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RESUMEN:

INFILTRACION DE MACROFAGOS EN RINON EN NINOS CON PURPURA
DE HENOCH-SCHONLEIN Y RELACION CON LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

Protocolo HIM/2007/018

ANTECEDENTES: La purpura de Henoch-Schdnlein es una forma de vasculitis
sistémica, con depositos inmunes dominantes de IgA, que afecta vasos
sanguineos pequefios y mdultiples o6rganos, entre ellos, piel, intestino y
glomérulos. La sintomatologia se resuelve generalmente en 8 semanas, sin
embargo puede recurrir como nefritis (hematuria con o sin proteinuria). El dafio
renal en nifios, aparece en el 20 al 56% y en mas del 95% se presentan como
hematuria. Microscopicamente, los glomeérulos muestran desde cambios
minimos hasta una proliferacién endocapilar difusa y medias lunas. En lesiones
severas, que muestran actividad clinica e histolégica, con formacién de medias
lunas y proliferacion endocapilar difusa, se ha observado mayor infiltrado
inflamatorio por leucocitos mononucleares, los cuales promueven la secrecion
de mediadores inflamatorios y a su vez mayor dafio intersticial y glomerular.
Esto se ha correlacionado con resultados desfavorables. Los macréfagos
pueden ser identificados en los tejidos por medio del marcador de
inmunoperoxidasa CD68. MARCO TEORICO: Se ha investigado la
participacion de los macrofagos en la progresion de varias enfermedades
renales de nifios, entre ellas, nefritis por purpura de Henoch-Schonlein y la
relacion entre la poblacion de macrofagos infiltrando los glomérulos y las
medias lunas con un estado clinicamente activo de la enfermedad. Se ha visto
gue la infiltracion por macréfagos en el glomérulo, los tabulos y el intersticio
indica actividad clinica en grupos de glomerulonefritis proliferativa en nifios.
Diversos estudios han sugerido que los monocitos, directamente median el
dafio de la membrana basal glomerular por liberacibn de proteasas
lisosomales, generando especies de oxigeno reactivo o afectando células
endoteliales glomerulares La presencia de estas células puede ser valorada
utilizando el marcador de inmunohistoquimica CD68. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA: La deteccién de macrofagos en biopsias renales de pacientes con
nefritis por PHS, por medio de CD68, es util como marcador de actividad y

respuesta al tratamiento. OBJETIVO: Evaluar la presencia y numero de células



monocitos/macréfagos en biopsias renales de nifios con nefritis por PHS y su
relacion con el tratamiento de la nefritis. HIPOTESIS: La presencia de células
monocitos/macrofagos en biopsias renales de pacientes con nefritis por PHS,
se correlaciona con datos histopatolégicos de actividad y respuesta al
tratamiento. MATERIAL Y METODO: Estudio prospectivo, longitudinal,
aleatorizado. Se revisaron las biopsias renales iniciales, de 17 nifios con
nefritis por PHS y la biopsia al afio, posterior al tratamiento con dos
medicamentos diferentes (azatioprina o micofenolato). Las biopsias fueron
clasificadas de acuerdo al ISKDC y procesadas para la busqueda de células
positivas para el marcador de inmunohistoquimica CD68, las cuales fueron
cuantificadas y expresadas en porcentaje en el intersticio y en glomérulos.
Finalmente se correlaciond con los datos histolégicos de actividad y respuesta
al tratamiento. ANALISIS ESTADISTICO: Se emple6 estadistica descriptiva
para variables numéricas empleando promedio y desviacién estandar o
mediana y rango, dependiendo de la distribucion. Tablas de frecuencias para
variables ordinales. Para valorar si existe regresién de la lesién por grupo de
tratamiento, se utilizard Chi cuadrada. Se realiz6 analisis de correlacion de la
infiltracion por células CD68 positivas y el grado de lesion histologica. Para
comparar el porcentaje de infiltrado, se utilizara t pareada o prueba de
Wilcoxon, de acuerdo a la distribucion. RESULTADOS: La actividad de la lesion
histolégica, se correlacion6 con el porcentaje de macrofagos en la biopsia
renal. En ambos grupos de tratamiento, en la biopsia tomada a los 12 meses,
se observd disminuciéon de las células CD68+ en glomérulos e intersticio, sin
embargo, en el grupo tratado con micofenolato, la disminucion fue mas
acentuada.

CONCLUSIONES:

1) El hallazgo histolégico de macréfagos en las biopsias renales de nifios con
nefritis por Pdrpura de Henoch-Schdonlein, se correlaciona con mayor grado de
lesion histologica, tanto glomerular como intersticial interpretado como estadios
II'y lll de acuerdo a la clasificacion propuesta por la ISKDC. 2) El tratamiento
con antiproliferativos (Azatioprina o Mofetilmicofenolato) en combinacion con
prednisona, es eficaz para disminuir el porcentaje de macréfagos tanto en los
glomérulos como el intersticio. Sin embargo, el grupo de pacientes tratados con

micofenolato, tuvo una disminucién significativa de células CD68+ en glomérulo



en la biopsia de 12 meses. 3) Sera necesario continuar con el protocolo,

inluyendo a un mayor numero de pacientes y prolongando el seguimiento.



1. ANTECEDENTES:

La purpura de Henoch-Schénlein (PHS), también conocida como sindrome de
Schonlein-Henoch, nefritis de Schdnlein-Henoch, puarpura anafilactoide vy
purpura reumatoidea.

El nombre se debe a los médicos alemanes Johann Lukas Schénlein (1793-
1864) y Eduard Heinrich Henoch (1820-1910). Algunos autores consideran que
el nombre "Schonlein" deberia ir en primer lugar debido a que fue la primera
persona en reconocer la enfermedad (en 1837) o al menos eso se cree, ya que
la condicién parece haber sido primero descrita por Heberden en 1801. Henoch
en 1868 reportd el primer caso de un paciente con colico, diarrea
sanguinolenta, artralgias y lesiones cutaneas [1].

Se considera una forma de nefropatia por IgA, con prominente compromiso
extrarrenal. Es una vasculitis sistémica, con depdositos inmunes dominantes de

IgA, que afecta vasos sanguineos pequefios de piel, intestino y glomérulos.

1.1 EPIDEMIOLOGIA:

Su presentacion ocurre a cualquier edad, sin embargo es mayor en menores de
10 afios. Con una relacion hombre/mujer de 1.3:1 a 2.3:1 [1, 2].

Generalmente surge después de una infeccion aguda de vias respiratorias.
Clinicamente se presenta como purpura, afectando principalmente
extremidades inferiores y glateos, pero también puede observarse en brazos,
cara y oidos. Hay artritis, dolor abdominal, sangrado de tubo digestivo y nefritis
La etiologia de la enfermedad se cree que es multifactorial, con componentes
genéticos, medioambientales y antigénicos. Muchos pacientes relatan
antecedente de infeccion de vias respiratorias superiores, o gastrointestinales.
También se informan casos de purpura de HS después de ingestién de algunos

medicamentos y de vacunas [1, 2].

1.2 CUADRO CLINICO:

La presentacion clinica incluye un rash caracteristico, poliartritis migratoria,
compromiso renal y compromiso gastrointestinal. Después de sintomas
prodrémicos se desarrollan las lesiones en piel, dolor abdominal, edema

periférico, vémito y artritis, aunque solo las lesiones en piel se presentan en el



100% de casos, siendo el sintoma de presentacion inicial en el 50% de
pacientes. Las lesiones consisten en maculas eritematosas, pépulas
urticariales y placas (purpura palpable). Estas lesiones cutdneas tienden a
aparecer en extremidades inferiores, parte baja del abdomen y regiones
gluteas. La erupcion usualmente dura un promedio de 3 semanas. Hay
sintomas gastrointestinales en hasta 85% de los pacientes, e incluyen dolor
abdominal, nauseas y vomito, siendo el sintoma mas comun el dolor tipo cdlico.
El compromiso articular se presenta en cerca del 75% de casos y es el sintoma
de presentacion inicial en el 25%. Suelen afectarse articulaciones de rodilla y
tobillos, presentando dolor y edema [3].

Las alteraciones renales se presentan entre el 30 y el 50% de pacientes. Los
pacientes con nefritis, en mas del 95%, presentan hematuria leve. También
pueden tener proteinuria y en algunos casos oliguria y falla renal. Puede haber
alteraciones renales permanentes en hasta el 20% de pacientes.

La sintomatologia generalmente se resuelve en 6 a 8 semanas, sin embargo,
puede recurrir manifestandose como nefritis (hematuria con o sin proteinuria),
la cual aparece generalmente dentro de las 9 semanas posteriores al inicio de
la dermatosis (se han reportado casos de aparicion de nefritis hasta de 3 a 5
aflos posteriores a las manifestaciones dérmicas). Se consideran factores
predisponentes parpura de un mes, sangrado gastrointestinal y disminucion del
factor XIII [1, 3].

1.3 ANATOMIA PATOLOGICA:

Macroscépicamente, los rifiones pueden ser grandes, la corteza pélida, con
petequias en la superficie de la misma. Microscopicamente, los glomérulos
pueden verse normales o presentar proliferacion endocapilar difusa y medias
lunas [3].

A través del tiempo se han utilizado diversas clasificaciones para la nefritis por
PHS, Meadow et al, Heaton, Emancipator (1992), pero la clasificacién actual
para las lesiones renales es la propuesta por el ISKDC (International Study of
Kidney Disease in Childhood), la cual se basa en la presencia de medias lunas

(proliferacién extracapilar) [1, 4].



I: Lesiones glomerulares minimas, ausencia de medias lunas.

II: Ausencia de medias lunas
lla. Proliferacion mesangial pura.
lIb. Proliferacion endocapilar focal y segmentaria

llc. Proliferacion endocapilar difusa.

Ill: Presencia de proliferacion extracapilar en menos del 50% de los glomérulos.
[lla. En asociacion con proliferacion endocapilar focal y segmentaria

[lIb. Con proliferacion endocapilar difusa.

IV: Proliferacion extracapilar en 50 — 75 % de los glomérulos.
IVa. En asociacion con proliferacion endocapilar focal y segmentaria

IVb. Con proliferacién endocapilar difusa.

V: Proliferacion extracapilar en mas de 75% de los glomérulos.
Va. En asociacion con proliferacion endocapilar focal y segmentaria.

Vb. Con proliferacion difusa

VI: Glomerulonefritis pseudomembranoproliferativa.

Los cambios tubulointersticiales se observan a la par de los glomerulares. En
lesiones severas, con muchas medias lunas, hay edema e infiltrado inflamatorio
intersticial, compuesto principalmente por leucocitos mononucleares aunque
también pueden observarse eosindfilos. Células espumosas intersticiales
pueden acompafar a la atrofia tubular y fibrosis intersticial. La arteritis
necrosante es raramente vista en la biopsia renal [1, 2].

El depdsito de IgA es el que predomina, aunque IgG e IgM pueden estar
presentes, C3 también puede observarse en la mayoria de los casos. C1qy C4
estan ausentes en muchos casos. Casi exclusivamente, se observa IgAl y
cadena J, se depositan en el mesangio, en algunos casos con depdsitos
periféricos en la pared capilar. El fibrindbgeno, esta presente en las medias
lunas o asociado a lesiones necrosantes segmentarias. La tincion mesangial

esta presente en muchos casos [1, 2].



La microscopia electrénica muestra complejos inmunes subendoteliales y
menos subepiteliales que la nefropatia por IgA, también hay depdésitos

mesangiales e intramembranosos.

1.4 DIAGNOSTICO:

El diagnéstico de la PHS en el nifio es clinico. Es relativamente facil en la
forma de presentacion clasica. Segun los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia, la presencia de una purpura palpable, no trombocitopenica, de
distribucion fundamentalmente en extremidades inferiores, en un enfermo de
edad inferior a 20 afios, junto con uno de los siguientes signos o sintomas:
artritis, dolor abdominal, hemorragia gastrointestinal o hematuria (macroscopica
0 microscopica), definen el diagnéstico de la PHS, con una sensibilidad 87.1%
y especificidad de 87.7%. En el caso de presentacion atipica o evolucién no
habitual, habria que recurrir al estudio histopatologico, mediante la constatacién
de vasculitis leucocitoclastica y los depositos de inmunocomplejos de IgA. En
ocasiones, es necesario realizar el diagnostico diferencial con otro tipo de
parpuras, de causa hematoldgica, infecciosa 0 asociada a padecimientos
autoinmunes. En general, un examen clinico y bioldgico riguroso nos permite
realizar el diagnostico sin dificultad [1, 4, 5].

Los datos de laboratorio en la PHS son inespecificos. El hemograma es normal
o presenta moderada leucocitosis. Las plaquetas, por definicion, son normales.
El tiempo de protrombina y el tiempo parcial de tromboplastina activado son
normales. Hasta en una 50% de los pacientes tienen disminucién del nivel del
factor XIII (factor estabilizador de la fibrina). Algunos estudios han relacionado
la disminucion del factor Xl con la presencia de dolor abdominal y hemorragia
gastrointestinal. Algunos estudios encuentran signos de activacion sérica del
sistema del complemento por la via alternativa (disminucién de CH 50 y
Properdina), pero otros estudios no han podido confirmar estos hallazgos. En la
practica, en la mayor parte de los nifios con PHS no hay signos de activacion
del complemento. Otros datos, como anticuerpos antinucleares (ANA), factor
reumatoide, ANCA IgG y ANCA IgA, son negativos en la gran mayoria de los

casos [4-6].



1.5 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL:
El diagnéstico diferencial debe hacerse con vasculitis asociadas a ANCA
(poliangeitis microscopica, granulomatosis de Wegener), lupus eritematoso

sistémico, crioglobulinemia, glomerulonefritis postinfecciosa IgA dominante [3].

1.6 PATOGENESIS:

Dentro de la patogénesis, se postula que un antigeno desconocido estimula la
produccion e incremento de la IgA y que los complejos inmunes asi formados
se depositan localmente en muchos sitios del cuerpo activando inflamacion y
originando vasculitis necrosante. Otra posibilidad es con respecto al aumento
de IgE, que muestra la mayoria de los pacientes, la cual se deposita en las
células de Langerhans cutaneas y mastocitos. La unién de IgE con los
mastocitos, sirve como fuente potencial de IL-8, un potente quimioatrayente
para neutréfilos, lo cual origina la vasculitis leucocitoclastica [1, 3]. Hay
evidencia de una glucosilacion anormal de la IgAl, lo que contribuye al
depdsito mesangial en los glomérulos. La activacion del complemento, en el
glomérulo, ocurre a través de la via alterna y de la lectinas-manosa [4].

Algunos investigadores, han sugerido, que la PHS, puede ser una forma
sistémica de nefropatia primaria por IgA, o que la nefropatia IgA es una forma
renal limitada de PHS. Esto, se deduce debido a la existencia de pacientes con
biopsia renal diagnosticada como nefropatia por IgA y los cuales a los 2 a 13
afos posteriores a la crisis renal, desarrollaron PHS.

La nefropatia por IgA y PHS, han sido reportadas en miembros de la misma
familia, sin embargo, se sabe que la nefropatia por IgA es extensamente
heterogénea en cuanto a su presentacion clinica, expresion patologica y esto
puede ser influenciado por factores genéticos o ambientales. Conforme se
conozcan mas de los mismos, se podra concluir, si son entidades
independientes o corresponden a una sola enfermedad con presentacion
clinica variable [1].

A diferencia de la nefropatia por IgA, no se han identificado, alteraciones
genéticas especificas. Se sabe que las deficiencias de C4 y C2 (miembros del
complemento), se asocian con mayor probabilidad de desarrollar PHS.
Pacientes homocigotos para el alelo ACE D, son mas susceptibles de presentar

proteinuria persistente o significativa.



Se han asociado algunos antigenos HLA con aumento en la probabilidad de

desarrollar PHS y nefritis secundaria [1, 5].

1.7 PRONOSTICO:

Las alteraciones renales marcan el pronostico de la enfermedad.
Aproximadamente el 60% de pacientes presenta resolucion de la enfermedad,
usualmente en los primeros 6 meses; otro 15 a 20% presenta anormalidades
urinarias menores sin deterioro de la funcién renal, y otro 20 a 25% presenta
dafio renal progresivo hasta falla renal terminal en 10 a 20 afos. Hallazgos de
mal pronostico incluyen un curso clinico prolongado, proteinuria severa,
hematuria macroscépica, hipertension arterial, porcentaje de semilunas y en
algunos trabajos, extension de los depdsitos subendoteliales [4].

Los pacientes con medias lunas en mas del 50% de los glomérulos, o lesiones
membranoproliferativas (IV o VI), tienen 35% de probabilidad de desarrollar
insuficiencia renal crénica o morir en los siguientes 6 afios a partir del
diagnéstico de la nefritis. Comparada con 3% en estadios | o Il. Otro factor
pronostico es la fraccion de glomérulos con medias lunas, la infiltracion por
macrofagos y la inflamacién intersticial, los cuales se correlacionan con un

resultado desfavorable [2, 7].

1.8 TRATAMIENTO:

La PHS en muchas ocasiones no precisa ningun tratamiento mas que
observacion y seguimiento clinico. Asi ocurre en los casos que se presentan
con sintomatologia moderada, sin afectacion renal o cuando ésta es leve
(hematuria microscoépica con proteinuria leve o sin ella). Los corticoesteroides
pueden ser efectivos en el tratamiento del dolor abdominal y de la artritis. En
cambio, no tienen ningln efecto sobre la parpura y no modifican la duracion del
proceso o la aparicién y frecuencia de las recidivas [1]. Cuando hay nefritis
grave (con insuficiencia renal, sindrome nefrético o mas de 50% de los
glomérulos con semilunas en la biopsia renal) el tratamiento es controvertido.
Algunos autores creen que no hay un tratamiento efectivo, mientras que otros
apoyan el tratamiento con corticoides, asociados 0 no a inmunosupresores,
para prevenir la nefropatia crénica y mejorar los resultados finales. Asimismo,

hay varios estudios retrospectivos que indican la mejoria de la lesiones renales



y/lo la disminucién del progreso de la mismas, mediante la asociacion de
corticoides y azatioprina o ciclofosfamida. Otros tratamientos, como la
plasmaféresis o la administracion de inmunoglobulinas intravenosas no
superaran la categoria de tratamientos anecdoéticos, que precisan de mas
estudios para poder ser recomendados. También son necesarios mas estudios
para comprobar la eficacia de la administracion de factor XlII en el tratamiento

del dolor abdominal y de la hemorragia gastrointestinal en la PHS [4, 5].

La enfermedad puede recurrir post-trasplante (53%), pero usualmente como
depodsitos de IgA sin deterioro de la funcidén; se detecta nefritis clinica
recurrente en aproximadamente 18% de casos; en 9% se producira pérdida del

injerto como consecuencia de la enfermedad [5].
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2. MARCO TEORICO:

La purpura de Henoch-Schénlein es la vasculitis mas frecuente en pediatria.
Han existido diversas clasificaciones histolégicas para la nefritis por PHS, las
cuales graduan la fraccion de glomérulos con medias lunas [7]. La primera es la
de Meadow et al, la cual consideré el grado de proliferacion mesangial con
extensién endo y extracapilar. Esta clasificacién es similar a la propuesta por
Lee et al para la nefropatia por IgA (excepto por que el grado IV en la
clasificacion de Meadow puede tener medias lunas en mas del 50%, mientras
que en la clasificacion de Lee et al la afectacion es en mas del 45%) [1, 4].
Emancipator en 1992, reviso los criterios de Heaton y propuso una clasificacion
mas detallada, con seis clases histoldgicas, distinguidas de acuerdo a la
presencia o ausencia y extension de la proliferacion extracapilar, con subclases
definiendo las caracteristicas de las lesiones endocapilares.

Méas comunmente, se utiliza la clasificacion ISKDC (International Study of
Kidney Disease in Childhood), la cual se basa en la presencia de medias lunas
[8].

Esta le da énfasis a la aparicibn de medias lunas en el glomérulo, siendo el
Unico factor que determina los grados I, lll, IV y V. Los estadios mas
frecuentes, son el Il y Ill con muy pocos grados V o VI. En los grados | y Il, los

cambios tubulointersticiales y glomerulares son minimos.

Recientemente se ha investigado la participaciéon del sistema monocito-
macrofago en las lesiones intraglomerulares e intersticiales en biopsias de
pacientes con nefropatia por PHS donde se ha demostrado la presencia de un
infiltrado importante de macréfagos en las etapas iniciales o agudas, aun antes
de que aparezcan signos clinicos de enfermedad renal. Sin embargo existen
diversas publicaciones acerca del papel que juegan los macréfagos en la
nefritis por PHS asi como en otras nefropatias que afectan a nifios y adultos [5,
8].

Los macrofagos activados intraglomerulares, estan involucrados en la
glomerulonefritis de medias lunas por secrecion de mediadores inflamatorios,

citocinas y quimiocinas. Su asociacién con células epiteliales glomerulares lleva
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a la formacion de medias lunas por la sobre regulacion de moléculas de
adhesion y formacion de matriz. EI MIP-1a (macrophage inflammatory protein)
es una quimiocina, proteina inflamatoria de macréfagos, secretada por
linfocitos, neutrofilos, fibroblastos, astrocitos y mesangio. EI MCP-1
(macrophage chemotactic protein) es una proteina quimioatrayente de los
monocitos y esta implicada en la patogénesis de glomerulonefritis humana.
Durante un estudio realizado, los niveles de MCP-1 se correlacionaron con el
grado de macréfagos en el intersticio, mostrando medias lunas fibrosas y
fibrocelulares, ademas de ser un factor importante en la progresion de lesiones
tubulointersticiales, correlacionandose bien con las células CD68 positivas en el
intersticio [9].

Los niveles de MCP-1 urinarios, son indetectables en las nefropatias por
cambios minimos o lupus sistémico. Sin embargo, los niveles de MCP-1 se
correlacionan con el grado de infiltracibn por macréfagos en el intersticio,
mostrando medias lunas fibrosas o fibrocelulares. La proteina MIP-1a, esta
involucrada en la fase aguda, mientras que MCP-1, esta involucrado en la fase
cronica [9].

La afectacion renal en la parpura de Henoch-Schénlein, es reportada en 10 a
100%, con media de 40%. Los macréfagos y monocitos, son detectados por
inmunohistoquimica en lesiones necrosantes extracapilares. Este aspecto es
similar al observado en otras formas de nefritis necrosante (vasculitis asociadas
a ANCA, enfermedad anti-membrana basal glomerular, glomerulonefritis por
IgA). El reclutamiento de los monocitos, parece ser mediado principalmente por
una molécula de adhesién celular VCAM-1. Ademas, los monocitos-macréfagos

(CD68) y linfocitos T (CD3), son generalmente observados en el intersticio [4].

En la orina de pacientes con glomerulonefritis acompafiada por infiltracion
celular activa, incluyendo nefropatia por IgA, nefritis por pUrpura de Henoch-
Schoénlein y glomerulonefritis asociada a ANCA, las células T junto con
macrofagos, aparecen juntas. Las células T, aparecen en el espacio urinario y
funcionan como células efectoras en lesiones inflamatorias renales. Estas
células, infiltran los glomérulos, las medias lunas y provocan lesiones
tubulointersticiales. La presencia de células T y macréfagos en orina, reflejan la

reaccion inmune celular, que ocurre en rifiones de pacientes con
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glomerulonefritis acompafada por infiltracién activa de células. Esto indica que
el ataque por células efectoras inmunes, sobre el tejido renal, puede ser

orientado a las paredes capilares glomerulares o tubulos [10].

Se ha investigado la participacion de los monocitos/macrofagos en la
progresion de varias enfermedades renales de nifios. Estas células fueron
medidas en orina y en el tejido renal, de acuerdo al nhumero de células CD68
positivas, infiltrando los glomérulos. La cantidad de monocitos/macrofagos,
fueron significativamente mas alta en PHS en comparacién con sindrome
nefrético de cambios minimos, una alta tendencia fue encontrada en la
nefropatia por IgA, glomerulonefritis proliferativa y glomeruloesclerosis focal y
segmentaria y glomerulonefritis membranoproliferativa. ElI numero de
monocitos/macrofagos en 1 ml de orina, se correlacioné significativamente con
el infiltrado glomerular y tubulointersticial. De acuerdo a los resultados, se
sugiere que la infiltracion del tejido renal por macrofagos/monocitos, participa
en el desarrollo de varias enfermedades renales, principalmente en un estado
clinicamente activo de la enfermedad. Los monocitos/macrofagos en orina,
reflejan el nimero de estas mismas células, infiltrando el glomérulo, los tubulos
y el intersticio. Por lo tanto, se sugiere que el nUmero de estas células en orina,
indica la actividad clinica en grupos de glomerulonefritis proliferativa en nifios
[11].

En otro estudio realizado por K. Kurose en 1994, en nefropatia por IgA y en
nefritis por purpura de Henoch-Schénlein, se valoré la relacion entre la
poblacion de macréfagos infiltrando los glomérulos y las medias lunas. Los
macrofagos fueron tefiidos con CD68. En el glomérulo con medias lunas, se
observo que una considerable cantidad de macrofagos infiltraban el tejido renal
en PHS y en los estadios tempranos de la nefropatia por IgA. El glomérulo con
medias lunas celulares, mostr6 muchos macréfagos, comparado con aquellos
con medias lunas fibrosas o fibrocelulares. Estos hallazgos sugieren que los
macréfagos juegan un rol importante en la fase temprana con medias lunas

celulares en nefropatia por IgA y en PHS [14].

En varios tipos de glomerulonefritis experimental, la infiltracion intraglomerular

de monocitos ha sido demostrada. Muchos investigadores han sugerido el
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papel que estas células juegan en la inflamacién glomerular y reparacién. Se
ha estudiado la acumulacion de estas células en glomerulonefritis experimental
humana (GN), por métodos histoquimicos como tincibn de esterasa no
especifica, lisozima, alfal-antitripsina, y por anticuerpos monoclonales. En este
estudio, se examind la presencia y el rol de los monocitos intraglomerulares en
una gran serie de GN por medio de la reaccion de esterasa no especifica
(NSE), utilizando alfa-naftil butirato y basdndose en datos clinicos y patologicos
[9, 10].

Solo casos con mas de tres glomérulos por corte tisular, fueron estudiados. El
namero total de células intraglomerulares NSE-positivas, fueron contadas en
tres cortes y se calcul6 el numero medio de estas células por glomérulo (indice
monocito, MI).

En los resultados, se encontrd un nUumero prominente de monocitos
intraglomerulares en GN proliferativa extracapilar, proliferativa endocapilar,
nefritis lUpica y crioglobulinemia.

En la GN extracapilar con medias lunas, se detectaron células NSE positivas
en los capilares glomerulares y en las medias lunas, asi como en el intersticio.
El indice MI, fue mas alto en la GN extracapilar celular que en los grupos
fibrocelulares o fibrosos. En la GN intracapilar, las células NSE-positivas se
detectaron principalmente en la luz capilar y unos pocos monocitos fueron
encontrados en el mesangio.

En los pacientes con nefritis por PHS, nefropatia por IgA y GN
membranoproliferativa, el puntaje medio fue significativamente mas alto que en
las alteraciones glomerulares menores. En los casos de PHS con lesiones
necrosantes, tenian puntajes de MI significativamente mas altos (n=4,
MI=1.73£1.05) que aquellos sin necrosis (n=7, MI=0.71+0.63). Los monocitos
fueron detectados en distribucién focal y segmentaria, correspondiendo con
lesiones segmentarias.

En GN endocapilar, Monga et al, mostré un ndmero significativo de ceélulas
NSE positivas en los casos de hipercelularidad prominente y exudacion dentro
de las primeras 6 semanas desde el inicio de la enfermedad. En este estudio,
los monocitos intraglomerulares, fueron también prominentes en proporcion al
grado de cambios exudativos histolégicos, pero no hubo una correlacion entre

infiltracion glomerular por monocitos y la duracion de la crisis.
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Diversos estudios en GN experimental han mostrado que los monocitos
intraglomerulares podrian inducir proteinuria. Sin embargo puede ser el
resultado de diversos mecanismos mas que mediacion directa por monocitos
como se describié por Glassock et al. En PHS y nefropatia por IgA, se observé
importante afectacion intraglomerular, aparte de estas dos GN, la infiltracion
por monocitos fue vista en pacientes no solo con marcada proliferacion,
también en lesiones segmentarias, medias lunas, adhesiones a la cdpsula de
Bowman y necrosis. A pesar de estos estudios, el mecanismo involucrado en el
influjo renal por monocitos y su rol, en cada GN, necesita discutirse y

estudiarse mas [12].

Otro estudio realizado por Takahiko O. y colaboradores [13] en 1996, se basoé
en la investigacion del significado de la coagulacion intraglomerular y fibrinolisis
en nefropatia por IgA y nefritis por purpura de Henoch-Schoénlein, se examino la
distribucion de la fibrina de unién cruzada intacta, modulada por la actividad de
plasmina y fue investigada en 25 pacientes con nefropatia por IgA 'y en 12 con
PHS. También se detecto la invasion de macréfagos intraglomerulares, usando
el anticuerpo monoclonal KP1 contra CD68.

La coagulacion es un evento importante en el desarrollo de glomerulonefritis
proliferativa mesangial severa y por medias lunas. Se conoce que los
macrofagos glomerulares, expresan actividad procoagulante en GN
experimental. Pocos estudios en GN humana, han elucidado, la produccion de
fibrina intraglomerular debido a invasion por macréfagos. El depdésito de fibrina,
es mas frecuentemente encontrada en glomérulos con PHS que en nefritis por
IgA [14]. En el estudio, los macréfagos fueron detectados en cortes de parafina,
utilizando el anticuerpo monoclonal CD68 (KP1).

De acuerdo al mecanismo de desarrollo de la formacion de medias lunas
glomerulares, se cree que la ruptura de la membrana basal capilar glomerular,
puede contribuir al depdsito de fibrinbgeno en el espacio de Bowman y la
aparicion de proliferacion celular extracapilar, estar relacionada con la
precipitacion de fibrina.

Holdworth y Tipping, reportaron que la extensién del deposito de fibrina en el
glomérulo, fue asociada con los grados de acumulacion de macréfagos

glomerulares en glomerulonefritis experimental en conejos.
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El nimero de macréfagos por glomérulo, fue significativamente mayor en el
grupo que presento positividad para fibrina de union cruzada intacta (n=15;
media + SD= 1.6£0.9), que en el grupo negativo (n=6; 0.5+0.6).

En la nefritis por PHS, el nimero de macréfagos por glomérulo (n=8; 1.9+1.0),
fue méas alta que en la nefritis por IgA (n=13; 0.9%£0.9). La coagulacion
intraglomerular puede progresar de acuerdo con la infiltracion por macréfagos,

especialmente en PHS [13].

El sistema monocito/macréfago y el sistema coagulacion/fibrinolisis, son
generalmente aceptados como potentes mediadores en el dafio glomerular
[15]. Estudios de reducciébn de macrofagos o transferencia de células
inflamatorias mononucleares en nefritis por suero neurotoxico, sugiere que
estas ceélulas pueden directamente inducir proteinuria. En este estudio, se
utilizo un anticuerpo monoclonal para fibrina de union cruzada (XFb), ya que el
depdsito de esta, frecuentemente ocurre en los glomérulos de pacientes con

nefritis por IgA y nefritis purpurica.

Los monocitos fueron las mas numerosas células que infiltraron los glomérulos
en pacientes con nefritis por IgA y PHS, se usaron dos clases de anticuerpos
monoclonales Mo2 y FMC 32. La tinciébn de monocitos con reaccion esterasa
no especifica, fue menos sensible que la tincién con anticuerpos monoclonales.
La poblacién de monocitos fue mas alta que la de células T CD4, CDS8, o
células B en el glomérulo de pacientes con nefritis por IgA o PHS. Cuando se
compardé los monocitos en estas dos poblaciones de pacientes, con aquellos de
nefritis proliferativa mesangial (no IgA) o MCNS (cambios minimos) se not6 un
significante aumento en el nUmero de monocitos intraglomerulares en nefritis
por IgA 'y en PHS [14, 15].

Hubo una significativa correlacion entre monocitos intraglomerulares y
proteinuria en pacientes con nefritis por IgA. Esta correlacion no fue evidente
en PHS. La infiltracidbn por monocitos fue mas prominente en pacientes con
PHS para aquellos cuyas biopsias renales fueron hechas en fases tempranas
de la enfermedad que aquellas tomadas en fases tardias. Por el contrario, los
monocitos en pacientes con nefritis por IgA no cambiaron, con respecto al

intervalo del tiempo entre el descubrimiento inicial de la hematuria/proteinuria y
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la biopsia renal. Esto sugiere que el estimulo inmunolégico disparador, para el
influjo de monocitos es agudo y transitorio en PHS, mientras que en nefritis por
IgA, el estimulo es mas persistente.

La formacion de medias lunas, hialinosis glomerular o poblaciones de
monocitos en el glomérulo no se correlaciond con el depdsito de fibrina de
unién cruzada. En este estudio las muestras fueron comparadas con aquellas
de tejidos normales, de pacientes con proliferacibn mesangial no IgA y
sindrome nefrético de cambios minimos.

Demostraron que los monocitos son el tipo celular inmune predominante que
infiltra los glomérulos en ambas nefritis por IgA y PHS. Otros estudios en
nefritis experimental han sugerido que los monocitos, directamente median el
dafio de la membrana basal glomerular por liberacibn de proteasas
lisosomales, generando especies de oxigeno reactivo o afectando células
endoteliales glomerulares. La importante contribucién de los monocitos para la
induccion de proteinuria en GN humana ha sido sugerida por Ferrario et al
1985 [4]. Los datos de este estudio confirmaron esta hipotesis para el caso de
nefritis por IgA.

Los monocitos/macréfagos expresan factor tisular procoagulante el cual puede
iniciar la via extrinseca de la coagulacion, lo que lleva al depdsito de fibrina. En
este estudio no encontramos una correlacion significativa entre la poblacion de

monocitos glomerulares y el depdsito de XFb en nefritis por IgA o PHS [15].

El marcador de inmunoperoxidasa CD68, es wuna glucoproteina
transmembrana, tipo I, de 110 KDa.

Holness y Simmons (1993) [17], aislaron clonas del cDNA codificando CD68
por expresion transitoria en células COS e inmunoseleccion, utilizando
anticuerpos monoclonales anti-CD68. Tiene un dominio extracelular altamente
glucosilado de 298 residuos, conteniendo 9 sitios potenciales de glucosilacion,
unidos a N y numerosos sitios de glucosilaciéon unidos a O. El dominio
extracelular consiste de dos regiones distintas, separadas por una bisagra rica
en prolina: dominio distal tipo mucina, que consta de repeticiones de péptidos
cortos y altamente enriquecidos con residuos de treonina, los cuales pueden

llevar cadenas de glucanos de union a O. Y un dominio proximal con
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significante secuencia homodloga a la familia de proteinas de enlace de
membrana plasmatica/lisosomal (LAMP 1y LAMP 2) [16].

CD68 es un miembro de la familia de moléculas hematopoyéticas tipo mucina,
que incluye leucosialina/CD43 y antigeno de célula madre CD34.

Por el método de FISH, Jones et al (1998) encontro la union de CD68 y EIF4A1
al cromosoma 17pl13. La molécula de union o asociada a CD68 es una

lipoproteina de baja densidad, modificada oxidativamente.

La expresion es intracelular, en granulos citoplasméaticos, pero puede ser
detectado en pequefias cantidades en la superficie de las células. Se puede
observar en monocitos, macroéfagos, células dendriticas, neutréfilos, basofilos,
mastocitos, en el subgrupo de células progenitoras hematopoyéticas de la
médula 6sea (CD34+), células T activadas y en el 40% de los linfocitos B de
sangre periférica y 50% de los linfocitos con inmunofenotipo B en LLA (aunque
la tincion es débil).

También se puede observar en el citoplasma de células no hematopoyéticas,
especialmente en higado, glomérulos y tubulos renales. Se han encontrado,

formas solubles de CD68 en suero y orina [17].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La deteccion de macrofagos en biopsias renales de pacientes con nefritis por

PHS, por medio de CD68, es util como marcador de actividad y respuesta al
tratamiento
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4. JUSTIFICACION:

Actualmente hay pocos estudios acerca del significado de la infiltracion por
células monocitos/macréfagos en biopsias renales de pacientes con nefritis por

PHS, su correlacién con la evolucion y su relacion con el tratamiento.
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5. OBJETIVOS:

5.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la presencia de infiltrado por macrofagos en biopsias

renales de nifios con nefritis por PHS

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar si existe disminucion del infiltrado, después del
tratamiento ya sea con Prednisona/Azatioprina o
Prednisona/mofetilmicofenolato.

Comparar los resultados entre los dos grupos de tratamiento
Realizar una asociacion entre el porcentaje de infiltrado con el

grado de lesion histolégica
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6. HIPOTESIS:

e Existe infiltracidbn por macrofagos en biopsias renales de pacientes con
nefritis por PHS

e Los pacientes que responden al tratamiento médico tienen una
disminucién en el porcentaje de infiltracion de macréfagos en la biopsia

de control (12 meses)
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7. MATERIAL Y METODO:

7.1 Tipo de estudio:

Estudio prospectivo, ciego, longitudinal, descriptivo, comparativo

7.2 Poblacion de estudio:

Las muestras de tejido renal recibidas en el servicio de Patologia del Hospital
Infantil de México, desde noviembre del 2006 a mayo 2010, de nifios con
diagnostico de nefritis por PHS que participen en el protocolo HIM/2007/018, se
aleatorizan para recibir un afio de tratamiento con Azatioprina 0 con

Mofetilmicofenolato.

7.3 Tamario de la muestra:

17 pacientes y 34 biopsias renales

7.4 Criterios de inclusion:

1. Que cuenten con biopsia renal al afio, posterior a la primera biopsia inicial
2. Que cuenten con tejido incluido en parafina, suficiente para la realizacion del
estudio de inmunohistoquimica.

3. Grado histoldgico de | a lll

7.5 Criterio de exclusion:

1. Pacientes con GMN endo y extracapilar difusa con semilunas en mas del
50% de los glomérulos (clase 1V, Vy VI de acuerdo al ISKDC)

7.6 Criterio de eliminacion:

No exista tejido suficiente tanto en la biopsia inicial como al afio

7.7 Limitaciones del estudio:

Tamarfo de la muestra

Tiempo
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8. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES:

Variable independiente:

Tratamiento

Variables dependientes:
Grado de lesion histologica
Positividad para CD68.

8.1 Definicion operacional de variables

Marcador CD68: Es una glicoproteina transmembrana, utilizada como
marcador de inmunoperoxidasa para macrofagos. Se interpret6 como positivo
cuando la membrana citoplasmatica y el citoplasma se tifieron color café ocre,

en células del intersticio y de los glomérulos.

Clasificacion ISKDC: International Study of kidney disease in childhood.
Clasificacion utilizada para determinar el grado de lesion histoldgica, se basa
en la proliferacion endocapilar y porcentaje de medias lunas en los glomérulos,
se mencionan seis estadios (I A VI). Se valoré en el momento de la biopsia

inicial y al afio, después de recibir el tratamiento.

Edad: Manifestada en afios. Cuantitativa continua

Sexo: Masculino o femenino. Determinado segun fenotipo durante la

exploracion fisica. Cualitativa dicotomica nominal.

Nefritis: Inflamacion del rifion. Causa mas comuan de dafio glomerular.

Hematuria: Mas de cinco eritrocitos por campo seco fuerte o presencia de

hemoglobina 21+ en el examen general de orina macroscopica y microscopica

Proteinuria significativa: Definida como cifras de proteinuria de 4 a 40

mg/m?SC/h en coleccién de orina nocturna de 12 hrs
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Proteinuria nefrética: Definida como mas de 40mg/m?SC/h en coleccién de

orina nocturna de 12 horas

Sindrome nefrético: Proteinuria mayor de 40mg/m?SC/h, hipercolesterolemia,

hipoalbuminemia <2.5mg/dL, edema.
Sindrome nefritico: Hematuria, cilindros hematicos e hipertension arterial

Depositos de IgA: Valorados por medio de inmunofluorescencia, la presencia
de los depdsitos, fueron informados de acuerdo al grado de intensidad de la
reaccion con la luz UV en escala del 0 a +++ , se observan dos patrones de
depdsitos: granular y lineal. El primero a su vez puede ser granular o fino. Se
reporta la localizacién de los depdsitos en el mesangio o en la pared del asa
capilar glomerular. El termino “escasos” se utilizd para aquellos depdésitos de

poca intensidad y extension en el tejido valorado.

Tratamiento: Medicamento inmunosupresor, dado durante el periodo de 12
meses, en este estudio, se utilizd Prednisona/Azatioprina 0 bien
Prednisona/mofetilmicofenolato

Prednisona:

60 mg/m?/dia, administrada cada 24 horas durante las primeras 4 semanas.
Posteriormente el esteroide se administra a 40mg/m?sc/en dias alternos 2
meses. A partir de entonces:

30mg/m?SC 1 mes

20mg/m?SC 1 mes

10mg/m?SC 1 mes y suspender al cabo de 6 meses

Azatioprina:
2 mg/kg/dia durante un afio, reajustandose a una dosis minima de 1mgkgdia en
base a los efectos secundarios encontrados por el medicamento (leucopenia

ylo alteracion en la pruebas de funcionamiento hepatico).
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Micofenolato de mofetilo:

1000 mg/m?dia, dividido en 2 tomas al dia, durante un afio, reajustandose a
una dosis minima de 900 mg/m®dia en base a los efectos secundario por el
medicamento (leucopenia y/o alteracion en la pruebas de funcionamiento

hepatico).
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9. METODOLOGIA:

Se revisaron las biopsias renales iniciales y al afio, de 17 pacientes con
diagnéstico de nefritis por parpura de Henoch-Schonlein. Cada biopsia recibida,
fue valorada inicialmente en fresco, por microscopia de luz para determinar si
el material era suficiente (mas de 7 glomérulos) Se tomdé muestra para
inmunofluorescencia, asi como para el laboratorio de inmunoquimica del
departamento de nefrologia y el resto del tejido se fijo con formol-buffer al 10%.
Una vez obtenidos los bloques de parafina, se procedio a realizar cortes de 4
micras de espesor y las tinciones de histoquimica de rutina, cada una por
duplicado (hematoxilina y eosina, acido peryédico de Schiff, tricrbmico de

Masson y Metenamina de plata).

De acuerdo al informe dado por el patélogo, se estadifico la biopsia segun la
clasificacion de la ISKDC.

Las muestras tomadas para inmunofluorescencia fueron procesadas de
acuerdo a la técnica habitual (ver ANEXO 1) y valoradas, reportando grado de
intensidad de la reaccién con la luz UV en escala del 0 a +++, asi como el
patron de depdsito ya sea granular o lineal, fino o grueso. Los anticuerpos
valorados fueron IgG, IgM, IgA, C3, C4, C1q Yy fibrinbgeno.

Se realiz6 inmunotincion para el marcador CD68 (clona KP1) Biocare medical,
Concord, CA, dilucion 1:250, con recuperador de antigeno, mediante la técnica
de inmunoperoxidasa (ver ANEXO 2). Se cuantificé en porcentaje la presencia
de células positivas en el intersticio, se contd el nUmero de glomérulos totales y
el nimero de glomérulos que tenian células positivas, para obtener un
porcentaje de glomérulos afectados. Finalmente, se conto el nimero de células
positivas en cada glomeérulo.

Durante la evaluacién de las biopsias, el estudio fue ciego.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Se empled estadistica descriptiva para variables numéricas utilizando promedio
y desviacion estandar o mediana y rango, dependiendo de la distribucion.
Tablas de frecuencias para variables ordinales.

Para valorar si existe regresion de la lesion por grupo de tratamiento, se utilizo
Chi cuadrada.

Se realiz6 andlisis de correlacion de la infiltracién por células CD68 positivas y
el grado de lesion histologica.

Para comparar el porcentaje de infiltrado, se utilizd t pareada o prueba de

Wilcoxon, de acuerdo a la distribucion.
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11. RESULTADOS:

Se revisaron 34 biopsias renales de 17 pacientes con diagnostico de nefritis por
PHS, cada uno con una biopsia basal y otra, tomada a los 12 meses después
de haber iniciado el tratamiento. La demografia de los pacientes y el grupo de
tratamiento se muestra en la Tabla 1. Diez pacientes recibieron esquema de
prednisona/mofetilmicofenolato y siete prednisona/azatioprina. Del grupo total,
el sexo masculino, predominé en el 76.4% (13 pacientes).

El rango de edad fue de 3 a 11 afos, con una mediana de 7 afios (41.1%).

Nueve casos (52.9%), presentaron dafo renal manifestado como proteinuria
significativa, siete casos (41.7%) como sindrome nefrético y un caso (5.8%)

como sindrome nefritico.

Azatioprina | Mofetilmicofenolato Todos
(n=7) (n=10) (n=17)
Edad en afios 7 7 7
(mediana y rango) (3all) (4a9) (3all)
Género (n, %):
Masculino 4 (57.1) 9 (90) 13 (76.4)
Femenino 3 (42.8) 1(10) 4 (23.5)
Presentacion clinica (n, %):
-Lesiones dérmicas 7 (100) 10 (100) 17 (100)
-Artralgias 3 (42.8) 7 (70) 10 (58.8)
-Dolor abdominal 5(71.4) 7 (70) 12 (70.5)
-Sangrado de tubo digestivo 2 (28.5) 2 (20) 4 (23.5)
Indicacion de biopsia (n, %):
-Proteinuria significativa 3 (42.8) 6 (60) 9 (52.9)
-Sindrome nefrotico 3(42.8) 4 (40) 7 (41.1)
-Retencién de azoados 0 0 0
Creatinina sérica inicial mg/dL | 0.42 £ 0.09 0.49 £ 0.09 0.46
(promedio + DS) 0.09
Creatinina sérica 12 meses| 0.48 +0.15 0.46 £ 0.06 0.47
mg/dL (promedio £ DS) 0.11

Tabla 1. Demografia de los pacientes y datos clinicos relevantes por grupo de

tratamiento. No hubo diferencia significativa entre los grupos de tratamiento.
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En las biopsias basales, se observé un caso (5.8%) en estadio | (cambios
minimos), 8 casos (47%) en estadio Il (proliferacion mesangial y endocapilar
focal o difusa sin medias lunas) y 8 casos (47%) en estadio Il (proliferacion
mesangial y endocapilar focal o difusa con medias lunas en menos del 50% de

los glomérulos). Tabla 2.

En las biopsias renales tomadas al afio posterior al tratamiento, se observaron
en estadio |, 8 biopsias (47%), 8 biopsias para el estadio Il (47%) y 1 biopsia
en estadio Il (5.8%). Tabla 2.

En micofenolato, 8 casos (80%) tuvieron regresién de la lesion histolégica
glomerular, un caso progres6 de estadio | a IIA y otro caso no mostré

modificacion con respecto a su basal.

En el grupo tratado con azatioprina, 6 casos (85.7%) presentaron regresion y 1
caso, permanecio en estadio IIB.

Azatioprina Mofetilmicofenolato Todos
n=7 n=10 n=17
Basal 12 Basal 12 meses | Basal 12
meses meses
Estadio
ISKDC (n, %)
I 0 4 (57.1) 1 (10) 4 (40) 1(5.8) | 8(47)
A 3 (42.8) 0 2 (20) 4 (40) 5 4 (23.5)
(29.4)
1153 0 1(14.2) 1 (10) 1(10) 1(5.8) | 2(11.7)
IC 1(14.2) | 1(14.2) 1(10) 1(10) 2 2(11.7)
(11.7)
A 1(14.2) 0 0 0 1(5.8) 0
1B 2(28.5) | 1(14.2) 5 (50) 0 7 1(5.8)
(41.1)

Tabla 2. Estadios de lesion histolégica de acuerdo a la clasificacion de ISKDC,

biopsia basal y al afio y por grupo de tratamiento.
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11.1 Hallazgos histologicos:

Los estadios de lesion histopatoldgica basales y al afio de tratamiento se
muestran en la tabla 2. Los cortes histolégicos de las biopsias renales basales
y al aflo, examinadas con hematoxilina y eosina, tincion de PAS, tincion de
tricromico de Masson y plata metenamina, tanto basales como al afio,
mostraron un espectro de lesiones glomerulares, que iban desde cambios
minimos, hasta proliferacion endocapilar, con exudacion de neutrofilos vy
formacion de medias lunas. La mayoria de éstas, 77.7% eran celulares y el
22.2% fibrocelulares. También se observé esclerosis glomerular segmentaria y
global, necrosis segmentaria y sinequias. Las lesiones tubulointersticiales son
poco comunes en la nefritis por PHS, nosotros observamos atrofia tubular,
fibrosis y edema intersticial leves. El infiltrado inflamatorio, era escaso o nulo,

estaba constituido por linfocitos e histiocitos (Figuras 1y 2).

Con la tincion de inmunoperoxidasa para CD68, tanto en las biopsias basales
como al afio, se observé que los macréfagos se localizaban en la luz de las
asas capilares glomerulares, en el mesangio y en las medias lunas. En la
mayoria de los casos, predominaron en las asas capilares. En el intersticio, se
localizaban en los tubulos, en el epitelio y libres en la luz, asi como en el

interior de los capilares peritubulares y en el intersticio. Figura 3.

Figura 1. Corte histolégico de biopsia renal tefiido con HE, en el que se observa
un glomérulo con proliferacién endocapilar y fibrosis de la capsula de Bowman,

hay leve infiltrado por linfocitos y macréfagos en el intersticio. (20x).
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Figura 2. Corte histol6gico de biopsia renal, tefiido con plata metenamina, en el
qgue se observa un glomérulo con proliferacion endocapilar y una media luna

celular. (20x).

Figura 3. Corte histoldgico de biopsia renal con inmunoperoxidasa para CD68.
Se observan macrofagos CD68+ en el glomérulo (mesangio y asas capilares)

asi como en el intersticio, luces tubulares e intraepiteliales. (10x).
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11.2 Infiltrado por células CD68+ en glomérulos:

El infitrado de células en los glomérulos de los pacientes tratados con
micofenolato y azatioprina basal y al afio se muestran en la Tabla 3. El
porcentaje de glomérulos en la biopsia basal, con células CD68+ fue del
33.3%, al afio fue del 11.7%.

Por grupo de tratamiento en la biopsia basal, en micofenolato 41.6% de los
glomérulos tenian células CD68+ y 9% en el grupo de azatioprina. Al afio,
micofenolato, tuvo 20.4% de glomérulos positivos y azatioprina 8.3%. (Tabla
3).

En dos pacientes de micofenolato y en un paciente con azatioprina no hubo
glomérulos en la muestra disponible para inmunohistoquimica. Sin embargo, en
el grupo de MMF disminuy6 tanto el nimero de pacientes con infiltracién a
glomérulo como la intensidad de dicho infiltrado (p=0.03 por prueba de
Wilcoxon), no asi en el grupo de Azatioprina, en quienes aument6 el nimero de
pacientes con infiltrado y se mantuvo la intensidad del mismo (p=0.56 por

prueba de Wilcoxon). Grafica 1.

MMF AZATIOPRINA
Paciente Basal 12 Basal 12 meses
meses
1 100% 20% Negativo 100%
2 100% Negativo SG 8%
3 SG 27% 100% 11%
4 SG Negativo 9% Negativo
S 100% 37% 37% 20%
6 33.0% 22% 75% 44%
! 29.00% Negativo Negativo Negativo
8 100% 80%
9 12.50% 20%
10 50% Negativo

Tabla 3. Infiltrado por células CD68+ en glomérulos, por grupo de tratamiento,

en la biopsia basal y al afio. SG= sin glomérulos en el tejido disponible.
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Grafica 1. Porcentaje de células CD68+ en los glomérulos, por grupo de
tratamiento en la biopsia basal y al afio. Hubo diferencia en el infiltrado en el
grupo que recibié micofenolato (MMF), Wilcoxon p =0.03, mientras que en el
grupo de Azatioprina (AZA) no hubo diferencia en el basal vs. 12 meses (p=
0.56).

11.3 Infiltrado por células CD68+ en el intersticio:

En las biopsias basales, el intersticio mostré6 una mediana del 1% de infiltrado
CD68+, esta misma cifra, se observo al afio postratamiento.

Por grupo de tratamiento, en la biopsia basal, micofenolato mostr6 4% de
positividad y 1% para azatioprina, al afio, micofenolato disminuy6é al 0% vy

azatioprina permanecio en 1%.

El infiltrado CD68+ en el intersticio por grupo de tratamiento, no mostro
diferencia estadisticamente significativa, sin embargo hay una tendencia a

mejorar o disminuir en el grupo tratado con micofenolato (Tabla 4, Grafica 2).



MMF AZATIOPRINA

Paciente Basal 12 meses Basal 12 meses
1 6% 0 10% 60%
2 40% 0 0 20%
3 15% 0 2% 2%
4 5% 0 0 0
> 10% 0 1% 1%
6 1% 0 1% 1%
! 0 15% 0 0
8 1% 1%
9 2% 2%
10 0% 20%

Tabla 4. Infiltrado por células CD68+ en intersticio, por grupo de tratamiento,

en la biopsia basal y al afio.

Grafica 2. Porcentaje de células CD68 positivas en el intersticio por grupo de
tratamiento en la biopsia basal y al afilo. (MMF 0 vs. 12 Wilcoxon p=0.24, AZA

0 vs. 12 meses Wilcoxon p=0.25)
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De los 14 casos que mostraron regresion histolégica, 13 (92.8%) se
relacionaron con disminucion en el nimero de glomérulos con células CD68+.

Sin embargo al comparar si existié diferencia en la regresion de la lesion, por
grupo de tratamiento, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Graficas 3y 4. Estadio de lesién histolégica segun la clasificacion de la ISKDC
y su relacion con el porcentaje de infiltracién por células CD68 en glomérulos e

intersticio, en biopsia basal y al afio, en el grupo tratado con MMF.
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Gréficas 5 y 6. Estadio de lesion histologica segun la clasificacion de la ISKDC
y su relacion con el porcentaje de infiltracién por células CD68 en glomérulos e

intersticio, en biopsia basal y al afio, en el grupo tratado con azatioprina.
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11.4 Estudio de inmunofluorescencia:

De las 34 biopsias renales, 27 tuvieron glomérulos en el material estudiado
para inmunofluorescencia, en 3 casos no hubo tejido para el estudioy en 4
biopsias no se observaron glomeérulos.

Solo se tomaron en cuenta las 27 biopsias renales con glomérulos, 18 fueron

de mofetilmicofenolato y 9 de azatioprina.

De las biopsias basales, 12 tuvieron glomérulos, de estas, 11 mostraron
depositos de IgA (91.6%) y un caso fue negativo. IgG se encontré en 6 casos
(50%), IgM con 3 casos (25%), fibrinbgeno en 7 casos (58.3%) y C1qg en un
caso (8.3%).

De las biopsias al afio, 15 tuvieron glomérulos, de estas, 10 mostraron
depasitos de IgA (66.6%) y 5 casos fueron negativos. IgG e IgM se encontré en
6 casos (40%) cada una, C3 en 5 casos (33.3%), C1q en un caso (6.6%) y
fibrinbgeno en 6 casos (40%). El patron de reaccion en todos los casos fue

granular fino en mesangio. Tabla 5.

Azatioprina Mofetilmicofenolato Todos
Basal 12 Basal | 12 meses | Basal 12
n=4 meses n =8 n =10 n=12 | meses
N =5 n=15
Inmunofluorescencia
(n, %)
IgG 2 (50) 2 (40) 4 (50) 4 (40) 6 (50) | 6 (40)
IgA 4 (100) 4 (80) 7 (87.5) 6 (60) 11 10
(91.6) | (66.6)
IgM 1(25) 2 (40) 2 (25) 4 (40) 3 (25) | 6 (40)
C3 0 2 (40) 0 3 (30) 0 5 (33.3)
C4 0 1 (20) 0 0 0 1 (6.6)
Clqg 0 0 1(12.5) 1 (10) 1(8.3)| 1(6.6)
Fibrindgeno 2 (50) 3 (60) 5 (62.5) 3 (30) 7 6 (40)
(58.3)

Tabla 5. Estudio de inmunofluorescencia
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12. DISCUSION:

La finalidad del presente estudio fue el evaluar la presencia de macréfagos en
las biopsias renales de nifios con nefritis por PHS, que fueron aleatorizados
para recibir tratamiento con prednisona/azatioprina o]
prednisona/mofetilmicofenolato, tanto en la biopsia basal como en la biopsia
tomada a los 12 meses posteriores al tratamiento. La identificacién de estas

células fue mas evidente utilizando el marcador CD68 de inmunohistoquimica.

De forma similar a lo reportado en la literatura, [1, 2] la edad de presentacion
mas frecuente fue de 7 afos, siendo el sexo masculino el méas afectado con
una relacion 3.2:1. La presentacion clinica mas comuan de la nefritis fue como

proteinuria significativa.

Actualmente, el Unico hallazgo histoloégico aceptado como indicador de mal
pronéstico o evolucion desfavorable de la nefritis por PHS, es la presencia de
medias lunas, siendo el factor que determina la clasificacion de los estadios
gue utiliza la ISKDC (International Study of Kidney Disease in Childhood). Los

estadios mas frecuentes de presentacién son el Il y Il [1, 9, 18].

Tanto en las biopsias basales como en las biopsias al afio, aquellas que tenian
mayor grado de lesion histopatoldgica y por lo tanto mayor estadio de acuerdo
a la clasificacién de la ISKDC, mostraron mayor cantidad de glomérulos con
células CD68+, las cuales se localizaban en las asas capilares, en el mesangio
y en las medias lunas, al igual que en el intersticio, en el que ademas de
macréfagos, habia linfocitos, siendo este el infiltrado inflamatorio mas

comunmente reportado [4, 10, 12].

Esto es de esperarse, ya que los macrofagos, estan involucrados en la lesion
aguda o etapa inicial de la glomerulonefritis con medias lunas debido a la
secrecion de mediadores inflamatorios, citocinas y quimiocinas. Diversos
estudios en nefritis experimental han sugerido que los monocitos, directamente
median el dafio de la membrana basal glomerular por liberacién de proteasas

lisosomales, generando especies de oxigeno reactivo o afectando células
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endoteliales glomerulares [15] por lo tanto, el dafio puede estar orientado a las

paredes capilares glomerulares o ttbulos [10].

En la literatura, no se especifica el significado que tiene la localizacién de los
macrofagos dentro del glomérulo o en el intersticio, sin embargo, nosotros
encontramos que la mayoria de estas células, se encontraban en la luz de las

asas capilares glomerulares.

El analisis de las biopsias al afio posterior al tratamiento mostraron regresion

del estadio histopatoldgico en 14 casos (82.3%).

Al comparar los resultados por grupo de tratamiento, encontramos que los
pacientes que recibieron micofenolato tuvieron una disminucién significativa del
infiltrado de CDG68 intraglomerular, no asi el grupo que recibié azatioprina.
Tambien vale la pena resaltar que los pacientes aleatorizados a recibir
micofenolato tuvieron mayor proporcion de lesiones estadio 1lIB (5 pacientes,
50%), vs. 2 pacientes en el grupo de Azatioprina (28.5%). A los 12 meses de
tratamiento, todos los pacientes con lesiones IIIB del grupo de micofenolato
habian mejorado, y so6lo un paciente cn este tipo de lesién en el grupo de

azatioprina.

Al valorar el porcentaje de macréfagos en intersticio, pudimos observar que
existio una tendencia a ser menor en el grupo tratado con micofenolato a
diferencia de los casos de azatioprina, sin embargo la n es pequefa y la

diferencia no fue estadisticamente significativa.

La inflamacion intersticial juega un rol importante en la pérdida de la funcion
renal en enfermedad renal crénica. Risdon et al, [19] reporté hace ya casi
cuatro décadas, que la severidad del dafio tubular tenia una mayor correlacion
con la reduccion en la depuracion de creatinina, que el indice de dafio
glomerular. Se ha reportado la relacion del infiltrado inflamatorio con el
incremento del volumen intersticial, fibrosis, reduccién de los capilares
peritubulares, cambios morfolégicos en el epitelio tubular y finalmente deterioro

renal. La mejoria observada como resultado de las terapias dirigidas directa o
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indirectamente para reducir el infiltrado inflamatorio, sugiere de forma
importante un rol patogénico de la inflamacién en el desarrollo de un rifion con

dafio cronico.

Los trabajos de Kriz y LeHir, [20] han mostrado la formacion de puentes entre
los podocitos y la capsula de Bowman en sitios de adhesiones capsulares y
disminucién del espacio urinario, esto permite fuga del ultrafiltrado a las areas
tubulointersticiales. La inflamacion periglomerular y fibrosis, rodean al tabulo, lo
cual causa atrofia tubular y eventualmente desconeccién con su glomérulo y
remanentes tubulares aglomerulares. Conforme la inflamacion y la fibrosis se
desarrollan, aparecen cambios estructurales y aumenta la distancia entre las
células tubulares, los capilares peritubulares muestran alteracion en la difusién
y aumento del déficit de oxigeno. A su vez, la hipoxia es un potente estimulo
para el desarrollo de mediadores proinflamatorios, aumento de miofibroblastos

y deposito de colagena y reduccion en la degradacion de la matriz.

Una importante contribucion al entendimiento de la relaciéon entre la inflamacion
tubulointersticial y el dafio glomerular, fue informada por Sanchez-Lozada et al,
[21] quien demostré que la acumulacion de células inflamatorias en las areas
tubulointersticiales fue asociada con cambios fenotipicamente proliferativos en
las arteriolas aferentes, lo que ocasiona rearreglo de las proteinas de la matriz
extracelular y reduccion en la respuesta de las células de musculo liso
vasculares a los estimulos contractiles. Ademas de que las citocinas

inflamatorias, dafian la autorregulacion del flujo sanguineo glomerular [22].

El tratamiento de la nefritis por PHS es controversial y las recomendaciones
estan basadas en series pequefias y a menudo no controladas. La mayoria de
los pacientes no tienen compromiso renal o solo presentan microhematuria,
proteinuria leve y funcion renal normal. Estos pacientes no requieren terapia
esteroidea y el desorden es manejado solo sintoméaticamente. Algunos estudios
sugieren que la administracion temprana de prednisona puede ser util en
prevenir el desarrollo de nefropatia en PHS. Otro grupo sugiere tratar pacientes
con factores de riesgo para compromiso renal con glucocorticoides al comienzo

de la enfermedad. Como inmunosupresores, se han utilizado Ilas
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inmunoglobulinas, ciclofosfamida, azatioprina y micofenolato de mofetilo, pero
hasta que no se dispongan de estudios prospectivos controlados, el
tratamiento de la PHS con afectacion renal y/o intestinal, seguird siendo
controvertido [23, 24].

El tratamiento de la nefritis por PHS, para el tipo rapidamente progresiva o de
medias lunas, se basa en protocolos actuales, que incluyen la prescripciéon de
un unico tratamiento especifico inmunosupresor, con esteroides, ciclosporina A
y ciclofosfamida. Otros refieren el uso de doble terapia inmunosupresora
incluyendo esteroides-ciclofosfamida, esteroide-azatioprina y esteroide
ciclosporina A. La terapia triple fue de esteroide-ciclofosfamida-azatioprina y

esteroide-azatioprina- mofetil micofenolato [25].

La azatioprina es un derivado de la 6-mercaptopurina. Es un analogo de las
purinas que interfiere con la sintesis de DNA y por lo tanto inhibe la
proliferacion de células T y B. Actualmente el empleo de azatioprina ha sido
sustituido en muchos centros hospitalarios del mundo por micofenolato de
mofetilo (MMF) como antimetabolito primario. Cabe destacar que en muchos
centros de nuestro pais se sigue utilizando azatioprina como parte del esquema
de inmunosupresion, fundamentalmente por el costo economico de este
farmaco. No obstante debemos precisar que en pacientes de mayor riesgo
inmunoldgico (segundos trasplantes, panel reactivo de anticuerpos =30%,
enfermedad renal primaria de origen inmunolégico) es altamente recomendable
incluir MMF [26].

El MMF es un derivado semisintético de una especie de hongo Penicillium, y su
metabolito activo es el acido micofendlico. El acido micofendlico es un inhibidor
efectivo y reversible de la inosin monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), enzima
necesaria para la sintesis de purinas por la via de novo; dichas purinas son
indispensables para la formacion de células T y B. Disminuye las reservas de
trifosfato guanosina en linfocitos y monocitos asi como la proliferacién de
linfocitos. De igual forma es conocido su efecto inhibitorio sobre la produccién
de anticuerpos por células B [27]. Ademas, inhibe la expresién de moléculas de

adhesion en el endotelio vascular, disminuye la extravasacion de células
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inflamatorias y en contraste con otras drogas inmunosupresoras no es
nefrotoxico. Se ha visto que reduce el infiltrado por macrofagos y linfocitos, asi

como la expresion de antigenos MHC e ICAM-1 [28].

Aunque el MMF es un inmunosupresor con mecanismo similar al de la
azatioprina, ambos utilizados en diversas enfermedades de tipo autoinmune,
hay informes que refieren una actuacién mas rapida, efectiva y con seguridad

aparentemente superior [27, 29].

Un estudio prospectivo de 12 pacientes con PHS quienes se presentaron con
glomerulonefritis rapidamente progresiva sugirié beneficio de terapia intensiva
multidroga, en el cual, se utilizé6 metilprednisolona, ciclofosfamida, dipiridamol y
prednisona. La mejoria clinica con terapia combinada de glucocorticoides y
azatioprina es sugerida por otro estudio de 21 nifios con nefritis severa por
PHS. De acuerdo con un grupo, prednisona y ciclofosfamida indujeron y
mantuvieron remision completa en siete de ocho pacientes con nefritis por PHS
comprobada por biopsia. Otro estudio no controlado mostré beneficio de un
régimen de prednisolona, ciclofosfamida, heparina/warfarina, y dipiridamol en
pacientes con PHS quienes tenian cambios histologicos glomerulares severos
[27].

Shenoy describi6 el uso combinado de azatioprina, ciclofosfamida vy

plasmaféresis para los casos de nefritis extracapilar [30].

Los reportes acerca de la efectividad de la terapia inmunosupresora en la
nefritis por PHS, utilizando azatioprina y micofenolato de mofetilo y su relacién

con la evolucion de la lesion histopatoldgica, son escasos.
Los resultados del presente estudio con solo 17 pacientes, demostraron que la
lesion histolégica de la biopsia renal basal, mostro regresion en el 82.3% con el

uso del tratamiento inmunosupresor antiproliferativo.

Este estudio forma parte de un protocolo, el cual continda incluyendo pacientes

con nefritis por PHS y valorando la presencia y significado de los macréfagos,
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en relacion con la respuesta al grupo de tratamiento, ademas de valorar otros
aspectos de la enfermedad. Es necesario incluir a mas pacientes para tener

resultados mas soélidos.



13. CONCLUSIONES:

1) El hallazgo histolégico de macréfagos en las biopsias renales de nifios con
nefritis por Parpura de Henoch-Schénlein, se correlaciona con mayor grado de
lesion histologica, tanto glomerular como intersticial interpretado como estadios

II'y 1l de acuerdo a la clasificacién propuesta por la ISKDC.

2) El tratamiento con antiproliferativos (Azatioprina o Mofetilmicofenolato) en
combinacion con prednisona, es eficaz para disminuir el porcentaje de
macrdéfagos tanto en los glomérulos como el intersticio. Sin embargo, el grupo
de pacientes tratados con micofenolato, tuvo una disminucion significativa de

células CD68+ en glomérulo en la biopsia de 12 meses.

3) Sera necesario continuar con el protocolo, inluyendo a un mayor numero de

pacientes y prolongando el seguimiento.



14. ANEXO 1
TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA:

Después de elegir el tejido y haberse mantenido apropiadamente en
congelacion, se realizaron cortes en el criostato de 3 a 4 micras, los cortes, se
montaron sobre laminillas tratadas con poli-I-lisina, se dejaron secar y se fijaron
con acetona-etanol 1:1, a 4°C durante 10 min, se dejaron secar Yy
posteriormente se volvieron a hidratar, se utiliz6 un panel de anticuerpos
completo que incluye IgG, IgA, IgM, C3, C4, Clq vy fibrindgeno, los cuales
estaban conjugados con isotocianato de fluoresceina. Se incubé durante 30
min, en obscuridad, después de lo cual se lavaron con PBS, se contrastaron
con azul de Evan al 1%, durante 1min. Se montaron con glicerina-amortiguador
1:1 y se guardaron en obscuridad y refrigeracion. La evaluacion, se realizé en
un microscopio, de fluorescencia, marca Leica, con epifluorescencia, equipado

con filtros apropiados [31-33].
Nota: La luz UV o luz ambiental ocasiona pérdida de la fluoresceina, por lo cual

se sugiere evaluar las laminillas dentro de las primeras semanas de

almacenamiento, sin estar expuestas a la luz.
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15. ANEXO 2
TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA:

Se elige el bloque de parafina y se realizan cortes delgados a 4 micras. Se
colocaron sobre laminillas tratadas con poli-I-lisina (catalogo Sigma Aldrich,
P8920). Posteriormente, se mantienen en la estufa a 60°C durante media hora.
Después se desparafind con xilol y se deshidraté con alcoholes graduales, las
laminitas se colocaron en amortiguador de citratos al 0.01% (recuperador de
antigeno) y se les aplicé una presién de 20 libras durante 5 min, en una olla de
presion. Se dejaron enfriar durante 20 min, se lavaron con agua destilada y se
les agreg6 peroxido de hidrogeno al 7%, durante 10 min, se lavaron y se les
agrego bloqueador de proteinas (catalogo Dako X0909), durante 5 a 10 min.
Posteriormente se le agreg6 el anticuerpo CD68 (clona KP1, Biocare medical,
Concord, CA, dilucion 1:250) y se incubd durante 20 min. Para evidenciar la
tincion, se utilizo el kit de deteccion MACH 4 HRP polimero, Biocare medical
(para evitar la interferencia de biotina) y se revelé con diaminobencidina,
utilizando el kit Dako K3468. Finalmente las laminillas se contrastaron con

hematoxilina, se deshidrataron y se montaron [34, 35].
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