente
descrita (1997) dermatopatia fibrosante nefrogénica (NFD) ). Esta ultima, a
partir de 2001 es conocida como fibrosis nefrogénica sistémica (NSF) ya que
se ha sugerido que forma parte de la fibrosis multiorganica (rifion, pulmoén,
corazon, musculo esquelético, nervio periférico, rete testis, etc) asociada a IRC

@, 3).

En 2000 Cowper y colaboradores publicaron la primera serie de 15
casos de pacientes sometidos a dialisis peritoneal (DP) y hemodidlisis (HD) por
insuficiencia renal (IR) con lesiones cutaneas “tipo esclerodermia” ().
Clinicamente estas lesiones se manifestaron por placas induradas, papulas y
nddulos subcutaneos, hiperpigmentados de color café oscuro que afectaban
principalmente las extremidades y el tronco. Son excepcionales los casos con
afeccion en cabeza y cuello. Microscopicamente las zonas afectadas tenian
datos que recordaban escleromixedema. Esta serie de casos fue publicada

bajo el término de NFD ().

En 2003 Streams y colaboradores 5) informaron dos casos de pacientes
con historia clinica de IRC. El primer caso se traté6 de una mujer de 40 afios,
con diabetes mellitus insulinodependiente, con complicaciones cronicas de la
enfermedad y que después de 9 meses de hemodidlisis desarroll6 extensas
zonas en la piel, induradas, difusas, no eritematosas, en el térax, espalda,
piernas. La piel de las manos estaba gruesa y edematosa, con limitacion de la
movilidad. El segundo caso se tratd de un hombre de 37 afios tratado con
hemodidlisis durante un afio y medio por IRC secundaria a una
glomerulonefritis. Presentd una erupcion cutanea con placas amarillas,
localizadas en las palmas, plantas y en las extremidades inferiores. También
presentaba nodulos en las manos que ocasionaban contracturas en los
musculos flexores. Las biopsias cutdneas mostraron en ambos casos, una

proliferacion difusa de haces de células fusiformes, localizadas en la dermis



reticular, positivas para CD34, negativas para proteina S-100. El aspecto
histolégico de las lesiones, focalmente recordaba al escleromixedema ya que
se observaba aumento importante en la mucina acida en la dermis junto con la

proliferacion de colagena. También habia un incremento en las fibras elasticas

®)-

Posteriormente, en 2005 el International Center for Nephrogenic

Fibrosing Dermopathy Research de la Universidad de Yale publicé un registro

de 170 casos de NFD 3. En contraste con la primera serie publicada por
Cowper en 2000, este grupo de pacientes ademas de las lesiones cutaneas,
mostraron datos que sugerian un proceso fibrosante sistémico que involucraba

organos como pulmon, corazon, nervio, musculo esquelético y el mismo rifion.

En febrero de 2006 Mendoza y colaboradores publicaron una serie de 82
casos de NFD (12 casos propios y 70 obtenidos de 23 publicaciones previas
de otros autores). Los casos propios fueron diagnosticados en biopsias por
sacabocado de piel y se caracterizaron histolégicamente por proliferacion de
haces de células fibrohistiociticas con depdsitos de colagena en la dermis y en
el tejido celular subcutaneo, rebasando los anexos cutaneos ). Los vasos
sanguineos de mediano y gran calibre estaban engrosados con datos de
activacion endotelial y se observaba infiltrado inflamatorio con la presencia de
linfocitos, macrofagos, células plasmaticas y células dendriticas. También

describieron aumento en las fibras elasticas y en la mucina acida intersticial (3).

Los sitios mas afectados de acuerdo a las diferentes series de NFD son
las extremidades inferiores (en el 97% de los pacientes), las extremidades
superiores (77%) y el tronco (30%), es infrecuente la afeccion facial y la del

cuello ).

En las descripciones histologicas de los primeros casos de NFD, se ha
hecho hincapié en la necesidad de descartar otras lesiones que histoldgica y
clinicamente se prestan a diagndstico diferencial () tales como:
escleromixedema, morfea, esclerosis sistémica progresiva, porfiria cutanea

tarda, entre otras.



Jiménez y colaboradores ( mencionan en su serie de casos de
autopsias de pacientes con diagnéstico de NFD que las manifestaciones
extracutaneas mas frecuentes son: fibrosis y calcificacion del diafragma y del
psoas, fibrosis tubulointersticial renal y de la rete testis, fibrosis intersticial
pulmonar y miocardica. En este articulo se hace mencién, que la fibrosis
pulmonar y miocardica se explican como lesiones co-morbidas de estos
pacientes, mas que como una manifestacion extracutanea de la NSF. Sin
embargo, esta serie de autopsias tiene el problema de ser pequefia y poco

representativa (13 autopsias), sin significancia estadistica.

Aunque la etiopatogenia de esta fibrosis cutdnea y la sistémica
asociadas a IRC se desconoce, recientemente, se han publicado descripciones
de esta entidad (NSF), en las que se enfatiza la posibilidad de un proceso
inflamatorio sistémico que incrementa moléculas profibroticas como el factor
transformador del crecimiento $-1 (TGF B-1) y algunas otras citocinas como
productores de la fibrosis de la piel y de otros tejidos ). EIl TGF-B1 es una
citocina profibrética que produce aumento de la colagena intersticial a través de
dos mecanismos: 1) estimulando la accién de los fibroblastos para la sintesis
de colagena y fibronectina por incremento en la expresion de los genes
encargados de la sintesis de estas (7) y 2) bloqueando la degradacion de la
matriz extracelular al inhibir la acciéon de las colagenasas, entre estas, los
diferentes subtipos de gelatinasas ). Ademas, se conoce que el TGF-f1

suprime la sintetasa del 6xido nitrico (NOS) (o).

La NFD ha sido descrita en pacientes que reciben tratamiento para la
IRC con hemodidlisis (HD), con dialisis peritoneal (DP), con IRC sin tratamiento
sustitutivo, incluso en pacientes con trasplante renal. El tiempo de evolucién de
la enfermedad es muy variable (meses o afios) después del diagndstico de
IRC. La etiologia de la IRC en estos pacientes es muy diversa (diabetes
mellitus, vasculopatias, glomerulopatias primarias, hipertension arterial,
nefrotoxicidad por ciclosporina, enfermedades autoinmunes sistémicas, etc) (3).
Ante la diversidad de causas que llevan a la IRC en estos pacientes que cursan
con NFD, se ha sugerido que la uremia es el mecanismo que desencadena la

lesion. Algunas hipétesis mencionan que en la patogenia pudieran estar



implicados fibroblastos circulantes, procedentes de la meédula Osea que
anormalmente son reclutados en la piel y en otros tejidos afectados en la NSF.
Estas células son CD34+/CD45R0O+ y aumentan la expresion tisular y en suero
de TGF B-1 y otras citocinas como factor de necrosis tumoral-a (TNFa),
interleucinas 2, 4, 6, 10 (IL-2, IL-4, IL-6 IL-10), interferén y (IFN- y). También se
ha visto que las células dendriticas cutaneas y las células CD68+ (macrofagos)

se encuentran incrementadas en estas lesiones ().

Con lo anterior se han propuesto dos vias de la patogénesis de la NFD:
1) Que la uremia ocasiona una respuesta de las células dendriticas que a su
vez incrementan la produccion de TGF-B1. Este recluta y activa a las células
presentadoras de antigenos y estimula la sintesis de tejido conectivo
estimulando a fibroblastos. 2) Que la uremia ocasiona una respuesta de la
médula 6sea con diferenciacion a células fibroblasticas que se acumulan en los
organos afectados y estas aumentan la produccion de colagena en los 6rganos

©F

En el Hospital General de México, O. D. se realizan aproximadamente
163 autopsias al afio (22% de las autopsias anuales) de pacientes con IRC de
cualquier etiologia (diabetes mellitus, HAS, glomerulopatias, litiasis renal,
uropatia obstructiva, etc). De estos casos, la gran mayoria tienen el
antecedente de tratamiento con DP y/o HD. Por lo tanto, contamos con la
posibilidad de realizar un estudio descriptivo con un tamafio de muestra que
resulte significativo de autopsias de pacientes con IRC, en donde ademas de
estudiar los cambios cutaneos (NFD) también se pueden analizar dirigidamente
los cambios en érganos como pulmones, corazén, musculos, diafragma, etc,

qgue han sido discutidos en algunos articulos.

La frecuencia de NFD es muy variable en las diferentes series
publicadas en la literatura (0.05% - 3% en pacientes con IRC). Muchos
articulos incluso, hacen mencion de esta entidad, como descripcion de casos

extraordinariamente raros en pacientes con IRC.



2. JUSTIFICACION

La fibrosis cutdnea de los pacientes con IRC (NFD) aparentemente
forma parte de un cambio sistémico (NSF) asociado a inflamacion que
finalmente afecta 6rganos vitales como el pulmaén, rifidn y corazon. Entender el
mecanismo a través del cual se deposita la colagena en los 6rganos afectados
y como contribuye esto en las manifestaciones clinicas de los pacientes con
IRC puede favorecer en un futuro, la posibilidad de alternativas terapéuticas

gue mejoren la calidad de vida de estos pacientes.

En el Hospital General de México, O. D. se realiza un niumero importante
de autopsias de pacientes con IRC de muy diversas etiologias. Por lo tanto,
contamos con la posibilidad de realizar un estudio descriptivo, prospectivo, con
un tamafo de muestra que resulte significativo de autopsias de casos con IRC,
en donde ademas de estudiar los cambios cutaneos (NFD) también se puedan
analizar dirigidamente los cambios en dérganos como pulmones, corazoén,

musculos, diafragma, etc, que han sido discutidos en algunos articulos.

Es importante recalcar que la posibilidad de describir mas
profundamente los cambios histologicos sistémicos de la NSF no resuelve el
mecanismo a través del cual se deposita la colagena en varios érganos. Sin
embargo, esta informacion junto con la determinacion tisular y seroldgica de
TGF-B1 pueden en un futuro contribuir a la aplicacién de medidas terapéuticas

(bloqueadores de la sintesis de TGF-f1) para evitar la NSF.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cual es la frecuencia de la NFD/NSF en autopsias de casos con IRC

sometidos a HD y/o DP en el Hospital General de México, O.D?

¢ Existe correlacion entre los niveles tisulares de tfg-B1 con la presencia
de NSF en autopsias de casos con IRC sometidos a HD y/o DP en el Hospital

General de México, O.D.?



4. HIPOTESIS

En la fibrosis multiorganica por NSF en autopsias de casos con IRC
sometidos a HD y/o DP en el Hospital General de México hay correlacién

directamente proporcional con el nivel tisular de TGF-B1.



5. OBJETIVOS

1.- Determinar la frecuencia de NFD/NSF en autopsias de casos con IRC

sometidos a HD y/o DP en el Hospital General de México.

2.- Describir los cambios histolégicos cutaneos (engrosamiento por tejido
conectivo, profundidad de la fibrosis, atrofia de anexos cutaneos, tipo de
infiltrado inflamatorio, cambios vasculares) en las muestras de piel de casos de

pacientes con IRC tratados con HD o DP en el Hospital General de México.

3.- Describir los cambios histoldgicos (depésito de coldgena, localizacion de la
fibrosis, tipo de infiltrado inflamatorio, cambios vasculares) en las muestras de
pulmén y musculo psoas, de las autopsias de casos con IRC tratados con HD

o DP en el Hospital General de México

4.- Cuantificar a través de analisis histomorfométrico, la expresion tisular de

TGF B-1, en autopsias de casos con IRC tratados con HD y/o DP.



6. CASOS, MATERIAL Y METODOS

6.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se efectuo un estudio transversal descriptivo.

6.2. UNIVERSO DE TRABAJO
Se incluyeron todos los casos de autopsias del Hospital General de

México, O. D. de IRC de méas de 6 meses de diagnostico, con tratamiento de

didlisis peritoneal y/o hemodialisis por al menos 1 mes.

6.3. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

1. Expresion de TGF-B1 en las muestras de piel, pulmén y masculo psoas.

VARIABLE DEPENDIENTE

1. Dermatopatia fibrosante nefrogénica y cambios histolégicos cutaneos
(engrosamiento por tejido conectivo, profundidad de la fibrosis, atrofia
de anexos cuténeos, tipo de infiltrado inflamatorio, cambios vasculares),

fibrosis pulmonar y en el masculo psoas.

DESCRIPCION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

1. Expresion del factor transformador del crecimiento B1 en tejido (muestras

de piel, pulmén, musculo psoas): se utiliz6 un corte de tejido fijado en

formalina/buffer de fosfatos al 10% e incluido en parafina, de 2 micras de
espesor. A través de la técnica de inmunoperoxidasa indirecta convencional
(ABC) se marcaron las zonas que expresaron positividad para TGF-1. La
positividad fue medida a través de un analizador de imagenes con el que se
obtuvo un promedio de 10 campos no cruzados de dermis a un aumento de
400x.

Escala de medicion: cuantitativa de razon.

Tipo de variable: cuantitativa continua.



VARIABLE DEPENDIENTE

Dermatopatia fibrosante nefrogénica y cambios histolégicos cutaneos
(engrosamiento por tejido conectivo, profundidad de la fibrosis, atrofia de
anexos cutaneos, tipo de infiltrado inflamatorio, cambios vasculares), fibrosis
pulmonar, miocardica y en el musculo psoas.

Escala de medicién: cualitativa nominal.

Tipo de variable: cualitativa nominal.

6.4. SELECCION DE LA MUESTRA

6.4.1. TAMANO DE LA MUESTRA

Segun los datos obtenidos de la literatura (3) la frecuencia de la NFD en
las series mas grandes muestra que se presenta en aproximadamente el 3%
de los pacientes con IRC. En otras series 4 la frecuencia es menor (0.9%).
La frecuencia de IRC en autopsias del Hospital General de México es de 22%.
Se utilizé la frecuencia de NFD mas alta informada en la literatura y se aplicé la
siguiente formula para el célculo de tamafio de muestra para estimar

proporciones:

n=z°pq
d2
n= (1.96)? (0.03) (1-0.03)
(0.05)?

n= (1.96)? (0.03) (0.97)
(0.05)?

n= (3.84) (0.03) (0.97)
(0.0025)
n=44.69

Por lo tanto, para un nivel de alfa de 0.05% se estimo el tamafio de la

muestra en 45 autopsias de pacientes con IRC.



Los casos que se incluyeron en el estudio fueron obtenidos por muestreo no

probabilistico de casos consecutivos, hasta completar el tamafio de la muestra.

6.4.2. CRITERIOS DE SELECCION
6.4.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

1. Autopsias de casos del HGM, (hombres o mujeres) de cualquier de edad,

incluyendo nifios.
2. Autopsias de casos con IRC de al menos 6 meses de diagnadstico.
3. Autopsias de casos tratados con HD y/o DP al menos durante 1 mes.
4. Autopsias de casos que hayan fallecido cuando mas 12 horas previas a la

realizacién de la autopsia.

6.4.2.2. CRITERIOS DE NO INCLUSION

1. Autopsias de casos con esclerosis sistémica progresiva (esclerodermia).

2. Autopsias de casos con enfermedades cutdneas conocidas como:
escleromixedema y porfiria cutanea tarda.

3. Autopsias de casos con sindrome de CREST (Calcinosis, fendbmeno de

Raynaud, disfuncion esofagica, esclerodactilia y telangiectasias).

6.4.2.3. CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Cuando en las muestras obtenidas del estudio de autopsia (piel, pulmon,
muasculo) se obtuvieran datos histolégicos de enfermedades no
diagnosticadas previamente, que explicaran la presencia de fibrosis (a
criterio del Patélogo revisor del estudio de autopsia).

2. Cuando en el estudio de autopsia no se obtuvieran todas las muestras de

tejidos requeridos.

6.5. PROCEDIMIENTOS

Se tomd una muestra de tejido de los siguientes 6rganos: 1) Piel (un
huso de tejido con la profundidad suficiente para obtener tejido celular
subcutaneo) (Fig. 1). La muestra se efectué preferentemente del antebrazo o

en su defecto de donde se observaran lesiones que macroscopicamente fueran



sugerentes de NFD. 2) Pulmon (un fragmento de tejido preferentemente de la

periferia de los lI6bulos superiores de cada pulmén). 3) Musculo psoas.

Fig. 1. Muestra de piel tefiida con tricromico de Masson (4X) con la profundidad suficiente
(tejido celular subcutaneo) para evaluar la fibrosis dérmica.

El tejido se fij6 en formalina al 10% y se incluyé para su estudio en
parafina. De todas las muestras se realizaron cortes histolégicos a 2 micras y
se efectuaron tinciones de hematoxilina y eosina y tricromico de Masson. Con
estas se evaluaron los cambios histoldgicos tales como: fibrosis, espesor de la
fibrosis, atrofia de anexos cutaneos, cambios en vasos de pequefio y mediano
calibre, presencia de infiltrado inflamatorio y localizacion del mismo.

Se realiz6 también inmunohistoquimica a través de la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta convencional (ABC) con el anticuerpo primario TGF
B-1 (molécula profibrética). EI marcador de inmunohistoquimica y la fibrosis

tefiida con el tricromico de Masson se cuantificaron en unidades pixel/area a



través de un analizador de imagenes (Image-Pro-Plus, version 5.1) (se

especifica con mas detalle en la seccion de morfometria) (Fig. 2)
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Fig. 2: Fotomicrografia de una muestra de misculo psoas tefiido con tricromico de Masson
(10X) con fibrosis (azul), digitalizado y medido a través del analizador de imagenes en
unidades pixel (amarillo).

6.5.2. MORFOMETRIA

La cantidad de fibrosis fue inicialmente evaluada con la tincién tricrémica
de Masson de manera nominal. Para determinar la certeza de esta evaluacion,
la cantidad de fibrosis se cuantifico utilizando morfometria. Este método se
baso en el andlisis computarizado de imagenes. En concreto, cada muestra se
digitaliz6 completamente a 100 aumentos, utilizando un microscopio de
campo claro (Olimpus BX51, objetivo 10X y oculares 10X). Cada campo se
capturé con una cadmara de video digital (CoolSnap-Plus). Cada imagen fue
procesada en una computadora usando Image-Pro-Plus version 5.1, un
software procesador de imagen (Image-Pro INC, Media Cibernetics). Utilizando



la capacidad de reconocimiento de color en este software y la especificidad
hacia el azul de la colagena en los cortes tefiidos con tricrémico de Masson, la
fibrosis se cuantifico (en unidades pixel). También se midié en micras lineales
el espesor de la fibrosis (profundidad) a través del mismo software de imagen
para la plel (Flg 3)
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Fig. 3: Fotomlcrograﬂa de una muestra de piel tefiida con tricromico (10X) de Masson con
fibrosis (azul), digitalizada. El espesor de la fibrosis estd medido a través del analizador de
imagenes en (amarillo) en micras.

6.5.3. ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

De cada muestra se efectuaron cortes a 2 micras de tejido fijado en
formalina al 10% y procesado en parafina para estudio de inmunohistoquimica
por la técnica de inmunoperoxidasa indirecta convencional utilizando el
complejo streptavidina-biotina-peroxidasa (ABC) con el anticuerpo primario
TGF-B1 (Bioselec, Santa Cruz Biotechnology, Inc). La interpretacion del
resultado de la técnica de inmunoperoxidasa indirecta se llevo a cabo con el
analizador de imagenes descrito anteriormente utilizando 10 campos no
cruzados examinados a 100 aumentos. El resultado final de cada caso, se

expresé en promedio de los 10 campos medidos. (Fig. 4)
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Fig. 4: Corte histologico de una muestra de piel con fibrosis marcada con TGFB-1 (10X) en la
gue se selecciond el color café de la inmunohistoquimica para obtener una medicidon en
unidades pixel y en porcentaje de area con positividad para el anticuerpo.

6.6. CONSIDERACIONES ETICAS

La realizacion del estudio no implico algun procedimiento extra al estudio

de autopsia médica. Todos los estudios de autopsias practicados en el Hospital
General de México, O. D. cuentan con previo consentimiento por escrito de los
familiares responsables.

Se tomaron en cuenta los lineamientos para las investigaciones
biomédicas vigentes en México, publicadas por la Secretaria de Salud a través
del Diario Oficial de la Federacion.

Ademas se tomaron en cuenta los articulos para el manejo,
procesamiento y eliminacion de tejidos y residuos biologicos, vigente, en la Ley

General de Salud.



6.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Se expresaron las variables cuantitativas continuas en promedio, como
medida de tendencia central y desviacion estandar como medida de
dispersién. Se utilizd tanto el programa de Excel para el analisis estadistico,
SPSS version 10 para Windows y el programa GraphPad Prism 3.02, para la

realizacion de figuras.



7. RESULTADOS

Se revisaron los protocolos de autopsias de IRC obtenidos por muestreo
consecutivo no probabilistico, que reunieron los criterios de inclusion, hasta
completar el tamafio de la muestra (45 casos). Los datos recolectados del
resumen de la historia clinica (caracteristicas clinicas y demograficas) fueron
capturados inicialmente en una hoja de calculo del programa Excel. Se codificd
y ordenod la base de datos para posteriormente ser analizada en el programa
SPSS 10.0 para Windows. Primero se efectu6 un andlisis exploratorio de la
base para conocer las caracteristicas clinicas y demograficas de los casos
(Tablas No. 1y 2).

De los 45 casos estudiados, el 33.33 % (15 casos) fueron mujeres y el
66.66% (30 casos) hombres. El grupo de edad mas afectado fue el que
comprende entre los 41-50 afios. La edad promedio de toda la muestra (45
casos) al momento del fallecimiento fue de 53.57 afios (+ 17.83). El caso con
menor edad fue de 18 afios y el de mayor 87. Lo que hace evidente que el
muestreo aunque fue consecutivo no probabilistico incluy6 casos de todas las
edades. Tabla No. 1.

TABLA No. 1: CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS (EDAD Y GENERO)
DE LOS 45 CASOS DE AUTOPSIAS DE IRC

Intervalo de edad m ~ Mujeres  Hombres
intervalo de edad No (%) No. (%)
11-20 afos 2 casos 1(2.22) 1(2.22)
21-30 afos 4 casos 3 (6.66) 1(2.22)
31-40 afos 2 casos 1(2.22) 1(2.22)
41-50 afios 13 casos 5(11.11) 8 (17.77)
51-60 afos 7 casos 1(2.22) 6 (13.33)
61-70 afos 9 casos 3 (6.66) 6 (13.33)
71-80 afnos 5 casos 1(2.22) 4 (8.88)
81-90 afios 3 casos 0 (0) 3 (6.66)

En la tabla No. 2 podemos observar que de los 45 casos estudiados el
73.33% (33 casos) recibieron tratamiento sustitutivo de la funcion renal (DP y/o

HD). El tratamiento mas utilizado en los casos de IRC en el Hospital General de




México es la didlisis peritoneal con catéter rigido. La evolucion de la IRC es
muy variable 14.77 meses en promedio con una DE de + 31.07 meses. Hubo
varios casos (5) que utilizaron didlisis peritoneal por primera vez en su ultimo
internamiento, es decir 0 meses de tratamiento con dialisis peritoneal y el caso
que mas tiempo de tratamiento con dialisis tuvo fue de 180 meses. Con lo
anterior podemos ver que nuestra muestra es heterogénea con respecto a la
evolucion de la IRC y del tratamiento sustitutivo de la funcion renal. Incluso se

incluyeron 12 casos que no requirieron tratamiento sustitutivo.

TABLA No.2: CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS 45 CASOS DE
AUTOPSIAS DE IRC

Caracteristica

Tiempo promedio en meses de la evolucion de la IRC | 14.77 + 31.07 (0-180)

Tratamiento con DP o HD 33/45 casos
Tratamiento con exclusivamente con DP 21/33 casos
Tratamiento exclusivamente con HD 5/33 casos
Tratamiento con DP y HD 7133 casos

Casos que no recibieron tratamiento sustitutivo de la

P 12/45 casos
funcion renal

En la tabla No. 3 observamos que las enfermedades que forman parte
de la co-morbilidad de la IRC en nuestros casos son la HAS (en el 80% de los
casos), DM tipo 2 (en el 57.77% de los casos) y la insuficiencia cardiaca
congestiva que se encontré en 2 de los 45 casos. La HAS y la DM tipo 2 se
consideraron como co-morbilidad a pesar de que en la mayor parte de los
casos, la IRC, se debe a la DM tipo 2. Y la HAS es consecuencia en muchos
casos de la IRC. Sin embargo, en la mayor parte de los articulos informados en
la literatura de NSF se han considerado como co-morbilidad pues se
consideran parte del espectro de lesiones que a través de diferentes
mecanismos pueden contribuir a la expresion tisular de TGFB-1 y por lo tanto a

la fibrosis de los diferentes tejidos analizados.



TABLA No. 3: COMORBILIDAD DE LOS 45 CASOS DE AUTOPSIAS DE

IRC
L Tiempo de evolucion en Intervalo en
Caracteristicas No. de casos —_—
MERES MEEES
. . 26/45
Diabetes mellitus (57.77%) 176 (+107.56) 0-360
Hipertension arterial | 3,15 (g005) 35.9 (+55.69) 0-180

sistémica

Insuficiencia cardiaca | 2/45 (4.44%) | Se desconocia el dato

En la evaluacion microscépica de las muestras de piel (Tabla No. 4) se
encontrd, que el numero de éstas, con un espesor considerado normal (1000-
1500 p) fue de 26 casos (57.7%). 12 de los 45 (26.66%) casos tuvieron un
espesor limitrofe (1501-2000 p) y en 7 casos (15.55%) el espesor medio de la
dermis sobrepasaba las 2001 p, valor que ha sido descrito como dato de
engrosamiento fibroso de la dermis de tipo “esclerodermiforme” 3. Por lo
anterior, consideramos que estos Ultimos casos tenian un criterio histologico

importante para ser considerados como NFD. (Fig. 5).

Fig No. 5: Tres muestras tefiidas con tricrdmico de Masson digitalizadas a 10X en las que se
observa la dermis de un caso con un espesor de 1000-1500 p (A), 1501-2000 pu (B) y 2001 o
mas H (C). Esta ultima es un ejemplo de los 7 casos considerados como NFD.

En la medicion de la fibrosis dérmica en unidades pixel se encontrd que
solo 3 de los 45 casos evaluados (6.66%) tenian una medicion con los
suficientes pixeles de azul para ser clasificados como muestras con mas
fibrosis de lo normal. El resto (42 casos) tuvieron una cantidad de pixeles como
para ser considerados normales (28 casos) y limitrofes (14 casos). Sin
embargo, el dato del espesor medio de la fibrosis es considerado de mas valor

que la medicidon en numero de pixeles de la colagena dérmica, ya que este




altimo valor puede variar de acuerdo a la calidad de la tincion tricromica de

Masson. Tabla No. 4.

TABLA No. 4: CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LAS MUESTRAS
CUTANEAS (FIBROSIS)

Caracteristica

1000-1500 1501-2000 1 | 2001 0 mas
Espesor promedio de
la fibrosis (micras) 26/45 casos 12/45 casos 7145 casos
(57.7%) (26.66%) (15.55%)

Fibrosis en Unidades
pixel de la dermis

2500-4500 UP

28/45 casos
(62.22%)

4501-6500 UP

14/45 casos
(31.11%)

6500 o méas UP

3/45 casos
(6.66%)

En la valoracion de datos histologicos cutaneos tales como: atrofia de

anexos cutaneos, presencia de infiltrado inflamatorio, tipo de células
inflamatorias y localizacion de las mismas, se encontré lo siguiente: Las 7
muestras de piel consideradas por el espesor medio de la dermis como NFD
tuvieron atrofia de anexos cutaneos, dato que apoya el diagnéstico de esta
lesion. Los 38 casos con una medicion del espesor medio de la dermis
considerados como normales y limitrofes, no tuvieron atrofia de anexos. Tabla

No. 5.

Se encontré infiltrado inflamatorio cronico en 5 casos, Tabla No. 5,
predominantemente en forma de maguitos perivasculares de células
mononucleares. Estos 5 casos fueron del grupo de los considerados
previamente como NFD. Hubo infiltrado inflamatorio mixto agudo (neutrofilos) y

crénico en 1 de éstos 7 casos de NFD. (Fig. 6).

TABLA No. 5: CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LAS MUESTRAS
CUTANEAS (ATROFIA DE ANEXOS E INFILTRADO INFLAMATORIO)

Caracteristica

Sin atrofia Con atrofia

Atrofia de los anexos cutaneos

38/45 casos 7/45 casos




Sin infiltrado Con infiltrado
Infiltrado inflamatorio
40/45 casos 5/45 casos
Tipo del infiltrado inflamatorio Mixto (agudo y Cronico
crénico)
5/5 casos
1/5 casos
Localizacion del infiltrado
inflamatorio
Perivascular 0 casos 3/5 casos
Perianexial 0 casos 1/5 casos
Inespecifico 1/1 caso 1/5 casos
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Fig. 6: Cuatro diferentes muestras de piel tefiidas con Hy E de los casos considerados como
NFD que tuvieron infiltrado inflamatorio en la dermis. En las figuras A, B y C es
predominantemente perivascular y son células mononucleares. En la figura D el infiltrado tiene

una localizacion “inespecifica” en la dermis, con mezcla de algunos neutrdfilos.

Continuando con la evaluacién de las muestras cutdneas, se encontrd
que al revisar los vasos arteriolares de la dermis, hubo 20 casos con
engrosamiento de la pared, principalmente por esclerosis de la misma. Se

categoriz6 el dafio en leve, moderado y grave. En promedio, el nimero de

arteriolas engrosadas en los 20 casos fue de 6.15 + 1.11. Tabla No. 6.




TABLA No. 6: CARACTERTSTICAS MICRQSCOPICAS DE LAS MUESTRAS
CUTANEAS (EVALUACION VASCULAR)

Caracteristica

Casos con arteriolas engrosadas 20/45 casos
No. de arteriolas engrosadas en promedio en los
g P 6.15 + 1.11
20 casos. -
No. de arteriolas con engrosamiento leve 1.10 +0.85
No. de arteriolas con engrosamiento moderado 2.40+1.01
No. de arteriolas con engrosamiento grave 2.73 +1.03
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Fig. 7: Fotomicrografias de vasos arteriolares dérmicos (H y E, 40X) que muestran diferentes
grados de engrosamiento de la pared.

Hay una asociacién alta entre los casos con engrosamiento vascular y la
diabetes mellitus (X?= 11.66, p= 0.001) entre los casos con engrosamiento
vascular y la diabetes mellitus. Con otras variables tales como HAS, infiltrado
inflamatorio y fibrosis dérmica no se observo asociacion con el engrosamiento
vascular. Es decir, la mayor parte de los casos estudiados en los que se

encontré engrosamiento vascular eran diabéticos 15/20 casos.

La expresion cutanea del TGFB-1 a través de la técnica de
inmunohistoquimica (inmunoperoxidasa indirecta) fue cuantificada en unidades
pixel, aprovechando la capacidad de reconocimiento de color del software
(Image-Pro-Plus). Las muestras se digitalizaron y se midieron 10 campos no

cruzados examinados a 100 aumentos, de los cuales se saco un promedio para



cada muestra. Las muestras se dividieron arbitrariamente en 3 intervalos de
unidades pixel para mostrarse en la Tabla No. 7: 1500-3000 UP, 3001-4500
UP y 4501 o mas UP.

Se comparo la medicion final de cada muestra (promedio de 10 campos
del TGFB-1 con la fibrosis expresada de la misma manera, obtenida de la
medicion del tricromico de Masson referida en la Tabla No. 4. Se efectu6
correlacion con el método de Spearman y se obtuvo un coeficiente de r= 0.707,
p= 0.01. (Fig. 8)

TABLA No. 7: EXPRESION CUTANEA DEL PROMEDIO DE 10 CAMPOS
MEDIDOS CON TGFB-1

Caracteristica

1500-3000 UP 3001-4500 UP | 4501 o méas UP
TGFB-1 en unidades

pixel de la dermis 20/45 casos 20/45 casos 5/45 casos
(44.44%) (44.44%) (11.11%)
8000
6000 *
4000 +
2000 «
@ TGFB1
=
< ) . FIBROSIS

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43

Case Number

Fig. 8: Grafica que muestra la correlacion entre la Fibrosis (verde) y el TGFB-1 (rojo) para cada
caso.



Se revisaron las 45 muestras pulmonares con H y E, tricromico de
Masson y con TGFB-1. Se tuvieron que excluir de la medicién de fibrosis y de
TGFB-1 12 muestras, pues tenian datos histoldégicos de neumonia de focos
multiples (5 casos), antracosis con fibrosis asociada (3 casos), neumonitis
probablemente urémica (3 casos) y en un caso una metastasis pulmonar. Se
decidié no cuantificar estos casos ya que los cambios antes mencionados, son
variables que modifican la cuantificacién (en unidades pixel) del color a través
del software de imagen, del color azul (tricromico de Masson) o café ocre

(inmunohistoquimica).

De los 33 casos analizables la fibrosis ni la expresion del TGFB-1 no

mostro diferencias significativas.
Todas las muestras (32) con excepcion de 1 tuvieron una medicién en
pixeles de fibrosis muy parecida. Con un intervalo de 1500-1600 UP. (Fig. 9)

La expresion del TGFB-1 estuvo en las 33 muestras entre 2700-3100 UP.

Se efectud correlacién con el método de Spearman con las mediciones

de fibrosis y de TGF3-1 de la piel y se obtuvo un coeficiente de r=0.1, p=0.05.




Fig. 9: Fotomicrografia de cortes pulmonares tefiidos con tricromico de Masson. A B muestran
dos campos de los casos medidos para fibrosis y C y D dos campos de los casos excluidos.

Finalmente, se revisaron las muestras de musculo psoas. De los 45
casos estudiados obtuvimos 25 muestras analizables del musculo. Se observo
gue en 22 casos (88%) la fibrosis medida en unidades pixel era minima o
inexistente, con un intervalo de (0-35 UP). Pero en los 3 casos restantes (12%)
se observé una fibrosis considerable (852 UP, 1002 UP y 1123 UP,
respectivamente en cada uno de los 3 casos). (Fig. 10).

Los 3 casos con fibrosis en el muasculo psoas, son casos que

catalogamos inicialmente con NFD.

La correlacion con método de Spearman entre la fibrosis muscular y la
expresion de TGFB-1 fue r=0.674, p= 0.01.




Fig. 10: Se observan 4 campos tefidos con tricromico de Masson de la fibrosis muscular. Ay B

son casos considerados sin fibrosis. C y D son campos de casos considerados con abundante
fibrosis.



8. DISCUSION

Las manifestaciones cutaneas de los pacientes con IRC, han llamado
recientemente la atencion por la descripcién de la NFD (1, 4. Las publicaciones
al respecto, son practicamente descripciones de casos aislados y algunas
series pequefias que no permiten con facilidad darse cuenta de la frecuencia
de NFD. Nosotros mostramos en nuestra serie de 45 casos, 7 (15.55%) que
consideramos compatibles histolégicamente con NFD. Lo anterior basado en
dos cambios: 1) Que el espesor medio de la dermis era mayor de 2001 p,
considerado como valor util en las descripciones de fibrosis dérmica de tipo
“esclerodermiforme”. 2) Que en los mismos 7 casos hay atrofia de anexos
cutaneos, cambio que clasicamente se observa en las biopsias de piel con mas
fibrosis de lo normal.

Consideramos como fue mencionado previamente, que la medicion de
fibrosis dérmica a través del software de imagen, no correlacion6 con los casos
que habiamos catalogado con el espesor medio de la dermis como NFD
porque la diferencia tintorial que existe en el tricromico de Masson entre las
muestras. La mayor parte de las muestras de piel (42 casos, 93.33%) tuvieron
una medicién en pixeles considerada normal.

También es de llamar la atencion que los casos que contaron con
infiltrado inflamatorio dérmico y engrosamiento de los vasos arteriolares de la
piel, (X?= 11.66, p= 0.001) eran casos con diabetes mellitus. En la mayor parte
de las revisiones esta enfermedad (DM) es considerada precursora de muchos
de los cambios histolégicos en diferentes tejidos que posteriormente ocasionan
fibrosis de los mismos. Por lo que no se puede perder de vista que la fibrosis
de la piel y otros 6rganos en pacientes con IRC puede tratarse de un fenémeno
multifactorial, en el que enfermedades como la DM contribuyan directamente.

La correlacion directa que encontramos entre el TGFB-1 con la fibrosis
dérmica (r= 0.707, p= 0.01) era esperada, pues se trata de una molécula
profibrética. EI TGFB-1 ha sido descrito como el mecanismo a través del cual
muchos tejidos presentan fibrosis. La importancia de esta asociacion, no esta
solamente en la descripcién del mecanismo fisiopatogénico de la fibrosis, si no
de la posibilidad futura de bloquear terapéuticamente al TGFB-1 para evitar la

fibrosis.



Desafortunadamente la correlacion de la fibrosis pulmonar no fue
significativa y valida para la comparacién con la fibrosis dérmica, ya que se ha
descrito (4) que se trata de un fendémeno sistémico NSF que afecta érganos muy
variados como el pulmén, corazén, masculo y nervio, entre otros tejidos. Era
importante analizar la fibrosis de érganos como el pulmon, porque el acceso a
tejidos como este en pacientes con IRC es practicamente nulo.

Sin embargo, obtuvimos una mejor correlacion entre la fibrosis dérmica y
la del masculo psoas. Ya que de los 3 casos dafiados, eran de los catalogados

previamente como NFD.



9. CONCLUSION
1. La frecuencia de NFD en una serie de 45 autopsias con IRC de diferentes

etiologias fue de 15.55%.

2. Los cambios histoldgicos de NFD son iniciales y sutiles y no siempre se

correlacionan con las manifestaciones clinicas descritas en la literatura.

3. El mejor parametro para determinar la NFD es el espesor medio de la

dermis.
4. No hay correlacion de la NFD con la fibrosis pulmonar intersticial.

5. La fibrosis del musculo psoas fue el parametro que mostré mayor correlacion
con la NFD.
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