1126 2

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS,
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD, FACULTAD DE MEDICINA, UNAM.

MAESTRIA EN CIENCIAS MEDICAS, CICLO 2001-2003.

TGF-B1, APOPTOSIS Y FIBROSIS INTERSTICIAL EN LA
NEFROTOXICICIDAD POR CICLOSPORINA A.

TUTOR: DR. JOSE RAMON PANIAGUA SIERRA.

COTUTORA: DRA. MARIA DEL CARMEN AVILA CASADO.

COLABORADOR: BIOLOGO ARMANDO MEDINA CRUZ.

Focultod de Medicing

ALUMNA: MARIA VIRGILIA SOTO ABRAHAM




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



6.4.1
6.4.2
6.4.2.1
6.4.2.2
6.4.2.3
6.5
6.5.1
6.5.2
6.5.3
6.5.4
6.6

6.7

10.
11.
11.1
11.2

11.3

INDICE

Abreviaturas
indice de tablas
Indice de figuras
Resumen
Abstract
ANTECEDENTES
Ciclosporina A
Nefrotoxicidad
Fibrosis intersticial y arteriolopatia renales
Patogenia
TGF-B1
Apoptosis
Experiencia en México
JUSTIFICACION
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
HIPOTESIS
OBJETIVO
PACIENTES, MATERIAL Y METODO
Disefio del estudio
Universo de trabajo
Descripcion de las variables
Seleccion de la muestra
Tamatfio de la muestra
Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
Criterios de no inclusion
Criterios de eliminacion
Procedimientos
Tejido control
Histopatologia y morfometria
Inmunohistoquimica
Técnica de TUNEL
Consideraciones €ticas
Analisis estadisticos
RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS
Hoja de recoleccion de datos
Clasificacion de Banff para la biopsia del injerto renal

Carta de consentimiento

o)

E=R- - - I - I - P

— e e
-0 o

19

22
22
23
23
24
24
25
25
25
27
28
28
28
30
42
45
46
51
51

53



Cs A:

FNAT:

IL-2:

MAP:

TGF-B1:

TUNEL:

ABREVIATURAS

Ciclosporina A.

Factor nuclear para la activacion de linfocitos T.

Interleucina-2.

Proteina de adherencia de macrofagos.

Factor transformador del crecimiento Beta 1.

TdT- mediated DNA nick end-labeled.



Tabla

No. 1:

Tabla

No. 2:

Tabla

No. 3:

Tabla

No. 4:

Tabla

No. 5:

Tabla

No. 6:

Tabla

No. 7:

INDICE DE TABLAS

PAG
Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los 40 pacientes en las 30

biopsias inmediata y en la de retiro de Cs A.

Caracteristicas de la poblacion trasplantada en el INCIC, incluida en el 32
estudio.

Caracteristicas microscopicas de las biopsias (inmediata y retiro). 32

Promedio de fibrosis intersticial cortical por grupos. 33

Promedio de TGFB-1 intersticial y vascular renal cortical por grupos. 36

Correlacion entre el % de la fibrosis intersticial y el de TGFB-1 en la 37
biopsia inmediata y en la de retiro.

Promedio de superficie intersticial cortical renal positiva con la técnica 38
de TUNEL por grupos.



Figura
No. I:

Figura
No. 2:

Figura
No. 3:
Figura
No. 4:

Figura
No. 5:

Figura
No. 6:

Figura
No. 7:

Figura
No. &:

Figura
No. 9:

Figura

No. 10:

Figura

No. 11:

INDICE DE FIGURAS

PAG

Expresion del TGF B1 en arteriolas preglomerulares, en el intersticio y
en capilares peritubulares.

Técnica de TUNEL para apoptosis.
Arteriolopatia por Cs A, engrosamiento de la pared, vacuolacion del
citoplasma del misculo de la capa media y depdsitos nodulares

hialinos.

Fibrosis intersticial renal cortical de diferentes grados tefiida en azul
verdoso con tricromico de Mallory.

Distribucion por grupos de edad de los receptores.

Arteriolopatia con engrosamiento leve, moderado y grave.

Cortes histologicos de corteza renal tefiidos con tricromico de Mallory
con fibrosis grado 0, grado I, grado II y grado III.

Correlacion entre el grado de fibrosis, TGF -1 y BCL-6.

Porcentajes de TGFB-1 y apoptosis cortical en las biopsias previas al
retiro de Cs A por grupos de fibrosis.

Porcentajes de TGFB-1 y apoptosis cortical en las biopsias inmediatas
por grupo de fibrosis.

Esquema comparativo entre los diferentes grados de fibrosis intersticial
y la positividad obtenida con TGF(-1 y la técnica de TUNEL para
apoptosis.

20

20

21

22

31

33



RESUMEN

INTRODUCCION: La ciclosporina A (Cs A) es un medicamento INMunosupresor
usado para prevenir el rechazo de trasplantes de érganos. La principal complicacion de
su uso prolongado es la nefrotoxicidad. La forma mas comun es la cronica, que se
caracteriza histolégicamente por arteriolopatia y por fibrosis intersticial. Se ha
implicado en la patogenia de la fibrosis intersticial secundaria a nefrotoxicidad crénica
por Cs A al factor transformador del crecimiento Beta 1 (TGF-B1). Este es una citocina
profibrética y un potente inductor de la apoptosis.

OBJETIVO: Demostrar si en las biopsias renales de pacientes con trasplante renal de
donador vivo relacionado que presentan datos histolégicos de toxicidad cronica por Cs
A hay aumento de la expresion de TGF-B1 y aumento en la cantidad de apoptosis
intersticiales, en relacion al grado de fibrosis intersticial.

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 40 pacientes con TRDVR, al momento del
injerto y previo retiro de Cs A después de cuando menos 6 meses de tratamiento. En
cada biopsia fueron evaluados el porcentaje de arteriolas afectadas, la fibrosis
intersticial y la expresion de Fas, BCL-2, BCL-6, BCL-X, Bak, Bax y TGF-$1. El
resultado de estas técnicas fue medido en un analizador de imagenes y expresado en
porcentajes y se compararon con el tejido obtenido al momento del injerto.
RESULTADOS: Se revisaron los expedientes clinicos de 168 pacientes con trasplante
renal, de los cuales se incluyeron 40 pacientes que cumplieron los criterios de
inclusiéon. El 33% fueron mujeres y el 66.6% hombres. El tiempo de trasplante fue en
promedio de 10.6 + 3.48 (6-18) meses. El nimero de glomérulos analizables en la
primera biopsia fue de 12.8 + 9.6 (1-25) y en la segunda biopsia fue de 11.9 + 5.49 (1-
23). El nimero de arteriolas preglomerulares engrosadas durante la primera biopsia en
promedio fue de 0.35 + 0.70 (0-3) y en la segunda biopsia fue de 4.55 + 2.61 (1-15),
observandose un incremento significativo en el numero de arteriolas engrosadas
(p<0.001). Las biopsias inmediatas al injerto sin el efecto de la Cs A de los mismos
casos fueron 40, 34 con fibrosis grado 0 y 6 casos con fibrosis grado I. El promedio de
la fibrosis fue 6.10 + 5.6 en la biopsia inmediata, con un aumento significativo (p <
0.05) en relacién a la fibrosis en la biopsia para retiro de Cs A que tuvo un promedio de
24.89 + 17.59. La fibrosis intersticial y la expresion de TGF -B1 mostraron una clara
correlacion. El coeficiente de correlacion, entre el porcentaje de fibrosis intersticial en
la primera biopsia (inmediata) sin el efecto de la administracion de Cs A y el porcentaje
de expresion de TGF -B1 en la misma biopsia es de 0.336 (p = 0.039). Sin embargo, el
coeficiente de correlacion entre la fibrosis y la expresion de TGF -B1 en la segunda
biopsia (de retiro) ya con el efecto atribuible al inmunosupresor es de 0.809 (p =
<0.001). Se encontr6 correlaciéon directa entre la magnitud de la fibrosis y la expresion
de TGF -Bl1 (r=0.86), con BCL-6 (r=0.229). Hubo un incremento significativo
(p<0.001) de la apoptosis intersticial en las biopsias de retiro (24.51 + 7.2) en relacion
con las inmediatas (10.10 + 7.5). Sin embargo, este incremento presentd un valor
maximo de superficie cortical renal afectada en las biopsias previas al retiro de Cs A
con fibrosis grado 1 y grado 2, con una disminucion en las biopsias con fibrosis grado 3.
CONCLUSIONES: Los datos encontrados son compatibles con la hipétesis de que la
toxicidad crénica por Cs A en el injerto renal estd mediada por TGF -B1 y con la
induccién de apoptosis en el intersticio renal.




ABSTRACT

Frequency of acute and chronic Cyclosporine-A (CyA) nephrotoxicity varies from 15%
to 30% in different series, depending of the criteria of the observant. Chronic toxicity is
the most frequent and is characterized by acelular interstitial fibrosis and arteriolopathy.
Interstitial fibrosis could be the result of and important profibrotic growing factor and
apoptosis inductor, TGF-B1.

Objective: To demonstrate that there is an increase in the expression of TFG-1 and in
apoptosis in renal allograft biopsies taken by protocol of early CyA withdrawal in
patients with histological data of CY A-toxicity.

Material and Method: Renal biopsies of 40 transplanted patients of living related donor
were retrospectively reviewed. All patients have had a renal biopsy performed at the
time of the transplant (immediate). Second biopsies were taken by protocol of early
CyA withdrawal, at least after 6 months of treatment. Biopsies were reviewed looking
for vascular (afferent and yuxtaglomerular arterioles) or interstitial fibrosis as well as
the expression of TGF-B1, and immunomarkers of apoptosis: Fas, BCL2, BCL-6, BCL-
X, Bak and Bax. Expression of immunomarkers was measured by morphometry using
an image analyzer. Results (expressed in percentage) were compared with those
biopsies taken immediately after transplantation.

Results: From 168 charts reviewed, only 40 patients fulfilled criteria for the study.
Female gender corresponded to 33% and 66.6% to males. Recipient age at the time of
transplantation was 31 £ 9.56 years (range 18 — 42) while donor age was 37 + 12.11
years (range 20-60). Average time after transplantation was 10.6 £+ 3.48 months (6-18).
Number of glomeruli available per biopsy was 12.8 + 9.6 (1-25) in the first biopsy and
11.9 + 5.49 (1- 23) in the second biopsy. Average of the number of arterioles with
vascular damage in the first biopsy was 0.35 = 0.70 (0-3) while in the second biopsy
was 4.55 £+ 2.61 (1-15), p<0.001. Vascular damage was scored as mild, moderate and
severe. Each interstitial fibrosis group had ten samples. In the biopsies taken immediate
after transplantation (40 cases), 34 had no fibrosis and were scored with 0 and the 6
resting cases had fibrosis scored as grade 1. Average of fibrosis was 6.10 £ 5.6 in the
first biopsy while in the second biopsy was 24.89 + 17.59, marked increased (p< 0.05).
There was a clear correlation between expression of TGF-B1 and interstitial fibrosis.
Pearson coefficient between the percentage of interstitial fibrosis and TGF-BI
expression in the first biopsy was 0.336 (p= 0.039). However, this coefficient was of
0.809 in the second biopsy (p0<0.001), under the treatment with CyA. Indeed, there
was a direct correlation between interstitial fibrosis and TGF-B1 expression using
ANOVA. There was a direct correlation between interstitial fibrosis and TGF-B1
expression (r=0.86) and with Bcl-6 (r=0.229). TUNEL results showed an increase in
apoptosis in the interstitium (p<0.001) in the second biopsies (24.51 £7.2) compared to
those biopsies taken immediately (10.10 £ 7.5). However, this value showed an affected
cortex surface maximal increase in all those second biopsies with fibrosis scored grade
1 and 2, while there was a diminution in those biopsies scored as grade 3.

Conclusions: Data supports the hypothesis that CyA chronic toxicity in the renal
allograft is mediated by TGF-B1 and the apoptosis induction in the renal interstitium.



1. ANTECEDENTES

1.1. CICLOSPORINA

La ciclosporina A (Cs A) es un medicamento inmunosupresor usado por primera vez en
1978 para prevenir el rechazo en la cirugia del transplante renal (1). Es un péptido
ciclico neutro hidr6fobo que se obtiene de un hongo; tiene 11 residuos de aminoacidos y
un peso molecular de 1203 2). A pesar de su alto costo, en la practica clinica tiene un
gran impacto, ya que en las dos décadas pasadas, su uso mejoré impresionantemente el
pronostico funcional de los transplantes de 6rganos previniendo la pérdida por rechazo
. La diferencia mas importante de la Cs A con otros agentes inmunosupresores €s su
nula mielotoxicidad (2). Sin embargo, sus efectos en la estructura y funcion del rifién
(nefrotoxicidad) han limitado su uso 3). La actividad inmunosupresora de la Cs A se
debe a la union dependiente de calcio-calmodulina del complejo Cs A - ciclofilina con
la fosfatasa de calcineurina (4). La inhibicion de la calcineurina bloquea la transcripcion
de los genes que sintetizan el factor nuclear para la activacién de linfocitos T (FNAT) y
previene la activaciéon de citocinas, incluyendo la interleucina-2 (IL-2) que es el
principal factor de crecimiento autdcrino en la cascada de la reaccion para el
reconocimiento de los antigenos (4. Con la inhibicién de la activaciéon de la IL-2 se
ocasiona una modulacién selectiva de la funcién de las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T. Esto afecta inicialmente la diferenciacion de las células T cooperadoras y
finalmente el desarrollo de las células citotoxicas que potencialmente destruyen al
injerto (4). La Cs A interfiere ademas con la liberacion de otras linfocinas incluyendo el
interferon gamma y el factor de activacion de las células B. El resultado final es el

bloqueo de la respuesta inmune ().



1.2. NEFROTOXICIDAD

A pesar de ser un excelente inmunosupresor, el uso prolongado de Cs A produce
nefrotoxicidad (2. Hay dos formas reconocidas de nefrotoxicidad, la primera es la aguda
que se caracteriza por la disminucion subita del filtrado glomerular y microhematuria,
con hipertension arterial en el 47% de los casos (5). Esta alteracion se presenta con la
administracion de Cs A en altas dosis aunque puede ser independiente de la misma (s).
Microscopicamente, en la biopsia del injerto se puede observar vacuolacién isométrica
del epitelio tubular, apoptosis del misculo liso y edema endotelial arteriolar de tipo
microangiopatia trombotica (5. Ya que es una lesion dependiente de la dosis, estos
cambios son reversibles con la disminucién de la dosis o la suspension de la Cs A con
cambio a otro tipo de inmunosupresor (). La lesién aguda ocurre en 40% de los
pacientes en los primeros 100 dias después del transplante (s). La nefrotoxicidad aguda
por Cs A es secundaria a la lesion de la membrana basal producida por una
vasoconstriccion potente y prolongada de las arteriolas eferentes (5), que ocasiona una
disminucion del flujo sanguineo y del filtrado glomerular (). La segunda forma de
nefrotoxicidad por Cs A, es la crénica, que es la forma méas comun (1). Esta lesion se
caracteriza clinicamente por el deterioro crénico y progresivo de la funcién renal que es
irreversible ain con la suspension del medicamento (7). Se desconoce la mayor parte del
mecanismo a través del cual se produce este tipo de lesion renal 3). Algunos estudios
realizados en modelos experimentales sugieren que el dafo vascular desempefia un
papel importante en la patogenia de la nefrotoxicidad crénica por Cs A. Sin embargo,

esto aun no ha sido comprobado ().



1.3. FIBROSIS INTERSTICIAL Y ARTERIOLOPATIA RENALES

La nefrotoxicidad crénica se caracteriza histologicamente por bandas corticales de
fibrosis o fibrosis difusa intersticial que se divide en grados de acuerdo al porcentaje de
superficie afectada (0: <10%, I. 10-25%, II: >25-40% y III: >40%) y se presenta en
todos los pacientes (100%) que reciben Cs A por mas de 6 meses (7.8). También se
observa vacuolacion tubular y arteriolopatia. La arteriolopatia consiste dafio intenso
manifestado por depdsitos nodulares de una proteina hialina en la pared de las arteriolas
hiliares y de las arterias interlobulares, con vacuolacion del citoplasma de las células
musculares lisas de los mismos vasos (7). La arteriolopatia es la lesion morfolégicamente
mas caracteristica de la nefropatia crénica por Cs A y se presenta en el 70% de los
pacientes trasplantados que reciben este medicamento por mas de 6 meses (7). Después
de la suspension de la Cs A, se ha observado que la vacuolacion tubular y la
arteriolopatia pueden disminuir en intensidad, a diferencia de la fibrosis que es
irreversible e incluso puede aumentar después de la suspension del medicamento (7). Por
lo tanto, la fibrosis intersticial es considerada como la lesion directamente responsable
de la pérdida del injerto (7. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual hay

sustitucion del intersticio renal normal por fibrosis.

1.4. PATOGENIA

La nefrotoxicidad crénica por Cs A puede inducirse en modelos animales (ratas) con
dieta baja en sal, ya que asi se incrementa su susceptibilidad a los efectos del
medicamento y se facilita la produccion de fibrosis intersticial ). En modelos
experimentales realizados en ratas de la manera antes descrita, se ha implicado en la

patogenia de la fibrosis intersticial secundaria a nefrotoxicidad cronica por Cs A a
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ciertas proteinas de adherencia celular, especificamente a la proteina de adherencia de

macrofagos (MAP) y al factor transformador del crecimiento beta 1 (TGF-B1) (9).

1.5. TGF-B1

El 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 (10) y 2) bloqueando la degradacion de la matriz extracelular al inhibir la
accion de las colagenasas y a los diferentes subtipos de gelatinasas (11). Ademas, se
conoce que el TGF-B1 inhibe la proliferaciéon de células mesangiales y suprime la
sintetasa del oxido nitrico (NOS) (12). Roberts y Sporn observaron un aumento en la
expresion del RNA mensajero de TGF-B1 en los glomérulos e intersticio de ratas
diabéticas con glomeruloesclerosis (fibrosis glomerular) y con fibrosis intersticial (13).
Recientemente, la manipulacion genética del gen del TGF-B1 en modelos
experimentales ha sugerido que éste participa en el dafio renal secundario a algunos
medicamentos (9. Se especula que si la Cs A induce la expresion de TGF-B1 in vivo e in
vitro, la manipulacion de los niveles de TGF-1 con anticuerpos monoclonales anti-
TGF-B1 podria disminuir los efectos nefrotoxicos cronicos de la Cs A (9, 14). En varios
estudios in vivo se ha demostrado la importancia de la interaccion de las moléculas de
adherencia celular en la patogenia de algunos tipos de glomerulonefitis y la produccién
del dafio tubulointersticial (15). Sin embargo, esto aun no ha sido estudiado en los
pacientes que reciben Cs A de manera cronica y que desarrollan toxicidad. Cabe
mencionar que en el hombre, en condiciones normales, el TGF-1 se expresa en los
células intersticiales de la médula renal y en las mesangiales de los glomérulos, pero no

se encuentra en el intersticio renal cortical (9). Grasl-Kraupp y colaboradores han



demostrado que el TGF-B1 es un inhibidor de la proliferacion celular y un potente
inductor de la apoptosis en el higado in vitro e in vivo después de la administracion de

altas dosis de TGF-1 a ratas con neoplasias hepaticas (23).

1.6. APOPTOSIS

Otro aspecto importante y poco estudiado en la nefrotoxicidad cronica por Cs A es la
forma a través de la cual el intersticio renal es sustituido por fibrosis que finalmente es
uno de los aspectos mas importantes porque ocasiona la pérdida del injerto. En un
modelo experimental en ratas con dieta hiposddica y con Cs A, se encontré que
desarrollaron cambios histologicos similares a los del ser humano con arteriolopatia con
depositos nodulares de proteina hialina, depésitos de matriz extracelular con fibrosis del
intersticio y pequefios focos de infiltrado de linfocitos y macréfagos asociados a estas
zonas de fibrosis; estos focos inflamatorios desaparecieron conforme aumenté la
cantidad de fibrosis y de apoptosis (2). Este estudio concluyé que la pérdida del
parénquima renal al ser sustituido por fibrosis se lleva a cabo a través de una apoptosis
intensa y acelerada (). El estudio de la apoptosis ha proporcionado un mejor
entendimiento de los mecanismos de dafio renal tanto a nivel glomerular como
tubulointersticial (16). Se ha determinado que es importante para la remodelacion del
glomérulo después de una lesion inflamatoria, como sucede en las glomerulonefritis
proliferativas, ya que disminuye paulatinamente la celularidad por medio de apoptosis
en el periodo de recuperacion y remodelacion glomerular hasta llegar nuevamente a la
celularidad normal (17). Se ha demostrado la participaciéon de la apoptosis en el dafio
renal por diferentes estimulos que ocasionan insuficiencia renal aguda, en la
endotoxemia, en diversos tipos de glomerulonefritis y en el dafio nefrotoxico secundario

a la administracion de medicamentos como dexametasona, ciclofosfamida y melfalan
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(14,18,19.. La apoptosis es una forma de muerte celular “programada", que
morfologicamente se distingue de la necrosis porque no hay destruccion celular (16). En
la apoptosis la célula sufre una condensaciéon nuclear y fragmentacién celular, con
preservacion de las membranas celulares y de los organelos (16). Las células apoptdticas
son eliminadas por fagocitosis que realizan las células nucleadas vecinas y no
necesariamente por células fagociticas, por lo tanto, en condiciones normales, el
fenomeno de apoptosis protege a los tejidos vecinos de la inflamacién y del dafio tisular
(16). Algunas funciones importantes de la apoptosis son la remodelacion tisular durante
la embriogénesis y la renovacion de los tejidos después de alguna lesion (16). Existen
multiples genes responsables de la apoptosis, algunos como el Fas, IL-1B, p53, c-Myc y
Bak inducen la apoptosis, otros en cambio, la disminuyen, como el bel-2, bel-6, bel-X'y
Bax (14. La apoptosis en los tejidos puede valorarse de tres maneras: 1) a través de sus
caracteristicas histologicas con microscopia de luz (campo claro) que permite valorarla
de manera cualitativa (16), 2) con anticuerpos monoclonales que detectan los productos
de la expresion de los genes reguladores (inductores/inhibidores) de la apoptosis a
través de inmunohistoquimica (inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa) estas técnicas
pueden valorarse de manera cualitativa (positivo-negativo) y cuantitativa, esta iltima a
través de un analizador de iméagenes, y 3) con el método de Gavrieli, mejor conocido
como técnica de TUNEL (TdT- mediated DNA nick end-labeled) (200 que proporciona
un resultado de apoptosis en porcentajes, también a través de un analizador de
imagenes. En tejidos normales la cantidad de células en apoptosis es variable (1);
utilizando métodos semicuantitativos se ha estimado que la cantidad de apoptosis en el
rifién normal adulto no debe ser mayor del 15% @1, por lo que un porcentaje mayor a
éste significaria una aceleracion en la muerte celular. Otra de las técnicas para

apoptosis, como la de electroforesis de DNA en gel de agarosa, no es aplicable para



medir apoptosis intersticial, pues requiere entre otras cosas, la eliminacion de los

glomérulos a través de microdiseccion, elemento que en si mismo produce apoptosis (22).

1.7 EXPERIENCIA EN MEXICO

En México se ha estimado que hay aproximadamente 100,000 pacientes afectados por
insuficiencia renal crénica que requieren un transplante renal (24). En nuestro pais se
realizan alrededor de 1,500 transplantes renales al afio (24). En el Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez, se efectiian aproximadamente 55-60 transplantes renales al
afio. Se estos el 90 %, son de donadores vivos, el resto son de donadores cadavéricos.

En afos recientes se han estudiado las consecuencias sobre la sobrevida del injerto de
los pacientes con transplante renal de donador vivo relacionado del Instituto Nacional
de Cardiologia Ignacio Chavez que usan Cs A, en un protocolo de retiro de la misma
(21). Se evaluaron los cambios histologicos por la administracion de Cs A en biopsias
renales percutaneas tomadas por protocolo en pacientes con funcion renal estable para
evaluar el retiro de la Cs A, desde 2.3 a 81 meses de la administracion de Cs A. Se
incluyo en este estudio a los pacientes quienes durante el periodo de administracion de
Cs A no presentaron signos clinicos o histologicos de rechazo. Los pacientes fueron
divididos en tres grupos basados en la duracion de la terapia con Cs A. En el grupo 1 los
pacientes recibieron Cs A durante menos de 6 meses, en el grupo 2 entre 6 y 12 meses y
en el grupo 3 la recibieron por mas de 12 meses. Se analizaron 91 biopsias renales de
pacientes incluidos en este protocolo para retiro de Cs A. En el grupo 1 se encontraron
lesiones arteriolares en el 23% de las biopsias (6/26), en el grupo 2 se observd
arteriolopatia secundaria a Cs A en el 70% (35/50) y en el grupo 3 en el 100% (15/15).
La fibrosis intersticial se encontré en el 58% de las biopsias del grupo 1 y fue

considerada como grado 0 (< 10%),en el 58% y grado I en el 42%. En el grupo 2 se



encontro fibrosis grado I en el 84% y grado Il en el 16%. En el grupo 3 hubo fibrosis en
todos los casos, se consideré como grado II en el 53% y grado III en el 47%. Ademas se
observdo (por medio de una biopsia realizada seis meses después del retiro de la
ciclosporina que en los pacientes que la recibieron por menos de 6 meses), que la mayor
parte de los cambios histoldgicos disminuyeron o desaparecieron después del retiro de

la Cs A en los pacientes que la recibieron por mas de 6 meses (2).
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2. JUSTIFICACION

En Meéxico existen 100,000 habitantes que presentan insuficiencia renal crénica por
multiples causas, que son candidatos a un trasplante renal pero solo se realizan 1,500
trasplantes al afio, (90% de los cuales son de donador vivo relacionado). Esto explica la
gran cantidad de pacientes mexicanos que se encuentran en espera de un transplante de
este organo. Para evitar el rechazo del injerto se utilizan multiples esquemas de
inmunosupresion, el medicamento mas utilizado es la Cs A, por su nula mielotoxicidad
y su gran efectividad en la prevencion de rechazo. Sin embargo, su uso prolongado
ocasiona la pérdida del injerto por nefrotoxicidad crénica, lo que contribuye a la falla
del injerto y a que los pacientes requieran un nuevo injerto renal. El resultado es el
incremento en la cantidad de pacientes en espera de un trasplante renal, ademas,
disminuye la funcién del injerto empobreciendo el pronostico de estos pacientes. Los
mecanismos a través de los cuales la Cs A ocasiona la arteriolopatia y la fibrosis
intersticial y a través del cual el parénquima renal es sustituido por fibrosis intersticial,
en la nefrotoxicidad crénica por Cs A no han sido estudiados en el hombre. En modelos
experimentales en ratas sometidas al uso de Cs A por tiempo prolongado, se ha
encontrado un espectro de lesiones histologicas renales semejante al que se produce en
la nefrotoxicidad crénica por Cs A en los pacientes. Estos estudios han demostrado la
expresion de algunas moléculas de adherencia celular como el TGF-1, que como es
bien conocido, estimula la sintesis de colagena y fibronectina porque es un factor
mitogénico para los fibroblastos. También en estos modelos experimentales se ha
encontrado un aumento de la apoptosis directamente relacionado con la cantidad de
fibrosis intersticial. Como ya se menciond, se ha encontrado, que en ratas con
neoplasias hepaticas sometidas a niveles elevados de TGF-f1, hay aumento de la

apoptosis, lo que sugiere que actiia como un potente inductor de ésta. Todo esto no se
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ha estudiado en las biopsias renales de pacientes. Si pudieran conocerse y demostrarse
los mecanismos que intervienen en la nefropatia croénica por Cs A en humanos, podria
ser el primer paso para en un futuro poder prevenir la pérdida del injerto secundaria al

uso prolongado del medicamento.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢En los pacientes con trasplante renal de donador vivo relacionado con nefrotoxicidad
cronica por Cs A, hay aumento de la expresion de TGF-B1 y de la apoptosis en el

intersticio, directamente relacionados con el grado de fibrosis?

4. HIPOTESIS

En las biopsias renales de pacientes con trasplante renal de donador vivo relacionado
que presentan datos histologicos de toxicidad crénica por Cs A, hay incremento de la
expresion de TGF-B1 y aumento en la cantidad de apoptosis en el intersticio

relacionados directamente con el grado de fibrosis.

5. OBJETIVO

Demostrar si en las biopsias renales de pacientes con trasplante renal de donador vivo
relacionado que presentan datos histologicos de toxicidad crénmica por Cs A, hay
aumento de la expresion de TGF-B1 y aumento en la cantidad de apoptosis

intersticiales, en relacion al grado de fibrosis intersticial.
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6. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
6.1. DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio transversal analitico.

6.2. UNIVERSO DE TRABAJO

Se incluyeron a todos los pacientes del servicio de Nefrologia del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chéavez con trasplante renal de donador vivo relacionado, funcién
renal estable, que recibieron un esquema de inmunosupresion consistente en azatioprina,
prednisona y Cs A, participantes del protocolo para retiro de Cs A y con una biopsia

renal del injerto inmediata y otra biopsia previa al retiro de Cs A.

6.3. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

1. Expresion del factor transformador del crecimiento Bl en el intersticio, tubulos y
arteriolas renales.
2. Apoptosis renal intersticial y arteriolar.

3. Fibrosis intersticial cortical secundaria a nefrotoxicidad crénica por Cs A.

DESCRIPCION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

Expresion del factor transformador del crecimiento B1: se utilizo un corte de tejido
fijado en formalina/buffer de fosfatos al 10% e incluido en parafina, de 3 micras de
espesor (Fig. 1). A través de la técnica de inmunoperoxidasa indirecta se marcaron las
células que expresaran positividad para TGF-p1. Esta se midio a través de un analizador
de imagenes con el que se obtuvo un promedio de 10 campos no cruzados de intersticio
a un aumento de 400x. El valor normal en el intersticio renal cortical en humanos es de

0.
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Escala de medicion: cuantitativa de razon.

Tipo de variable: cuantitativa continua.
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Fig. 1: Expresion del TGF B1 en arteriolas preglomerulares (izquierda), en el
intersticio y en capilares peritubulares (derecha) (400x).

Aumento de la cantidad de apoptosis intersticial: se evalué a través de la técnica de
TUNEL, (Fig. 2) de la que se obtuvo un porcentaje a través de un analizador de
iméagenes, de las células en apoptosis de todo el intersticio.

Escala de medicion: cuantitativa de razon.

Tipo de variable: cuantitativa continua.

Fig. 2: Técnica de TUNEL para apoptosis, se observan los
nucleos positivos en color café ocre. 400x
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Nefrotoxicidad crénica por Cs A: alteraciones funcionales y cambios histologicos
renales atribuibles a la administracion por 6 o0 mas meses de Cs A.

Cambios histologicos de toxicidad crénica por Cs A: vacuolacion del epitelio tubular,
arteriolopatia, fibrosis intersticial en bandas o difusa.

Arteriolopatia por toxicidad crénica por Cs A: afeccion de las arteriolas hiliares e
interlobulares del rifion caracterizada microscopicamente por depdsitos nodulares
hialinos en la pared del vaso y/o vacuolacion del citoplasma de las células musculares

de la capa media (Fig. 3).

Fig. 3: Arteriolopatia por Cs A. Engrosamiento de la pared, vacuolacion del
citoplasma del musculo de la capa media y depdsitos nodulares hialinos
(PAS.400x)

Fibrosis intersticial: sustitucion del intersticio renal por fibroblastos y tejido conectivo.
Estos datos fueron valorados con la tincién de tricromico de Mallory porque ésta tifie al
tejido conectivo de color azul verdoso (Fig. 4). Se midié en porcentajes la superficie
cortical afectada. Inicialmente con un método semicuantitativo calculando el porcentaje
en el microscopio de luz de la siguiente manera: 1 a <10% (grado 0), 10 a 25% (grado
1), >25 a 40% (grado 11) y >40% (grado I1I). Posteriormente se midié a través de un
analizador de imégenes, el resultado se obtuvo del porcentaje de superficie cortical

afectada en 10 campos no cruzados a un aumento 400x.
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Escala de medicion: Cualitativa ordinal (grados de fibrosis) y cuantitativa de razon
(porcentaje de superficie cortical afectada).

Tipo de variable: cualitativa ordinal y cuantitativa continua.

Fig. 4: Fibrosis intersticial renal cortical de diferentes grados tefida en azul
verdoso con tricromico de Mallory (400x).

6.4. SELECCION DE LA MUESTRA

6.4.1. TAMANO DE LA MUESTRA

No existen suficientes datos en la literatura para establecer la diferencia en la
proporcion esperada entre los grupos de comparacion para el TGF-B1 y la fibrosis
intersticial. De acuerdo a un estudio piloto que se efectué previamente con 9 biopsias
renales con fibrosis intersticial cortical (3 de cada grupo: I, 11 y III) secundaria a
nefrotoxicidad crénica por Cs A, en el que comparamos el porcentaje de expresion del
TGF-B1 (excluyendo la expresion glomerular) y los grados de fibrosis intersticial
cortical, se encontré lo siguiente: La expresion del TGF-B1 en las biopsias con fibrosis
grado I: fue 19.2% de superficie cortical positiva en promedio por campo 400x". Para
las biopsia con fibrosis grado 11 fue del 56.8% y para las biopsias con fibrosis grado III
fue el 79.1%.Por lo tanto la diferencia entre el grado 1 y II es de 37.6%, y entre el grado
11 y II1 de 22.3%. Tomando la menor diferencia (22%), para un nivel de alfa de 0.05% y

de beta de 0.20, se estimé el tamafio de la muestra en 10 casos para cada grupo, (4
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grupos; de acuerdo al grado de fibrosis para estudiar un total de 40 pacientes diferentes
y 80 biopsias renales en total). Cabe mencionar que en este estudio piloto no se
incluyeron biopsias renales con fibrosis intersticial que tuvieran una superficie cortical
afectada menor al 10% (grado 0). Por otra parte la diferencia esperada en la cantidad de
apoptosis, evaluada en porcentajes de positividad, a través de la técnica de TUNEL
entre los diferentes grados de fibrosis intersticial cortical es del 33%. Para un nivel de
alfa de 0.05% y de beta de 0.20, se estima el tamafio de la muestra en 7 casos de cada
grupo, para estudiar un total de 28 pacientes diferentes (56 biopsias renales en total)
Con lo anterior concluimos estudiar 80 biopsias renales, 2 de cada paciente (inmediata y
previa al retiro de Cs A), 10 por cada grupo de fibrosis intersticial cortical previamente
clasificados en grados (grado 0, I, I y III).

Se incluyeron en el estudio los tejidos 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. Pacientes que compartieran un haplotipo con el donador.

2. Ausencia de historia clinica de rechazo del injerto (dolor localizado en el sitio del
injerto, hiperestesia local, disminucion de volumenes urinarios)

3. Funcidn renal estable determinada por creatinina sérica.

4. Ausencia de datos histologicos de rechazo por medio de la biopsia del injerto, de
acuerdo a los criterios histologicos actuales para rechazo renal (anexo 2) (26).

5. Seis o mas meses con la terapia inmunosupresora a base de Cs A.

6. Administracion del mismo esquema de inmunosupresiéon de rutina, [azatioprina (2

mg/kg), prednisona (200 mg 1 semana y posteriormente se disminuy6 a una dosis de
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0.25 mg/kg) y Cs A (con una dosis inicial de 5 mg/kg/dia, que se inici6 el mismo
dia del trasplante renal y posteriormente se di6é una dosis secundaria ajustada para
mantener la concentracién en sangre de Cs A en niveles entre 100-200 ng/ml)].
Contar con una biopsia inmediata del injerto sin alteraciones histologicas que
ocasionaran fibrosis intersticial (glomerulopatia primaria, arteriolonefroesclerosis y
dano tubulointersticial).

Aceptacion para participar en el protocolo firmando una carta de consentimiento

(anexo 3).

6.4.2.2. CRITERIOS DE NO INCLUSION

1.

Cuando la biopsia renal del injerto previa al retiro de Cs A present6 datos
histologicos de recidiva de la enfermedad primaria causante de insuficiencia renal
cronica.

Cuando la biopsia renal del injerto previa al retiro de Cs A presentd datos
histologicos de infeccidn viral (citomegalovirus, herpes virus, poliomavirus).
Cuando las biopsias renales del injerto inmediata y/o la previa al retiro de Cs A del

mismo paciente, no correspondieron histoléogicamente a corteza renal.

6.4.2.3. CRITERIOS DE ELIMINACION

L

Cuando las biopsias renales del injerto inmediata y/o la previa al retiro de Cs A del
mismo paciente, no estuvieron preservadas adecuadamente para realizar las técnicas
de inmunohistoquimica y TUNEL.

Cuando las biopsias renales del injerto inmediata y/o la previa al retiro de Cs A del
mismo paciente, fueron insuficientes para efectuar las técnicas de

inmunohistoquimica y TUNEL.
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6.5. PROCEDIMIENTOS

Se estudi6 a todos los pacientes del Servicio de Nefrologia del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez, con transplante renal de donador vivo relacionado, con
funcién renal estable, que entraron al protocolo para el retiro de Cs A. Se les solicité su
consentimiento para la participacion en el protocolo. Todos los injertos renales fueron
de donadores vivos relacionados que compartieran un haplotipo con el receptor y que
hubieran utilizado Cs A por 6 o mas meses continuamente desde el transplante. Como
ya se menciond, se utilizd un protocolo clédsico de inmunosupresion consistente en:
azatioprina (2 mg/kg), prednisona (200 mg 1 semana, se disminuy6 a 0.25 mg/kg) y Cs
A (que se administré con una dosis inicial de 5 mg/kg/dia, que se inici6 el dia del
transplante y posteriormente se dié una dosis secundaria ajustada para mantener la
concentraciéon en sangre de Cs A en niveles entre 100-200 ng/ml). Se efectué una
biopsia renal percutanea un dia antes del retiro de Cs A. Todas las biopsias se realizaron

por puncioén con aguja automatica bajo guia ultrasonografica.

6.5.1. TEJIDO CONTROL

Como tejido control se utilizaron biopsias renales del injerto inmediatas, tomadas al

momento del trasplante (biopsia inmediata del injerto renal).

6.5.2. HISTOPATOLOGIA Y MORFOMETRIA

Cada biopsia contenia de dos o tres cilindros de tejido renal, uno o dos se fijaron en
formalina/buffer de fosfatos al 10% y fueron incluidos en parafina y otro cilindro se
congelé a menos 80°C, en un tanque de nitrégeno liquido, para su inclusién en
criopreservador (tissue-tek). Del tejido incluido en parafina se realizaron 8 cortes a 3

micras los cuales fueron tefiidos con: hematoxilina y eosina (3) acido peryodico de
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Schiff (PAS) (3), tricrémico de Mallory (1) y metenamina de plata (1). Cada biopsia fue
examinada por una Nefropat6loga quien desconocia la duracion de la terapia con Cs A.

Los signos vasculares y tubulointersticiales cronicos de la nefrotoxicidad por Cs A
fueron independientemente registrados. El diagnostico de arteriolopatia relacionada con
Cs A se realizé ante la presencia de vacuolas, gotas o depdsitos hialinos en la capa
media de las arteriolas pre y paraglomerulares. Para cada caso se evalud el nimero de
arteriolas afectadas contra las no afectadas. El diagnostico de fibrosis asociada a la
administracion de Cs A se realizo en presencia de fibrosis difusa o bandas acelulares de
fibrosis cortical. La cantidad de fibrosis fue inicialmente evaluada usando un método
semicuantitativo con diferentes grados (grado 0: 1-9%, grado I: 10-24%, grado II: 25-
40%, grado III: >40% del tejido cortical). Para determinar la certeza de esta evaluacion
semicuantitativa, la cantidad de fibrosis se cuantificé utilizando morfometria. Este
método se baso en el analisis computarizado de imagenes. En concreto, para cada
biopsia se tomaron 10 campos no cruzados de intersticio cortical renal examinados a
400 aumentos, utilizando un microscopio de campo claro (Olimpus BXS50, objetivo
40X y oculares 10X) se estudio el 100 % de la corteza de cada muestra y cada campo se
captur6 con una camara de video digital (CoolSnap-Plus). Cada imagen fue procesada
en una computadora usando Image-Pro-Plus, un software procesador de imagen (Image-
Pro INC, Media Cibernetics). Utilizando la capacidad de reconociﬁiento de color en
este software y la especificidad hacia el azul verdoso de la coldagena en los cortes
tefiidos con tricromico de Mallory se seleccionaron las areas de fibrosis. Después de
esta seleccion, las areas de fibrosis fueron cuantificadas (con unidades pixel) usando el
software del analizador de imagenes. Para cada campo la cantidad de fibrosis fue

expresada en una fraccion de area tibulo-intersticial (un area de fibrosis podia abarcar
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un campo). Finalmente, para cada biopsia la cantidad de fibrosis cortical se obtuvo por

los resultados de 10 campos, expresado en porcentaje.

6.5.3. ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

De cada biopsia se efectuaron cortes a 3 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). Se marcaron con anticuerpos primarios contra: Fas, BCL-2, BCL-6,
BCL-X, Bak y Bax (DAKO) y TGF-B1 (Bioselec, Santa Cruz Biotechnology, Inc). La
interpretacion del resultado de la técnica de inmunoperoxidasa indirecta realizada con
todos los anticuerpos se llevd a cabo con el analizador de imdagenes descrito
anteriormente utilizando 10 campos no cruzados examinados a 400 aumentos. Se
efectuaron los anticuerpos primarios contra Fas, BCL-2, BCL-6, BCL-X, Bak, Bax
exclusivamente como método de control de la calidad del tejido y de la técnica de
apoptosis (TUNEL) descrita posteriormente. El resultado final de cada caso, se expreso
en porcentajes.

El tejido fijado en nitrégeno liquido fue utilizado para efectuar cortes de 5 micras a
través de un cridstato y por medio de la técnica de inmunofluorescencia directa,
incubando el tejido con anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina contra
IgG, IgA, IgM, Clq, C3c, C3d, fibrindégeno, albimina, kappa y lambda. Estos cortes se
revisaron en un microscopio de fluorescencia (Olimpus BX50), con filtro azul. Para
descartar la presencia de complejos inmunes que formaran parte de una glomerulopatia
del donador (en la biopsia inmediata) o una recidiva de la enfermedad primaria (biopsia

previa al retiro de Cs A).
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6.5.4. TECNICA DE TUNEL (o)

Con tejido fijado en formalina se realizaron cortes histologicos a cuatro micras, se
desparafinaron y rehidrataron con etanol, seguido por un pretratamiento con acido
citrico (pH=6.0, 10mM), se incubaron con proteinasa K (6.2 microgramos/ml,
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA), seguida por deoxinucleotidil
transferasa terminal (Tdt) (300 unidades/ml; Pharmacia Botech, Alameda, CA, USA) y
con ATP biotinilado, (Bio-14-dATP) (0.94 nm; Gibo BR, Grand Isaland, NY, USA),
este ultimo se detecté usando un complejo avidina-biotina (Vectastin Elite). La

positividad se expresé en porcentajes.

6.6. CONSIDERACIONES ETICAS

La realizacion del estudio no significé algin riesgo para el paciente, ya que no se
efectuaron procedimientos adicionales o diferentes a los recomendados para pacientes
en programa de trasplante renal en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chéavez.
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. El protocolo fue aprobado y registrado por el Comité de Etica e
Investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

Ademas se tomaron en cuenta los articulos para el manejo, procesamiento y eliminacion

de tejidos y residuos biolégicos, 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 dispersion. Se utilizé tanto el

programa de Excel para el anélisis estadistico, SPSS versién 10 para Windows y el
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programa GraphPad Prism 3.02, para la realizaciéon de figuras. Para el andlisis entre los
valores del TGF-B1 y la fibrosis intersticial se utiliz6 inicialmente una prueba no
parameétrica bivariada de Pearson. Posteriormente para la comparacion entre los valores
de TGF-B1, del TUNEL y de los diferentes marcadores de apoptosis con el porcentaje

de fibrosis intersticial se practicaron pruebas de normalidad y se utilizé analisis de

variancia (ANOVA).
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7. RESULTADOS

Se revisaron los expedientes clinicos de 168 pacientes con trasplante renal, de los cuales
se incluyeron 40 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion; 10 de cada grado
de fibrosis intersticial en las biopsias previas al retiro de Cs A, (80 biopsias renales en
total). Los datos recolectados de los expedientes (caracteristicas clinicas y examenes de
laboratorio de los pacientes) fueron capturados inicialmente en una hoja de célculo del
programa Excel. Se codificé y ordeno la base de datos para posteriormente ser analizada
en el programa SPSS 10.0 para Windows. Primero se efectué un analisis exploratorio de
la base para conocer las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes en el
momento de la biopsia inmediata y en el de la biopsia previa al retiro de Cs A (tabla
No. 1). Se observé que las condiciones clinicas y de laboratorio de los pacientes
sometidos a trasplante renal eran muy semejantes, sin diferencias significativas, en la
biopsia inmediata del injerto renal y cuando se les efectud la biopsia para retiro des Cs
A.

TABLA No. 1: CARACTERISTICAS CLINICAS Y DE LABORATORIO DE

LOS 40 PACIENTES EN LAS BIOPSIAS INMEDIATA Y EN LA DE RETIRO
DE Cs A

BX INMEDIATA BX DE RETIRO

Caracteristica Media + DS Intervalo Media + DS | Intervalo
Presion arterial sistdlica 135.43 + 20.61 104-200 127.7 +17.14 | 108-200
(mmHg)
Presion arterial diastélica 87.33 +12.42 58-122 81.83 +8.82 68-100
(mmHg)
Creatinina sérica 1.50 + 0.30 0.94-1.93 1.66 + 0.42 1.14-2.75
(mg/dL)
Nitrégeno de urea 25.36 + 10.06 12.4-5.9 23.98 +9.95 14-61.1
(mg/dL)
Acido Urico sérico 4.84 +1.04 3-6.8 744 178 |4.15-10.35
(mg/dL)
Colesterol 198.7 + 51.83 125-59.9 | 190.6 +45.65 | 123-336
(mg/dL)
Triglicéridos 176.71 + 104.40 57-460 183.66 + 67.47 | 95-389
(mg/dL)
Depuracion de creatinina 55.31 + 18.93 32-99 539+156.88 | 29.1-90
(ml/min)
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De los 40 pacientes estudiados, el 33% fueron mujeres y el 66.6% hombres. La edad del
receptor al momento del transplante fue de 31.5 + 9.56 afios, el grupo de edad mas
numeroso fue el de 25 a 30 afios. La edad maxima fue de 56 afios y la minima de 18. La
grafica hace evidente la distribucién de la muestra. (Fig. No. 5). El tiempo desde el
trasplante al momento del retiro de Cs A fue en promedio de 10.6 + 3.48 (6-18) meses.
Con un tiempo de espera en lista de trasplante renal de 13.71 + 4.40 meses (Tabla No.

2).

P=0OZmMmCOmMaOm

Fig. No. 5 : Distribucién por grupos de edad de los receptores.

En el andlisis de las caracteristicas demogréficas de los donadores del injerto renal
(todos DVR), se observé que la edad del donador al momento de la nefrectomia fue de
37 + 12.11 (20-60) afios. Otro dato de importancia de las condiciones de los receptores
es el indice de masa corporal, que tuvo un promedio de 24.3 + 4.1 que es adecuado

(Tabla No. 2).
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TABLA No. 2: CARACTERISTICAS DE LA POBLACION TRASPLANTADA EN EL INCICH,

INCLUIDA EN EL ESTUDIO.
CARACTERISTICA PROMEDIO D.E MINIMO MAXIMO

Edad(en meses) 315 9.56 18.0 56.0
Tiempo en diélisis (en meses) 13.7 14.40 0 72.0
Tiempo con Cs A (en meses) 12.7 6.21 4.0 32.0
Talla (cm) 160.9 8.24 140.0 178.0
Peso (Kg.) 62.5 10.39 436 94.9
Indice de masa corporal (Kg/mz) 24.3 4.41 15.2 371
Superficie corporal (m2) 1.7 0.15 1.4 2.1

En la evaluacion microscopica de las biopsias se encontré que el nimero de glomérulos
analizables en la primera biopsia (inmediata) fue de 12.8 + 9.6 (1-25) y en la segunda
biopsia (pre-retiro) fue de 11.9 + 5.49 (1-23). El nimero de arteriolas preglomerulares
engrosadas durante la primera biopsia en promedio fue de 0.35 + 0.70 (0-3) y en la
segunda biopsia fue de 4.55 + 2.61 (1-15), observandose un incremento significativo en
el numero de arteriolas engrosadas (p<0.001). Se determiné el engrosamiento de las
arteriolas preglomerulares, el que se categoriz6 en leve, moderado y grave. Las
caracteristicas microscopicas de las dos biopsias se presentan en la tabla No.3 y Fig.
No.6.

TABLA No. 3: CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LAS BIOPSIAS (INMEDIATA Y

RETIRO).

BX inmediata BX retiro
12.8 +7.09 (1-25) | 11.90 +5.49 (1-23)
3.93+258 (1-11) | 1.73+1.36 (0-4)
0.35+0.70 (0-3) | 4.55+2.61 (1-15)
0.28 +0.64 (0-3) | 0.50+0.85 (0-4)

750E-02(0-1) | 1.10+ 1.01 (04)
0 2.73 +2.03 (0-8)

Caracteristica
No. de glomérulos
No. arteriolas normales
No. arteriolas engrosadas
No. arteriolas con engrosamiento leve.
No. arteriolas con engrosamiento moderado.
No. arteriolas con engrosamiento grave.
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Fig. 6: De izquierda a derecha: Arteriolopatia con engrosamiento leve, moderado v arave
(PAS 400x).

Los 4 grupos de fibrosis intersticial de las biopsias previas al retiro de Cs A tuvieron
una n=10. Las biopsias inmediatas (sin el efecto de la Cs A) de los mismos casos fueron
40 casos, 34 con fibrosis grado 0 y 6 casos con fibrosis grado I. El promedio de los
porcentajes de fibrosis en total como grupo y para cada grado de fibrosis para las
biopsias inmediatas y para las previas al retiro de la Cs A se muestra en la tabla No. 4.
El promedio de la fibrosis fue 6.10 + 5.6 en la biopsia inmediata, con un aumento
significativo (p < 0.05) en relacién a la fibrosis en la biopsia para retiro de Cs A que

tuvo un promedio de 24.89 + 17.59.

TABLA No. 4 : PROMEDIO DE FIBROSIS INTERSTICIAL CORTICAL POR GRUPOS.

BX INMEDIATA BX RETIRO
TOTAL EN LOS 4 GRUPOS |n =40 6.10+56 |n=40 24.89 +17.59
POR GRADOS:

GRADO 0 n=34 414+29 |n=10 28+20

GRADO 1 n=6 1719+41 |n=10 1741452
GRADO 2 n=0 n=10 31.08+45
GRADO 3 n=0 n=10 4821+64




En la Fig. No. 7 se observan los 4 grados de fibrosis intersticial en las biopsias para el
retiro de Cs A valoradas a través de la tincién tricromica de Mallory. Las diferencias en
la cantidad de fibrosis, son muy sutiles a simple vista, la cuantificaciéon efectuada con el
analizador de imagenes, facilité esta clasificacién en porcentajes, ya que hizo mas
objetiva esta medicioén. Sin embargo, esta técnica requiere de la seleccion de los campos
analizables y de las areas que se deben excluir de cada uno, ya que como podemos
observar en la figura, la presencia de glomérulos en cada fotografia es un factor que
aumenta la cantidad de color azul verdoso y por lo tanto aumenta el valor de la
medicion, pues el software solo tiene la capacidad de detectar el color que se le indique
(en este caso el azul verdoso de la fibrosis intersticial) pero no de discriminar entre las
areas que corresponden a intersticio y las que son glomérulos. En estos casos, fue
necesario extraer (borrar manualmente) de la medicién de cada campo, a los
glomérulos, para garantizar que el valor obtenido fuera exclusivamente de la fibrosis

intersticial.
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Fig. 7 : Cortes histologicos de corteza renal tefiidos con tricromico de Mallory (400x).
A) Con fibrosis grado 0 (3%), B) Grado | (14%), C) Grado Il (34.8%) , D) Grado lll (62%).
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La fibrosis intersticial y la expresion de TGF -1 mostraron una clara correlacion de
todas las formas en las que se analiz6. En la tabla No. 5 se observa que para los dos
tipos de biopsias (inmediata y de retiro) separados por grados de fibrosis intersticial
hubo un aumento significativo del promedio de TGF -B1 de acuerdo al aumento de la

fibrosis intersticial.

TABLA No. 5: PROMEDIO DE TGFB-1 INTERSTICIAL Y VASCULAR RENAL CORTICAL

POR GRUPOS.
BX INMEDIATA BX RETIRO
TOTAL EN LOS 4 GRUPOS | n=40 578+59 [ n=40  2241+15.39
POR GRADOS:

GRADO 0 n=34 5034516 [n=10 10.20+54

GRADO 1 n=6 1003+86 [n=10  14.84+58

GRADO 2 n=0 n=10 291+74

GRADO 3 n=0 n=10 41.68 +16.32

En la tabla No. 6 podemos observar que el coeficiente de correlacion de Pearson, entre
el porcentaje de fibrosis intersticial en la primera biopsia (inmediata) sin el efecto de la
administracion de Cs A y el porcentaje de expresion de TGF -B1 en la misma biopsia es
de 0.336 con un valor de p = 0.039. Sin embargo, el coeficiente de correlacion entre la
fibrosis y la expresion de TGF -B1 en la segunda biopsia (de retiro) ya con el efecto

atribuible al inmunosupresor es de 0.809 con un valor de p = <0.001.
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TABLA No. 6: CORRELACION ENTRE EL % DE LA FIBROSIS INTERSTICIAL Y EL DE
TGFpB-1 EN LA BIOPSIA INMEDIATA Y EN LA DE RETIRO.

% de expresion % de expresion
%de fibrosisen % defibrosis en deTGF-betaen de TGF-betaen
biopsiaimicial ~ segundabiopsia  biopsiainicial  segunda biopsia

% de fibrosis intersticialen  Correlacién de Pearson 1.000 598%+ 336+ 347%
biopsia nicial Valor deP . 000 039 033
% de fibrosis intersticial enla Correlacién de Pearson 598%* 1.000 533 809**
segunda biopsia Valor de P

000 001 000
% de expresidn de TGF-beta  Correlacidn de Pearson 336* 533%+ 1.000 630%*
en biopsia inicial Valor de P 039 001 000
% de expresion de TGF-beta  Correlacién de Pearson 347+ 809+ 630%* 1.000
on [x segunda biopsia Valor de P 033 000 000

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-taled)
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed)

Ademas se encontro correlacion directa entre la magnitud de la fibrosis y la expresion

de TGF -1 (r=0.86) y con bcl-6 (r=0.229) (Fig. No. 8).

PFIB

10 +
g PTGFB1

Missing 0-08 10-25 26-40 41-100

GRFIB

Fig. No. 8 : Correlacion entre el grado de fibrosis, TGF -31 y bcl-6.



Con el resto de los marcadores de apoptosis a través de inmunohistoquimica no se

encontraron diferencias significativas entre la biopsia inmediata y la de retiro.

Con la técnica de TUNEL, que es un procedimiento que permite evaluar las células en

apoptosis de manera confiable en tejido, se observé un incremento significativo

(p<0.001) de la apoptosis intersticial en las biopsias de retiro (24.51 + 7.2) en relacion

con las inmediatas (10.10 + 7.5).

Sin embargo, este incremento present6 un valor

maximo de superficie cortical renal afectada en las biopsias previas al retiro de Cs A

con fibrosis grado 1 y grado 2, con una disminucion en las biopsias con fibrosis grado 3

(Tabla No. 7, Fig. No. 9y 10).

TABLA No. 7: PROMEDIO DE SUPERFICIE INTERSTICIAL CORTICAL RENAL POSITIVA
CON LA TECNICA DE TUNEL POR GRUPOS.

BX INMEDIATA BX RETIRO
TOTAL EN LOS 4 GRUPQOS: |n=40 10.10+75 |n=40 2451+7.2
POR GRADOS:
GRADO 0 n=34 7.73+43 n=10 18.95+4.7
GRADO 1 n=6 23.53+7.80 [n=10 30.08 +5.8
GRADO 2 n=0 n=10 27167+72
GRADO 3 n=0 n=10 21.34+5.2
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Fig. No. 9: Porcentajes de TGFB-1 y apoptosis cortical en las biopsias
previas al retiro de Cs A por grupos de fibrosis.
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Fig. No. 10: Porcentajes de TGFB-1y apoptosis cortical en las biopsias

inmediatas por grupo de fibrosis.
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La expresion tisular del TGFB-1 en los diferentes grados de fibrosis intersticial cortical
renal en las biopsias con el efecto de la administracion cronica de Cs A, mostr6 una
correlacion directa (entre mas fibrosis mas expresion de TGFB-1). Estos resultados son
explicables recordando que el TGF(-1 es una molécula profibrotica, que estimula la
accion de fibroblastos. Este mismo fenomeno (relacion directa) no fue encontrado al
analizar los valores de la fibrosis intersticial y de la apoptosis, valorada esta ultima a
través de la técnica de TUNEL. Aunque se observo un incremento de la apoptosis del
grupo 0 al 1 de fibrosis intersticial, es en este ultimo donde se encuentra el valor

maximo ya que los valores para el grado 2 y 3 disminuyeron (Fig. No. 9 y 11).
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FIBROSIS TGFp-1

Fig. No. 11: Esquema comparativo entre los diferentes grados de fibrosis intersticial y la

positividad obtenida con TGFB-1 y la técnica de TUNEL para apoptosis.
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8. DISCUSION
En los ultimos anos la sobrevida de los pacientes con trasplante renal ha aumentado de
manera considerable. Esto ha sido consecuencia de un aumento en la disponibilidad de
los medicamentos inmunosupresores, mejor manejo médico y quirdrgico de los
pacientes, deteccion oportuna y tratamiento apropiado de los eventos de rechazo
activo, entre otras causas (29 . Sin embargo a pesar de haber mejorado notablemente la
sobrevida a corto plazo, los pacientes experimentan una serie de complicaciones
cronicas como consecuencia del manejo inmunosupresor, del tiempo de administracion
de los medicamentos y del tipo de estos. La Cs A es un medicamento inmunosupresor
que actua inhibiendo a la calcineurina (4), bloqueando de esta manera la respuesta
inmune. Produce cambios en la estructura y funcién del rifién (nefrotoxicidad) (3). La
forma crénica de nefrotoxicidad por Cs A, es la forma mas comun (1). En el Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, se efectian aproximadamente 55-60
transplantes renales al afio, de estos el 90 %, son de donadores vivos, el resto son de
donadores cadavéricos. Se utiliza un esquema de inmunosupresion de manera rutinaria

con Cs A.

Algunos estudios realizados en modelos experimentales sugieren que el dafio vascular
desempeifia un papel importante en la patogenia de la nefrotoxicidad crénica por Cs A (2)
y se ha implicado al TGF-1 en la patogenia de la fibrosis intersticial secundaria a
nefrotoxicidad cronica por Cs A (9). Desde hace varios afios se ha investigado el papel
que desempefia el TGF-1 en procesos patologicos tanto en modelos animales como en
los seres humanos; en episodios de rechazo agudo se ha demostrado que la expresion
tanto del TGF-B1 y de su receptor se encuentran aumentadas en el intersticio renal,

siendo un reflejo de la actividad proinflamatoria de esta sustancia, al aumentar el
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reclutamiento de leucocitos. Se ha demostrado que los inhibidores de calcineurina son
capaces de inducir la activacion de genes profibréticos y a su vez mayor expresion de

TGF-B1, lo que explicaria que nuestros resultados muestren una correlacion directa y

significativa entre el porcentaje de fibrosis y la expresion de TGF-f1.

Los resultados de la técnica de TUNEL, procedimiento que permite identificar a las
células en apoptosis de manera confiable en tejido, mostré un incremento significativo
(p<0.001) de la apoptosis intersticial en las biopsias de retiro (24.51 + 7.2) en relacion
con las inmediatas (10.10 + 7.5). Sin embargo, este incremento presenté un valor
maximo de superficie cortical renal afectada en las biopsias previas al retiro de Cs A
con fibrosis grado 1 y grado 2, con una disminucién en las biopsias con fibrosis grado 3.
Esto ultimo contrasta con lo mencionado previamente en la literatura ya que en varios

estudios experimentales se ha encontrado una correlacion directa entre el aumento de la

fibrosis intersticial, la expresion del TGF -B1y la apoptosis.

La expresion tisular del TGFB-1 en los diferentes grados de fibrosis intersticial cortical
renal en las biopsias con el efecto de la administracion cronica de Cs A que mostrd una
relacion directa (entre mas fibrosis mas expresion de TGFB-1) con una r=0.86, es
explicable ya que se trata de una molécula profibrética. No se encontr6 relacion directa
entre la cantidad de fibrosis y la de apoptosis valorada esta tltima a través de la técnica
de TUNEL. Aunque se observo un incremento de la apoptosis del grupo 0 al 1 es en
este ultimo donde se encuentra el valor maximo ya que los valores para el grado 2 y 3
disminuyen (Fig. No. 11 y 12).

El sentido biologico de esta observacion puede ser explicado tomando en cuenta que las

biopsias con fibrosis grado 1 presentan el mayor nimero de células intersticiales
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“normales” (fibroblastos activos) potencialmente sustituibles por fibrosis en
comparacion con las biopsias de pacientes clasificadas como fibrosis grado 3 en las que
hay extensas areas de superficie cortical acelular reemplazada ya por proteinas
extracelulares que forman parte del tejido conectivo de la fibrosis y las células
intersticiales (fibroblastos activos) es minima. Es decir, que aunque la expresion de
TGEFB-1 en el tejido esté aumentada considerablemente y existan multiples datos de
dano renal por Cs A no hay células intersticiales en las que el mecanismo de apoptosis

se active.
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1.

9. CONCLUSIONES

En la nefrotoxicidad relacionada con la administracion cronica de Cs A en
pacientes con trasplante renal de donador vivo relacionado hay aumento de la
expresion del TGF -Bl1 en el intersticio renal cortical que correlaciona

directamente con el aumento en la fibrosis intersticial.

En la nefrotoxicidad relacionada con la administracion crénica de Cs A en
pacientes con trasplante renal de donador vivo relacionado el aumento en la
apoptosis celular no presenta una correlaciéon directa con la fibrosis intersticial
cortical, ya que el porcentaje de apoptosis es mayor en los grados de fibrosis 1-2

y disminuye en el grado 3.
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11. ANEXOS
1.1. ANEXO 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Registro:

Tiempo de tx con Cs A meses. Grupo:

DATOS DE RECHAZO

Tubulitis: Si__ No___  Endotelitis: Si__ No__ Vasculitis: Si__ No__

DATOS DE TOXICIDAD POR Cs A

VASCULARES:

No. de arteriolas paraglomerulares:

No. de arteriolas no afectadas:

No. de arteriolas con gotas hialinas, vacuolas o nédulos hialinos:

INTERSTICIALES:

Fibrosis difusa: Si__ No___ Fibrosis en bandas: Si_ No___

Grado de fibrosis: 0 I 1T 1III

Fibrosis por morfometria: %

MOL. DE ADHERENCIA APOPTOSIS

TGF-B: % ps3: _ %
c-Myc: __ %
Fas: __ %
bel-2: _ %
bel-6: ___ %
bel-X: %
Bak: %o
Bax: %

% ( TEC. TUNEL)
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11.2. ANEXO 2

Clasificacion de Banff para la biopsia del injerto renal (26).

1. Normal

2. Rechazo acelerado

3. Cambios limitrofes: datos de rechazo tubulointersticial leve (tubulitis focal y
minima)

4. Rechazo activo
Grado I: Rechazo activo leve: casos con un infiltrado intersticial significativo
(>25% del parénquima afectado) y focos con moderada tubulitis (>4 células
mononucleares/tubulo)
Grado II: Rechazo activo moderado: casos con abundante infiltrado intersticial y
multiples focos de tubulitis (>10 células mononucleares/tibulo) y/o moderada
endotelitis.
Grado III: Rechazo activo grave: casos con los datos del grado I y I, con endotelitis
abundante, infiltracion transmural del vaso, con necrosis fibrinoide de la pared y
necrosis del misculo de la capa media. Puede haber infartos focales recientes y
hemorragia reciente intersticial.

5. Nefropatia cronica del injerto: lesiones vasculares y glomerulares, con fibrosis
arterial de la intima, con fibrosis intersticial y esclerosis glomerular.
Grado I: con fibrosis intersticial y atrofia tubular leves.
Grado II: con fibrosis intersticial y atrofia tubular moderadas.

Grado III: con fibrosis intersticial y atrofia tubular avanzadas.

Se considerara rechazo tubulo-intersticial a la presencia de infiltrado inflamatorio de
tipo linfoide con afeccion tubular (tubulitis) (26). Se considerara ausencia de rechazo a la
ausencia de tubulitis. Se considerara rechazo vascular a la presencia de endotelio

reactivo, endotelitis o vasculitis con necrosis fibrinoide (26).
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11.3. ANEXO 3
CARTA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ”

SERVICIOS DE NEFROLOGIA Y ANATOMIA PATOLOGICA.

MéxicoD. F.a

He sido informado (a) por el médico abajo firmante, acerca del tipo, objetivo y curso del
estudio que lleva el titulo “Expresién del factor transformador del crecimiento [1,
apoptosis y fibrosis intersticial en la nefrotoxicidad por ciclosporina”. Se me ha
explicado a mi entera satisfaccion la razon del estudio, el tipo de informacién que se
obtendra de mi expediente clinico y que se utilizard exclusivamente el tejido
proveniente de mis biopsias renales (inmediata al transplante y la previa al retiro de
ciclosporina A), para ademas del diagnostico, realizar los estudios necesarios para el
proyecto de investigacion.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta que me
surja con relacion al estudio. Ademas se me ha asegurado que los estudios que se tengan
que realizarse en mis biopsias para el proyecto, no retrasaran ni perjudicaran el
diagndstico de estas.

Estoy enterado (a) también, de que puedo retirarme del proyecto si asi lo decido y
seguiré siendo atendido sin ningtn problema.

Voluntariamente acepto participar en el estudio.

Nombre y firma del paciente:

Nombre y firma del médico:

Nombre y firma del testigo:

Nombre y firma del testigo:
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