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1. RESUMEN
TITULO: Participacion del factor de trascripcion Yin-Yang-1 (YY-1) en la regulacion de Fas asi como su
correlacion con el tipo de lesion histopatologica en las biopsias renales de nifios con neftitis lapica.

PLANTEAMIENTO O JUSTIFICACION: En los estudios actuales sobre Apoptosis en nefritis lapica,
se ha demostrado que ésta se encuentra disminuida o es inadecuada. Se ha establecido la importancia de
Fas en la patogenia de las enfermedades autoinmunitarias asi como en nefritis lapica. Sin embargo, no
existen trabajos publicados que expliquen quien regula la expresion de Fas. Por lo que se investigd si YY1
participa en la regulacion de la expresion de Fas y si esta regulacion correlaciona con el tipo de lesion
histopatologica en las biopsias renales de nifios con nefritis lupica.

OBJETIVOS DE TRABAJO: Determinar si el factor de trascripcion Yin-Yang-1 (YY-1) regula la
expresion de Fas y cual es su correlacion con el tipo de lesion histopatologica en las biopsias renales de
nifios con nefritis lapica.

HIPOTESIS: El factor de trascripcion YY-1 regula negativamente sobre la regulacion de Fas, y esta
regulacion correlaciona con un grado severo de la clasificacion histopatologica de nefritis lapica en
pacientes pediatricos.

IDENTIFICACION DE VARIABLES: Factor de trascripcion YY-1, Fas, Lesion histopatologica renal.
DISENO DE INVESTIGACION: Tipo de estudio Observacional, transversal, analitico, retrolectivo.

METODOLOGIA: Se obtuvieron los bloques de parafina de biopsias renales de pacientes pediatricos,
con LES y nefropatia, provenientes de los archivos de Patologia del CMN “La Raza” asi como 3 controles
sanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Con los bloques de
parafina correspondientes se practicaron cortes de 4 a 8 p de espesor para tincidn de rutina con
Hematoxilina-Eosina (H/E), y de 2 a 4 p de espesor para las tinciones inmunohistoquimicas. Se revisaron
los expedientes clinicos de los pacientes para valorar las condiciones clinicas al momento de la biopsia.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO: Se elabor6 una base de datos y la informacion se procesoé utilizando el
programa de andlisis estadistico Prisma© de GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. Los datos se
presentaron mediante medias aritméticas de cada grupo y desviaciéon estandar. La evaluacion de la
diferencia en el numero de células positivas y la densidad de expresion de las reacciones
inmunohistoquimicas, se realizaron mediante ANOVA de una via, considerandose como significativa p<
0.05

RESULTADOS. Se encontr6 que la distribucion celular en relacion a la intensidad de la expresion de
YY1 y Fas fue de un 80 a 90% en los tubulos contorneados proximales y distales con una expresion
menor a nivel glomerular en comparacion a los tubulos. El analisis morfométrico demostrd que existe una
relacion inversa entre la densidad de la expresion de YY1 y Fas, en las lesiones renales Tipo IV, cuando se
agrup6 a YY1 de acuerdo a la intensidad de la expresion en Bajo (1-30%), Mediano (31-70%) y Alto (71-
100%), por tipo de lesion histopatologica y por su expresion entre tubulos y glomérulos, con una
diferencia estadisticamente significativa, realizado mediante ANOVA de una via con una p< 0.05. Los
datos clinicos con las caracteristicas generales del grupo asi como el curso de la enfermedad se reportan en
las tablas 1y 2.

CONCLUSIONES. Nuestro estudio sugiere la participacion del factor de transcripcion YY1 en la
regulacion de Fas encontrando que existe una relacion inversamente proporcional de éste en la nefropatia
lupica con la mayor expresion en los tibulos contorneados proximales y distales y cuando YY1 se
encontr6 alto con una densidad de la expresion de Fas menor, correlaciond con menores complicaciones
clinicas, curso favorable, asi como menores alteraciones en la funcidon renal y un tipo menor de lesion
histopatoldgica por lo que resultaria interesante el estudio de YY1 como factor pronostico de la
enfermedad.
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2. INTRODUCCION
2.1 Epidemiologia.

El lupus Eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune, multisistemica, episddica,
caracterizada por la inflamacion de los vasos sanguineos y tejido conectivo asi como presencia de
anticuerpos antinucleares (ANAs), y anticuerpos anti-DNA. Sus manifestaciones clinicas son
extremadamente variables y su curso es progresivo. Es un padecimiento autoinmune cronico con
un componente inflamatorio muy importante, que cursa con periodos de remisiones y
exacerbaciones, causando dafio tisular mediado por mecanismos inmunolégicos en diferentes
organos, aparatos y sistemas. La expresion clinica de este padecimiento es muy variable como
resultado del compromiso sistémico y posiblemente de una serie de factores relacionados entre si:

genéticos, inmunoldgicos y ambientales. (1)

El LES es una enfermedad con distribucion mundial, afecta a todas las razas aunque es de mayor
gravedad en la raza negra, tiene predominio por el sexo femenino en la proporcion de 9:1, se
manifiesta en cualquier edad siendo mas frecuente en la etapa productiva y reproductiva de la

vida entre los 20 y 40 afios. (2)

Esta patologia autoinmune ha tenido un creciente aumento en la cual se ha reportado su inicio en
etapas pediatricas en 33% de los nifios, los cuales inician su padecimiento antes de los 10 afos de
edad y el resto en la adolescencia. Aunque el LES se presenta en todos los grupos étnicos, es mas
frecuente y mas grave en afroamericanos, asioamericanos € hispanoamericanos con un curso
clinico mas agresivo en el grupo de edad pediatrico. En Estados Unidos, se ha notificado una
prevalencia de 14 a 50 casos por 100,000 en tanto que en México se desconoce exactamente su
incidencia y prevalencia aunque es claro que hay un numero alto de portadores de este
padecimiento. (3) La poblacion pediatrica afectada en el IMSS, y particularmente en la Unidad

Médica de Alta Especialidad va en aumento, asi como los costos sobre todo en el tratamiento.



Una de las manifestaciones comunes y graves es el dafio renal (65-85%). Se ha encontrado que es
causante de una morbilidad y mortalidad elevadas, mas frecuente en pacientes con LES iniciada
en la infancia. (4) Se han determinado diversas formas histologicas de nefritis lupica y la
clasificacion mas frecuente utilizada es la de la OMS, en donde la mayoria de los nifios afectados
presenta la forma mas grave (tipo IV) por lo que todos los esfuerzos en el diagnostico oportuno,

control de la enfermedad y manejo adecuado deben realizarse en estos pacientes. (3)

2.2 Patogenia de LES
Hasta este momento, no se conoce bien la etiologia del LES, la informacion disponible sugiere
causas multifactoriales las cuales para expresarse requieren de predisposicion genética,

desregulacion del sistema inmunitario, factores hormonales y ambientales.

2.2.1 Factores genéticos

A. Presentacion mas frecuente (hasta 10 veces) en los familiares de pacientes con LES que en la
poblacion general.

B. Mayor concordancia entre gemelos idénticos comparada con heterocigotos (60% vs 9%).

C. Asociacion de LES con antigenos HLA clase II (HLA-DR2 y DR3) tanto en raza blanca como
negra.

D. Asociacion de LES con enfermedades hereditarias por deficiencia de complemento: Clr, Cls,
C1, INH, C4, C2, C5 y C8, principalmente con deficiencia de C2.

E. La deficiencia parcial de C2 en heterocigotos es también mas frecuente, del 6% en LES vs. 1%

en normales. Esta anomalia congénita se asocia con HLA-A10 y HLA-BI18. (2)

2.2.2 Factores hormonales

Predominio en mujeres, inicio con frecuencia en los periodos cercanos a la menarquia, durante el
embarazo o en el periodo posparto y su relacion con anticonceptivos orales y en particular con los
que contienen estrogenos. Los estrogenos aumentan la produccion de autoanticuerpos y son

capaces de ocasionar depresion de la inmunidad celular. (2)

2.2.3 Factores ambientales

A. Larelacion entre la exposicion a la luz solar y el inicio o la exacerbacion del LES.



B. Relacion entre infeccion (virus y bacterias) y la exacerbacion del LES.

C. Exposicion ocupacional a metales pesados como cadmio, mercurio, oro y otros elementos
relacionados con la produccion de anticuerpos antinucleares como silice, pesticidas, polivinilo y
otros.

D. Participaciéon de medicamentos en la induccion de anticuerpos antinucleares y lupus:
procainamida, hidralazina, cloropromazina, isoniazida, propiltiouracilo y anticonvulsivantes.

E. Relacion entre LES e implantes de silicon y desnutricion proteicocaldrica (2).

Una de las caracteristicas de las enfermedades autoinmunes es una desregulacion en los procesos

de Apoptosis.

2.3 Apoptosis.

Las células pueden morir por cualquiera de dos mecanismos principales: necrosis o apoptosis.
Necrosis es la muerte de células a través de dafio extremo, usualmente mediada por destruccion
de la membrana plasmatica o del soporte bioquimico de su integridad, liberando sus componentes
alrededor del tejido dafiado y con atraccion de células inflamatorias, llevando a destruccion del

tejido, caracteristico de la inflamacion (5;6).

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es el proceso que se caracteriza
por condensacién de la cromatina, fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos apoptdticos que
son eliminados por fagocitos adyacentes, por lo que no provoca respuesta inflamatoria. Se trata
de un mecanismo de eliminacién ordenada de células y por tanto, participa en la morfogénesis,
ontogenia y fisiologia de las células, asi como en la homeostasis de los tejidos y sistemas del
organismo. Aunque el proceso de apoptosis se desarrolla en varias horas, la remocion de los
fragmentos apoptoticos es tan rapida, que raramente se identifican células apoptdticas en

condiciones normales (7).

Estan descritas dos vias principales para la induccion de la apoptosis, la extrinseca y la intrinseca.
La via extrinseca depende de receptores celulares de la familia del TNFR, entre los que se
incluyen el TNFR1, DR3/TNF y Fas. Estos receptores forman trimeros y contienen dominios

intracitoplasmicos, llamados de muerte (DD). Cuando a estos receptores se unen sus ligandos en



el exterior de la célula, los DD se unen a proteinas adaptadoras FADD (Fas associated DD), a
excepcion del TNFR1 que primero se une a TRADD. Las proteinas FADD tienen un domino
efector (DED) que a su vez esta unido a la pro-caspasa 8, formando el “complejo inductor de la
sefalizacion de muerte” que es capaz de activar a esas moléculas y formar la caspasa §, la cual a

su vez inicia la activacion de la cascada de caspasas efectoras 7,6,8 y 3, (7).

Por otro lado, en la “via intrinseca” o mitocondrial, la membrana de este organelo se permeabiliza
por alteraciones celulares como hipoxia o disminucion en el transporte de glucosa. Esta via
depende de caspasas iniciadoras (caspasa 9) que se unen mediante dominios denominados CARD
(death-fold caspase recruitment domain) a APAF-1 (protease activating factor-1), el cual se
encuentra como monomero en el citosol, pero que al activarse por accion del citocromo C, forma
polimeros conocidos como apoptosomas. En condiciones normales APAF-1 se encuentra
separado del citocromo C por la membrana mitocondrial externa; sin embargo, cuando por alguna
razon esta membrana se permeabiliza la segunda molécula se libera al citosol y se inicia la
cascada de eventos que llevan a la apoptosis. El proceso de permeabilizacion de la membrana
mitocondrial (MOMP) se encuentra regulado por proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2;
éstas pueden dividirse en dos grupos, antiapoptdticas y proapoptoticas; las primeras (Bcl-2, Bel-
x, Bcl-xL, Al, Bcl-w y Mcl-1), evitan la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la
liberacion de citocromo C, en tanto que las proapoptdticas, que se clasifican de acuerdo al
nimero de dominios BH (Bcl-2 homology domanis) que contienen, pueden mediar la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial por si solas (Bax, Bak y Bok), o pueden activarse
por otro subgrupo de proteinas proapoptoéticas de la familia Bcl-2, denominadas BH3 (Bim, Bid,
Bad, Bmf, BNIP-3, Puma y Noxa). Durante el proceso de apoptosis se presentan cambios
morfolédgicos y fisiologicos celulares desde etapas tempranas, los cuales pueden ser detectados
por diversas técnicas de laboratorio. Entre los primeros cambios se encuentran la exposiciéon de la
fosfatidil-serina en la superficie celular, la cual puede determinarse por su capacidad de unir
Anexina V y el aumento de la permeabilidad celular que puede medirse por la captacion de
ioduro de propidio mediante citometria de flujo. La actividad de caspasas puede ser determinada
directamente o mediante la deteccion con anticuerpos especificos contra los productos de su

protedlisis. El rompimiento del DNA celular puede determinarse mediante electroforesis, ténicas
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inmunohistoquiminicas, o bien mediante TUNEL (terminal-deoxinucleotidyl-transferase-

mediated dUTP-digoxigenin nick end labelling) (7;8)

2.4 Apoptosis y nefritis lupica.

En el Forum de Nefrologia el Dr. Alberto Ortiz expuso acerca de la apoptosis y su participacion
en el dafio renal, en donde la regulacion extracelular esta inducida por citocinas letales de la
familia del TNF, FasL, lipidos como tromboxano A2, asi como radicales libres, drogas y otros.
La regulacion intracelular puede ser activada por los receptores para el estrés celular y son
antagonizadas por moléculas como el Bcl-2/BclxL, FLIP, IAP, asi como factores extracelulares
de supervivencia. Se ha visto la expresion de factores letales como el TNF y FasL en el dafo
glomerular. (9) El incremento en la expresion de Fas, Bcl-2, y Bax ha sido observado en la
glomerulonefritis proliferativa en humanos (10). La apoptosis contribuye al remodelamiento y
recuperacion de la estructura del tejido. Evidencia de modelos experimentales sugieren que la

apoptosis coexiste con la proliferacion celular renal. (9)

Por otro lado se ha propuesto que la apoptosis puede, dependiendo de la respuesta celular
glomerular después del dafio ocasionar una resolucion del mismo por eliminacion del exceso de
células glomerulares, pero otras veces contribuye al progreso de la enfermedad renal y
eventualmente concluye en una etapa glomerular hipocelular esclerética. [11] Stollar y col.
reportan una acumulacion de células apoptoéticas en los foliculos germinales de los pacientes con

LES. (12)

Makino y col. realizaron un estudio en 22 pacientes con nefritis lipica, evaluando el porcentaje
de apoptosis, y encontraron 93% de apoptosis en los pacientes con Glomerulonefritis clase I'V. El
porcentaje de apoptosis en el glomérulo, correlaciond significativamente con el nivel serologico

de actividad lupica, niveles de anticuerpos anti-DNA, y complemento. (13).

En contraste, en otro estudio en donde se evalu6 el porcentaje de apoptosis en 25 biopsias de

pacientes de nefropatia lupica clase IV y otras glomerulonefritis, se encontré que los pacientes
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con nefritis lipica tenian menor porcentaje de apoptosis, con una correlacion negativa en la
depuracion de creatinina, concluyendo que la apoptosis se encuentra disminuida en dicha
enfermedad siendo posible que este mecanismo conduzca al dafio renal crénico (14). De igual
forma Soto y col. realizaron un estudio evaluando la intensidad de la apoptosis en nefropatia
lupica con otras nefritis, encontrando una correlacién negativa de la apoptosis con la cronicidad
de la nefritis lupica, concluyendo que la apoptosis se encuentra disminuida en esta nefritis. En
estudios hechos por Malgorzata y col. en donde se compard la apoptosis de 13 pacientes con
nefritis lapica clase IV y glomerulonefritis mesangiocapilar tipo I no lupica, encontraron una
poblacion de apoptosis mas baja en la nefropatia lipica que en los pacientes con
glomerulonefritis mesangiocapilar, asociandose esta baja apoptosis con fibrosis en el intersticio

renal. (15; 16)

En estudios realizados en el 2005 por Kirim y col. investigaron la relacion entre el curso clinico y
apoptosis en biopsias renales con nefritis lipica encontrando una correlacion entre las células
nucleares de las biopsias renales con el indice de actividad en la nefritis lupica, concluyendo que

la apoptosis puede ser un indicador prondstico en esta nefropatia. (17)

Sugiyama y col. investigaron el rol de la apoptosis en la esclerosis glomerular en humanos y en
ratas. Estudiaron a 8 pacientes con Nefritis lupica clase IV, un paciente clase V, asi como 4
pacientes con nefropatia por IgA, identificando a través de microscopia electronica
fragmentacion de DNA y TUNEL, las células apoptdticas en el glomérulo, tubulo e intersticio. El
numero de células apoptoticas positivas con TUNEL, correlacioné con el grado de esclerosis y
deterioro de la funcion renal. También se demostré que la apoptosis ocurre en la matriz
mitocondrial del mesangio pero no en las células glomerulares, sugiriendo la importante

participacion en las células mesangiales. (18)

Kodera y col. describen el caso de un paciente con nefritis lipica en la cual encontraron cuerpos
apoptoticos en las células glomerulares a la tercera biopsia, no asi en la primera ni en la segunda,
asi como este hecho, se acompafio de incremento en la proteinuria, cilindros hialinos, y de una

disminucién en la funcién renal. (19)
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En los trabajos de Berden se comenta que los nucleosomas han sido identificados como
autoantigenos y son generados durante la apoptosis y participan en el dano renal. Tanto el
incremento o una apoptosis disminuida (la cual no se excluyen mutuamente) conduce a un
incremento en la exposicion modificada o mas inmunogénica de los nucleosomas al sistema
inmune. Esto genera la formacion de nucleosomas T especificos y anticuerpos antinucleosomas.
Después de la formaciéon del complejo antinucleosoma, o anticuerpos anti-DNA con
nucleosomas, estos autoanticuerpos hacen blanco sobre la membrana glomerular. Este potencial
nefritogénico es debido a que se ligan los componentes de la histona del nucleosoma, de carga
positiva, con la carga negativa del heparan sulfato en la membrana celular. Esto inicia la
inflamacion. Se ha propuesto esta hipotesis para el desarrollo de la nefritis lipica encontrando
que una apoptosis anormal (en un microambiente equivocado o en un tiempo inadecuado) puede
conducir a liberarse anticuerpos incluyendo los nucleosomas, especialmente si la capacidad
fagocitica es inadecuada o extrema. Los nucleosomas son presentados por las células dendriticas
a las células T, las cuales ayudan en este proceso a las células B. Por esta via varios anticuerpos
son formados, incluyendo los antinucleosomas, anti-DNA y antihistonas. El complejo anticuerpo
antinucleosoma es ligado a la membrana glomerular. Esta union es resultado de una atraccion de
cargas entre la histona dentro de los nucleosomas con la del heparan sulfato de la membrana

glomerular iniciando la lesion renal. (20)

Kalled y col. estudiaron la autoinmunidad en el LES, en un modelo de ratones dependiente de la
interaccion CD40-CD144, revelando que la severidad de la enfermedad en los ratones
correlacion6 con un marcado incremento en la frecuencia de apoptosis en los esplenocitos,
incluyendo una alta proporcion de células dendriticas apoptoticas. Este desequilibrio en la
homeostasis de las células dendriticas fue reducido o normalizado por el tratamiento con anti-
CD154, demostrandose que el CD154 participa en la regulacion de la apoptosis y la homeostasis

de las células dendriticas. (21)
Hay reportes acerca de la deficiencia hereditaria en los componentes del complemento, en donde

estas deficiencias son los factores hereditarios que predisponen a una inadecuada eliminacion de

las particulas apoptoéticas. (22). Wang y col. demostraron que el oxido nitrico juega un rol
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importante en la ocurrencia de la apoptosis en la nefritis lupica y que ésta puede ser en parte

modulado por p53 y Bel-2. (23)

En relacion a la caspasa 3, Yang y col. aplicaron un inhibidor para ésta en modelos animales
determinando su efecto en la inflamacion renal y la apoptosis, encontrando una apoptosis
disminuida en el glomérulo e intersticio. Este estudio indicé que la inhibicion de la caspasa

reduce la apoptosis renal, aminora la inflamacion, la fibrosis, y mejora la proteinuria. (24)

Asi también Li y col. estudiaron a 31 nifios con nefropatia lupica evaluando la cantidad de
caspasa 3, encontraron que estos pacientes tuvieron un incremento en el ntimero de células
apoptdticas, concluyen que aunque el numero de células apoptoticas fue mayor que en el control,

la apoptosis fue relativamente insuficiente comparado con la proliferacion. (25)

En un estudio comparativo sobre la activacion de la caspasa y su relacion con la apoptosis en las
células tubulares en pacientes con carcinomas renales, Davison y col. encontraron resistencia a la
quimioterapia y que esta se puede explicar por una inactivacion de la caspasa, principalmente
caspasa 3. (26) Seery y col. probaron el efecto del inhibidor de pan-caspasa Carbobenzoxi-valil-
alanil-aspartil- (beta-O-metil)- fluorometilcetona en ratones hembra, por un periodo de 3 semanas
resultando en una mejoria en el dafio renal, tanto glomerular como intersticial. Proponiendo asi
que los inhibidores de caspasas pueden ser benéficos en el tratamiento del lupus al bloquear la

apoptosis. (27)

La participacion de las citocinas inflamatorias ha sido estudiada, Kyung Jo y col. examinaron la
apoptosis via Fas y caspasa en células cultivadas del tibulo proximal renal bajo el estimulo de
citocinas y lipopolisacaridos. TNF y IL-IB son producidas por los macrofagos y son responsables
de la mayoria de las manifestaciones por choque séptico, pero en el dafio renal su participacion
era desconocida. Este estudio demostrdé que el TNF-a incrementa la apoptosis de las células de
tabulo proximal con una elevacién significativa de la expresion de Fas, Fas ligando, y la
activacion de caspasa, sugiriendo su rol importante en inducir la apoptosis al igual que IL-IB y
otros lipopolisacaridos, concluyendo que el dafio renal puede ser desencadenado por estas

citocinas en la endotoxemia. (28)
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De igual forma Du y col. investigaron la participacion de IL-2 e IFN-y en un modelo de
enfermedad renal a nivel tubular en ratones, encontrando que inducen la apoptosis por activacion
de caspasa 8. La IL-2 no induce apoptosis en la ausencia de Fas sugiriendo que la regulacion de
IL-2 y actividad de la caspasa 8 requieren de la expresion de Fas. (29) En relacion a la proteina
Bax, Hatton y col. realizaron estudios en ratones nefrectomizados para investigar la expresion de
esta proteina. La proteina Bax se encontré que regula la actividad de Bcl-2 acelerando la
apoptosis. En este estudio, tanto Bax como Fas se encontraron incrementados en el modelo de

enfermedad renal. (30)

Se han hecho estudios midiendo la proporcion de RNA mensajero para Fas soluble y Fas
expresado en la membrana de células mononucleares en sangre periférica y cuantificando la
apoptosis en el LES, encontrando que los niveles de RNA mensajero y Fas, se encuentran
significativamente mayores en relacion a los pacientes que no tenian nefritis. (31) Badillo y col.
estudiaron la expresion de FasL y Bax en 24 biopsias de pacientes con nefritis lapica y 30
controles normales, encontrando que el 70% de las biopsias renales mostraron una expresion de
FasL o Bax mRNAs, no asi en los controles sanos, indicando su rol importante en la patogenia de

esta enfermedad. (32)

Uguz y colaboradores evaluaron la correlacion entre la expresion de Fas, Bcl-2 y p53 en tejidos
humanos y controles, encontrando un nimero significativamente incrementado de células
glomerulares en las glomerulonefritis proliferativas, comparado con las glomerulonefritis no
proliferativas existiendo una correlacion significativa solo con p53 y los niveles de nitrogeno

ureico en sangre. (33)

De igual forma, dentro del espectro de presentaciones clinicas de la mutacion en el CD95
(Fas/APO-1) se estudi6 a una familia portadora del sindrome Canele-Smith, uno de los cuales
desarrollo nefritis lupica clase V, concluyéndose que las mutaciones del CD95 estan asociadas a
la perdida en la regulacion de los linfocitos B, lo cual predispone a la autoinmunidad

incluyéndose al LES. (34)
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Se ha estudiado la expresion de la apoptosis inhibiendo la expresion de Bcl-2 en los glomérulos
de varias glomerulonefritis. Se evaluaron por Inmunohistoquimica a través de la proteina
asociada a la proliferacion celular (KL-67) y la alfa SMA, encontrando una correlacion
positivamente significativa entre la expresion de Bcl-2 y la proliferacion celular siendo mayor la
expresion de Bcl-2 en la glomerulonefritis por IgA o Tipo IV de la OMS. Estos resultados
sugieren que el mantenimiento de una hipercelularidad glomerular en estas enfermedades renales

es debido a la inhibicién de la apoptosis de células mesangiales por la expresion de Bel-2. (35)

Lorz y cols demostraron mediante inmunohistoquimica e hibridacion In Situ que FasL esta
presente en el rindn de ratones normales, principalmente en el epitelio de los tibulos proximales
de rifiones sanos. Sin embargo los niveles estuvieron elevados en los rifiones de ratones con
nefritis lapica, demostrando el rol en la homeostasis por la expresion de FasL tanto en rifiones

sanos como en los danados. (43)

Tsukinoki y col. investigaron la expresion renal de FasL mediante inmunohistoquimica y su
localizacion en varias formas de glomerulonefritis, evaluando la expresion de FasL via factor
nuclear (NF) kappa B en cultivo de células mesangiales humanas, en donde la frecuencia de
casos positivos para FasL en el glomérulo fue significativamente mayor para los casos de nefritis
lipica que en otras formas de glomerulonefritis y esto correlacion6 con las manifestaciones
clinicas severas de la enfermedad, demostrando que los fenotipos con mayor prevalencia para las
células FasL-positivas son a nivel de las células mesangiales contribuyendo esto a la inflamacion
y proliferacion glomerular, y que las citocinas proinflamatorias, en particular IL1 beta producida
en la nefritis lupica puede sobreregular a FasL via el factor de transcripcion NF K B en las

c¢lulas mesangiales de humanos. (44).
La mayoria de estos estudios demuestran la importancia que tiene Fas en la patogenia de LES.

Sin embargo no existen trabajos publicados que expliquen quien regula la expresion de la

proteina Fas durante el desarrollo de esta enfermedad.
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2.5 Factor de transcripcion Yin-Yang-1 (YY-1).

YY-1 es una proteina de 68-kDa que contiene dedos de zinc, que posee la propiedad inusual de
regular la transcripcion en diversos genes celulares y virales, mediante tres vias diferentes:
reprime, activa, e inicia la trascripcion (36; 37). Entre los genes que activa se incluyen IFN-a, -
caseina, c-fos y c-myc. Asi como también los promotores de diversos virus en los cuales se

incluyen el CMV, virus de la leucemia murina, virus del papiloma humano, y el VIH (38; 39).

YY-1 es un factor de trascripcion el cual participa en la regulacion positiva y negativa de
diversos genes en mamiferos (40). Recientes estudios demostraron que YY1 reprime la
trascripcion del gen Fas uniéndose a la region silenciadora de su promotor. El tratamiento de
lineas celulares tumorales con oxido nitrico (ON) induce una sobre expresion de Fas, ya que el
ON inactiva al factor de trascripcion YY-1 que funciona como represor de Fas. (41). La manera
en que ON inactiva a YY-1 es mediante S-nitrosilacion de esta proteina y la subsecuente
inhibicién de la actividad de union al DNA (42). La sobre expresion de Fas, induce la

sensibilizacion de lineas celulares tumorales a la apoptosis mediada por este receptor.

Diversos estudios muestran que va en aumento el nimero de genes celulares y virales en los
cuales se han encontrado sitios de union para YY1 en sus regiones promotoras, lo que refleja la
importancia de este factor como regulador en la transcripcion. Recientes estudios en nuestro
laboratorio en colaboracidon con la Universidad de California, Los Angeles (UCLA), muestran
que YY1 regula de manera negativa la expresion de Fas y de DRS uniéndose a sus respectivos
promotores e inhibiendo asi su trascripcion esto en lineas celulares derivadas de pacientes con
cancer de prostata. Diversos trabajos reportan que YY1 también regula de manera negativa la
expresion de CXCR4 y CCRS (coreceptores para el virus de la inmunodeficiencia humana
“VIH”), induciendo una disminucion en la expresion de estos receptores en la superficie celular y

por tanto la infeccion por VIH. (42)

Betty y col encontraron algunos alelos de cromosomas asociados con LES, dentro de los cuales

PARP, la cual es una polimerasa poli (ADP-ribosa) codifica la proteina Dedos de Zinc
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relacionada con la reparacion en el DNA y la apoptosis, sugiriendo que PARP, puede ser el gen

susceptible dentro del cromosoma 1q41-q42, la cual esta relacionada a esta enfermedad. (45)

Gronroos E y col demostraron que YY1 regula la transcripcion, acetilacion y ubiquitinacion de
p53, el cual es un supresor de tumor y regulador del ciclo celular asi como de la apoptosis en

respuesta a estrés genotoxico, siendo YY1 un regulador negativo de p53. (46)

Estudios recientes en nuestro laboratorio demostraron que YY-1 regula de manera negativa a Fas.
No se tienen reportes hasta la fecha de la participacién de YY1 en la fisiopatogenia de la nefritis
lupica. Estudios preliminares en nuestro laboratorio en donde se detecto la expresion de YY-1 por
métodos inmunohistoquimicos en un tejido proveniente de un paciente con nefritis lupica (tipo
IV), mostraron que la expresion de YY-1 se encuentra predominantemente a nivel tubular en las
células epiteliales viscerales y parietales del tibulo distal y de manera muy tenue se tifie a nivel
tubular proximal mientras que en los glomérulos la tincidon fue negativa. Por otro lado la
inmunohistoquimica para deteccion de Fas en el mismo paciente, mostréo que la expresion fue
principalmente a nivel tubular proximal, aunque también los tubulos distales fueron
moderadamente positivos. Asi mismo, se presento una tincidon positiva importante de esta

proteina en las membranas y citoplasma de las células epiteliales del glomérulo.

Por lo anterior es razonable pensar que YY1 este regulando de manera negativa la expresion de

Fas y esto tenga una importante participacion en la patogenia de la nefritis lapica.
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3. JUSTIFICACION

El lupus Eritematoso Sistémico es el prototipo de enfermedad autoinmune. A través de un mejor
entendimiento de la patogénesis de este desorden, se han hecho grandes avances en el diagnostico

y tratamiento de otros problemas inmunoldgicos.

Una de las manifestaciones comunes y graves es el dafio renal. Se han determinado diversas
formas histologicas de nefritis lipica en donde la mayoria de los nifios afectados presenta la
forma mas grave (Tipo IV de la OMS) por lo que todos los esfuerzos en el diagnostico oportuno,

control de la enfermedad y manejo adecuado deben realizarse en estos pacientes.

Hasta este momento, no se conoce bien la etiologia del LES, donde la informacion disponible
sugiere causas multifactoriales las cuales para expresarse requieren de predisposicion genética,

desregulacion del sistema inmunitario, factores hormonales y ambientales.

Con los conocimientos actuales sobre apoptosis, el presente estudio se realizo para contribuir en
la investigacion del proceso fisiopatologico que ocurre en la nefropatia lipica en nifios y
determinar si existe participacion de YY1 en la regulacion de Fas, y su correlacion con el tipo de
lesiones histopatologicas en estos pacientes, asi como avanzar en los conocimientos disponibles

para un mejor manejo y control de la enfermedad.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los estudios actuales sobre la apoptosis en la nefritis lupica en nifos, se ha demostrado que

ésta se encuentra disminuida o es inadecuada.

Se ha establecido la importancia de Fas en la patogenia de las enfermedades autoinmunitarias asi
como en nefritis [upica. Sin embargo, no existen trabajos publicados que expliquen quien regula
la expresion de Fas.

Por lo que se plante6 la siguiente pregunta de Investigacion:

(YY1 participa en la regulacion de la expresion de Fas y esta regulacion correlaciona con el tipo

de lesion histopatologica en las biopsias renales de nifios con nefritis lupica?
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5. OBJETIVOS
General:
Determinar si el factor de trascripcion Yin-Yang-1 (YY-1) regula la expresion de Fas y
cual es su correlacion con el tipo de lesion histopatologica en las biopsias renales de nifios
con nefritis lupica.
Especificos:
Determinar si el factor de trascripcion Yin-Yang-1 (YY-1) regula la expresion de Fas y
cual es su correlacion con el tipo de lesion histopatologica en las biopsias renales de nifios

con nefritis lapica.

Determinar la expresion del factor de trascripcion Yin-Yang-1 (YY-1) y su correlacion

con el tipo de lesion histopatologica en las biopsias renales de nifios con nefritis lupica.

Determinar la expresion de Fas y su correlacion con el tipo de lesion histopatologica en

las biopsias renales de nifios con nefritis lipica.

Evaluar las condiciones clinicas de la enfermedad al momento de la Biopsia renal.

6. HIPOTESIS

El factor de transcripcion YY-1 regula negativamente la expresion de Fas, y esto correlaciona con

un grado severo de la clasificacion histopatologica de nefritis lipica en pacientes pediatricos.
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7. VARIABLES

Factor de transcripcion YY-1

Fas

Definicion Conceptual:

Es una proteina de 68-kDa que contiene dedos de zinc, que posee la propiedad inusual de
regular la transcripcion en diversos genes celulares y virales, mediante tres vias diferentes:
reprime, activa, € inicia la trascripcion.

Esta proteina participa en la regulacién positiva y negativa de diversos genes en
mamiferos (Shi, Y. 1997. Biochim. Biophys. Acta). YY1 reprime la trascripcion del gen

Fas uniéndose a la region silenciadora de su promotor.

Definicién operacional:
Se evaluard en biopsias renales de nifios, preparando los cortes histoldégicos para su
manejo con soluciones quimicas y se evaluard a través de técnicas de

inmunohistoquimica.

Indicador: Del 0 al 100%

Escala de Medicion: Escalar discreta (%)

Definicién conceptual:
Es una citosina que actiia como factor letal sobre membranas celulares.
Induce apoptosis en las células mesangiales, en el epitelio tubular activando receptores

celulares especificos de muerte.
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Definicion Operacional:
Se evaluara en biopsias renales de nifos, preparando los cortes histologicos para su
manejo con soluciones quimicas y se evaluarda a través de técnicas de

inmunohistoquimica.

Indicador: Del 0 al 100%

Escala: Escalar discreta (%)

Lesion histopatologica renal.

Definicion Conceptual:

Dafio renal autoinmune caracterizado por severa proliferacion celular a nivel glomerular
con un curso progresivo y de dificil tratamiento. Complicacion renal mas frecuente con
presencia de proteinuria persistente mayor a 0.5 g/ dia, asi como cilindros celulares y otras

alteraciones en el examen general de orina. (1)

Definiciéon Operacional: Tipo I (patrén normal, sin sitio especifico en el deposito de
complejos inmunitarios), Tipo II (Patron mesangial, con deposito de complejos inmunes
unicamente a nivel mesangial), Tipo III (Patron proliferativa focal y segmentaria, con
deposito de complejos inmunes en mesangio, subendotelio y subepitelio), Tipo IV (Patrén
proliferativo difuso, depositos de complejos igual que el previo), Tipo V (patrén

membranoso, con deposito de complejos inmunes en mesangio y subepitelio).

Indicador: I-V

Escala: Nominal De clase
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8. TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

Tipo de estudio Observacional, transversal, analitico, retrolectivo realizado en una muestra de 22
biopsias con nefritis lupica de pacientes pediatricos en etapa escolar y adolescente, manejados en
el servicio de Reumatologia Pediatrica del Centro Médico Nacional “Dr. Gaudencio Gonzalez
Garza” La Raza México D.F. UMAE, de enero del 2000 a julio 2005 asi como 3 controles sanos
de tejido renal de nefrectomias otorgados por el servicio de patologia del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.
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9. UNIVERSO DE TRABAJO

Se estudiaron 22 biopsias de pacientes pediatricos de 6 a 15 afos, masculinos o femeninos, con
diagnostico de nefritis lpica corroborado por la Dra. Maria. Consuelo Calleja Romero, patdloga
experta en Rifion del mismo hospital, de los cuales se tuvo reporte histopatoldgico siendo 18
biopsias renales Tipo IV, 2 Tipo II y 2 Tipo III, segun la clasificacion de la OMS, los cuales
fueron protocolizados en el servicio de Reumatologia Pediatrica del Centro Médico Nacional
“Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”, La Raza, México D.F. UMAE, de enero de 2000 a julio del
2005, asi como 3 controles de tejido renal sano de nefrectomias otorgados por el servicio de
patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. El tamafio
de la muestra representa un 95% de confiabilidad del total de pacientes con biopsias en ese

periodo.
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10. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:

- Biopsias renales de pacientes con nefritis lupica de ambos sexos, en edad de 6 a 15 afios

que tengan este diagnostico valorado por patdlogo experto.

Criterios de exclusion:

- Biopsias renales que no capten el material empleado en la inmunohistoquimica

- Biopsias renales en las cuales se encuentre dafiado el material a estudiar.
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11. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.

11.1 Muestras.

Se obtuvieron 22 biopsias de pacientes pediatricos de 6 a 15 afios, masculinos o femeninos, con
diagnostico de nefritis lipica corroborado por la Dra. Maria. Consuelo Calleja Romero, patdlogo
experto en Rifiéon del mismo hospital, de los cuales se tuvo reporte histopatoldgico siendo 18
muestras con nefritis lapica Tipo IV, 2 Tipo Il y 2 Tipo III, segtn la clasificacion de la OMS, los
cuales fueron protocolizados por el servicio de Reumatologia Pediatrica y archivados en el
servicio de Patologia del Hospital CMN La Raza. Se incluyeron aquellos que tuvieron mejor
calidad y cantidad de tejido.

Con los bloques de parafina correspondientes se practicaron cortes de 4 a 8 pu de espesor para
tincion de rutina con Hematoxilina-Eosina (H/E), y de 2 a 4 p de espesor para las tinciones

inmunohistoquimicas.

11.2 Reactivos para H/E

- Para la tincion de H/E:

- Grenetina Bacteriolégica CTR SCIENTIFIC (Monterrey N.L. México).
- Hematoxilina de Harris, Merck (Naucalpan de Juarez, Edo de Méx.).

- HCI1 1%-Alcohol amoniacal al 1%.

- Eosina B Merck (Naucalpan de Juarez, Edo de Méx.).

- Xileno.

- Eosina Y Merck (Naucalpan de Juérez, Edo de Méx.).

- Resina sintética Goleen Bell (Zapopan Jal. México).
11.3 Para el método de inmunohistoquimica:

- Silane (Sigma, CA. USA).

- Citrato de sodio (0.01 M pH 6.0).

- Peroxido de hidrégeno al 3%.

- Bloqueador Suero de Cerdo 2% (DAKO corporation, CA. USA).
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- Biotina (Link, DAKO LSAB + kit, DAKO Corporation).
-Sustrato DAB (diamino benzidina) (DAKO LIQUID DAB + Substrate-Chromogen Solution.
(DAKO corporation).

11.4 Anticuerpos.

- Anti-YY-1 (Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA. USA)
- Anti-Fas. (Santa Cruz, Biotechnology.)
- Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR) (DAKO LSAB + kit, DAKO

corporation).

11.5 Tincion de H/E.

En los portaobjetos con grenetina bacterioldgica se montaron los cortes del tejido para la tincion
de rutina H/E. Las laminillas fueron desparafinadas en un horno a 60° C e hidratadas mediante
un tratamiento con alcohol a concentraciones decrecientes. Posteriormente el tejido fue tenido por
8 minutos con Hematoxilina de Harris, se enjuagd con agua corriente y el color fue virado con
HCI 1%-Alcohol amoniacal al 1% en agua. Después el tejido fue contratefiido con Eosina,
finalmente deshidratado en alcohol a concentraciones crecientes y xileno e inmediatamente
cubiertos con resina sintética. Las muestras enseguida fueron analizadas mediante microscopia de

campo claro.

11.6 Inmunohistoquimica.

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccion para cada marcador
se realizo en un solo tiempo en todos los grupos. Los cortes se montaron en laminillas cubiertas
con silane. Se mantuvieron en una estufa bacteriologica a 62°C por 1 hora, para desparafinar, con
el siguiente procedimiento se procedid a hidratar la muestra: 3 bafios en xileno, con duracion de 8
minutos cada uno, 2 bafos en etanol al 100%, un bafio en etanol al 90%, un bafo en etanol al

70% y un bafio en agua destilada, cada uno de ellos con duracion de 5 minutos.
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Se hizo la recuperacion de antigeno con citrato de sodio, por 20 min. en bafio Ma. y se hicieron
lavados para eliminar el exceso de citrato.

Se elimino la actividad de la peroxidasa endogena con metanol y peroxido de hidrogeno al 3%
por 15 minutos dos veces. Se bloqued la uniéon no inmunoldgica de los anticuerpos al tejido,
sumergiéndolos durante 60 minutos en Suero Normal de Cerdo al 2%.

Posteriormente las secciones se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en cdmaras
himedas con los anticuerpos anti-YY-1 1:250 y anti-FAS 1:1000. Después se incubaron con el
segundo anticuerpo conjugado a Biotina link, con streptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano
(HPR), por ultimo el color se gener6 mediante la adicion del substrato DAB (diamino benzidina)
durante 3 minutos 30 segundos; se detuvo la reaccion con agua de la llave y se contratind con
hematoxilina 15 seg.

Después el tejido se deshidratd bajo el siguiente esquema: agua destilada, etanol 70%, etanol
90%, etanol 100% y Xileno en bafios de 5 minutos cada uno. Finalmente las preparaciones se

cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura ambiente.

11.7 Analisis morfométrico

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las células positivas (color
café) se cuantificaron en 4 campos para cada laminilla, utilizando un analizador de imagenes con

el programa Imagen-Pro® Plus de Media cybernetics®, Silver Spring, MD. USA.

11. 8 Procesamiento de los datos.

Se elaboré una base de datos y la informacion se proces6 utilizando el programa de analisis
estadistico Prisma®© de GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. Los datos se presentaron
mediante medias aritméticas de cada grupo y desviacion estdndar. La evaluacion de la diferencia
en el numero de células positivas y la densidad de expresion de las reacciones
inmunohistoquimicas se realizd mediante ANOVA de una via. Fue utilizado analisis de
comparacion maultiple de Tukey para identificar las diferencias entre grupos. p< 0.05 fue

considerada como significativa.
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12. RECURSOS

Los recursos fueron los siguientes:

Biologicos: 22 biopsia renales de nifios en etapa escolar y adolescente atendidos en el servicio de
reumatologia pediatrica, asi como 3 controles de tejidos renales de nefrectomias otorgados por el

servicio de patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran™.

Fisicos: Microscopios de luz, Kit para la técnica de inhunohistoquimica y analizador de

imagenes.
Humanos: 1 Reumatologo Pediatra, 1 Reumatologo, 1 especialista en Apoptosis, 1 Residente de
pediatria médica de 40 aflo, 1 Quimico farmacobidlogo. 1 Patdlogo experto en biopsias renales

1 cortador de muestras de parafina.

Quimicos: Soluciones quimicas para lavar y preparar los tejidos renales y anticuerpos para la

inmunihistoquimica.
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13. RESULTADOS
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13.1 Analisis clinico

Se revisaron los expedientes de 22 nifios con diagnostico de LES de acuerdo a los Criterios de
Clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia los cuales presentaron afeccion renal,
posteriormente se les realizd biopsia, se revis6 a través de microscopia de luz y se hizo la
clasificacion morfoldgica de acuerdo a la OMS. En la distribucion por genero 19 fueron del sexo
femenino (87%), 3 del masculino (13 %), la edad promedio fue 14.1 afios y el rango de 6 a 15
afios. La nefritis Tipo IV represento el 82% con 18 pacientes, y de estos 2 llegaron con falla renal
aguda, 2 pacientes tuvieron Tipo Il 'y 2 Tipo III (9% respectivamente). Las caracteristicas clinicas
se muestran en la Tabla 1 y 2. EI 100% de los pacientes presento alteraciones en el sedimento
urinario: 72 % presentd microhematuria, 27.7% tuvo hematuria macroscopica que
correspondieron a nefritis tipo IV. La proteinuria <1 gr /24 horas fue 16.6%, de 1-2 gr /24 horas
fue 61.1% y >3 gr/ 24 horas fue 22.2%. El 55.5% present6 hipertension arterial sistémica y
61.1% curs6 con sindrome nefrotico. Un paciente curso con trombocitopenia, sangrados y choque
hipovolémico que requirié manejo en la terapia intensiva. La depuracion de creatinina fue menor
de 50 ml/min./1.73m2sc en 88.8%. Se present6 anemia (Hb<11.3) en 83.3%, leucopenia en
55.5%, linfopenia en 83.3% trombocitopenia en 44.4%, complemento bajo (C3 y C4) en 61.1%,
y elevacion de azoados en 77.7% (Cr > 2 DE para la edad) ver Tabla 2 y graficos adjuntos.

13.2 Morfologia de los hallazgos Inmunohistoquimicos.

YY1

Después de la tincion con Inmunohistoquimica, la distribucion celular en relacion a la intensidad
de la expresion de YY1 en las biopsias mostraron que en las Tipo II, III y IV existe una expresion
principalmente de un 80 a 90% en los tubulos contorneados proximales y distales tanto de la
medula como en la corteza renal (Fig. 2A y B, 3A y B, 4A y B, 5A y B, 6A y B). Los controles
renales sanos se expresaron en los mismos sitios (Fig. 7A y B). YY1 se expres6 principalmente
en el epitelio tubular distal, con grados variables de intensidad en relacioén a la proliferacion

celular, con expresion leve (1-30%) moderada (31-70%) e intensa (71-100%). La expresion en
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los glomérulos de esta proteina fue menor al 30% en relacion a la expresion de Fas (Fig. 1A, 4A

y 6A).

Fas

Después de la tincion de inmunohistoquimica encontramos que Fas se expresa principalmente en
los tubulos contorneados proximales y distales tanto de la medula como de la corteza renal en un
90% (Fig.1Cy D,2Cy D, 3Cy D, 4Cy D, 5C y D, 6C y D). Los controles renales sanos se
expresaron en los mismos sitios (Fig. 7C y D) Se observo tincion en la membrana apical de todo
el citoplasma en los tibulos contorneados distales (Fig. 3C). También se expreso hasta un 90%
de intensidad en los tubulos contorneados proximales en donde hubo mayor proliferacion celular
(Fig. 3D). En algunas lesiones en la membrana basal y media de los tubulos contorneados distales
la intensidad de la expresion fue menor (Fig. 3C). En el glomérulo las lesiones con mayor
proliferaciéon celular mostraron mayor tincién en las células mesangiales y en las células
parietales de la capsula de Bowman asi como en la matriz mesangial (Fig. 2C, 6D). Algunas
células endoteliales en la luz capilar, mostraron tincion moderada (60%) con borde tefiido en las
células parietales (Fig.2C). En otros glomérulos en donde la lesion fue menor, la expresion de Fas

fue negativa (Fig. 1C, 4C).

13.3 Analisis morfométrico de los hallazgos inmunohistoquimicos.

Después que se estandarizod la técnica de inmunohistoquimica para evaluar la densidad de la
expresion de YY1 y Fas en las biopsias renales, se realizaron diversos experimentos para probar
la concentracioén adecuada del anticuerpo anti-YY1 y anti- Fas asi como la preparacion adecuada
del tejido para la inmuntincion. Las graficas de la densidad de expresion se procesaron utilizando
el programa de analisis estadistico Prisma© de GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. Los
datos se presentaron mediante medias aritméticas de cada grupo y la densidad de la expresion fue

medida en pixeles.
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En la figura 8 A se muestra la densidad de la expresion de YY1 y Fas en todas las biopsias renales
de acuerdo a la clasificacion de la OMS, en la cual se encuentra una relacion inversamente
proporcional entre la expresion de YY1 y Fas (p<0.0001)

La figura 8B representa al total de las lesiones Tipo IV con una densidad de la expresion de YY1
menor a la de Fas, lo cual guarda una relacion inversamente proporcional (p<0.0001)

En la figura 9 se muestra la densidad de expresion de YY1 y Fas y se compara la expresion de
estas dos proteinas en todos los casos analizados, agrupando a YY1 de acuerdo a la intensidad de
la expresion en Bajo (1-30%), Moderado (31-70%) y Alto (71-100%) y observamos una relacion
inversa que muestra YY1 alto y Fas bajo (ultimas columnas). La escala de medicion fue mediante
ANOVA de una via, con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0053)

La figura 10 muestra la densidad de expresion de YY1 comparada con Fas de acuerdo a la lesion
renal. En las lesiones Tipo II la densidad de la expresion fue similar a los controles, en la Tipo I11
se observa mayor expresion de YY1 comparada con Fas y en la Tipo IV se observa a YY1 con
una expresion menor a la de Fas, en lo cual no hubo diferencia estadisticamente significativa.

En la figura 11 se muestra la densidad de expresion de YY1 comparada con Fas en los tubulos y
glomérulos. Hay una menor densidad de la expresion de YY1 en tibulos y glomérulos, pero la

expresion de Fas es alta en ambos sitios (p<0.03)
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14. DISCUSION

De acuerdo a los reportes de la literatura es bien conocido el papel de la apoptosis en la
autoinmunidad (5,6,7,8) y la participacion de ésta asi como Fas esta bien definida en la
produccion del dafio glomerular pues se ha encontrado tanto en tejido renal sano como dafiado

pero con mayor intensidad de la expresion en la nefropatia lapica (9,18,31,32,43,44).

YY1 se conoce que regula la transcripcion en diversos genes celulares y virales mediante tres
vias diferentes: reprime, activa, e inicia la trascripcion (36,37). Hay trabajos publicados acerca de
éste como es en lineas celulares tumorales tratadas con ON, algunos genes celulares y virales
tales como el VIH y ciertos alelos de cromosomas relacionados a LES (38, 39, 41, 42,45).
Estudios recientes muestran que YY1 regula de manera negativa la expresion de Fas en un

modelo de cancer de ovario y prostata (42).

No existen reportes previos de la participacion de YY1 en la fisiopatogenia de nefritis lupica y si
este factor de trascripcion pueda estar regulando de manera negativa la expresion de Fas,

molécula que como ya se coment6 juega un papel central en el dafio glomerular.

Nuestra poblacion estudiada con lupus de inicio en la infancia (22 pacientes) no mostro
diferencias clinicas de acuerdo a lo reportado previamente. Se encontrd en nuestra poblacion que
la nefritis Tipo IV es la predominante y en el sexo femenino, con una edad promedio de 14 afios
sin afectar a nifios menores de 5 afios. Nuestra poblacion solo se estudia hasta los 16 afios y
posteriormente entran al control con la poblacion de los adultos (IMSS). Todos nuestros
pacientes presentaron grados variables de hematuria, 63% se presentaron con datos que apoyaron
sindrome nefrdtico, con depuracion de creatinina baja y elevacion de azoados en 73%, leuco-
linfopenia 60%, trombocitopenia 40%. Corroboramos el diagnostico de LES con la presencia de
anticuerpos en el 100% y se presentd consumo del complemento en 64%. En la mayoria de
nuestros pacientes (72%) la biopsia renal se tomo en la fase aguda de la enfermedad, en el resto
después de los 6 meses de haberse realizado el diagnostico, en todos los casos ya se habia
administrado al menos bolos de metilprednisolona. El 9% llegaron a nuestro servicio con falla
renal por lupus que ameritaron manejo con didlisis. En cuanto a la funcion renal actual

unicamente el 4% evoluciono a falla renal terminal correspondiendo al Tipo IV.
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Si bien es conocido en la literatura actual que la expresion de Fas esta principalmente a nivel de
tubulos contorneados, encontramos expresion de YY1 y Fas tanto en tibulos como en los
glomérulos, sobre todo en las lesiones con mayor grado de proliferacion celular, conservando una
densidad en la expresion menor para YY1 y mayor densidad de expresion para Fas en estos
sitios. Llama la atencion la distribucion celular de YY1 y Fas a nivel tubular en particular a nivel
de los tubulos contorneados distales en la membrana apical, dato importante para la lesion renal
pues sabemos que aqui existe una gran actividad de bombas ATP asa dependientes en donde
actiian algunos factores hormonales como la aldosterona, la hormona antidiurética asi como la
regulacion del Na y K los cuales se ven alterados en el proceso inflamatorio. La actividad
mitocondrial propia de esta region nos habla de una mayor cantidad de caspasas. En los tiibulos
contorneados proximales en donde también expresaron tincion en grados variables de intensidad
hubo un porcentaje mayor en las lesiones con mayor proliferacion celular. Es en este sitio donde
corresponde la mayor reabsorcion del filtrado glomerular, solutos y solventes y comprobamos su
afeccion clinicamente con la depuracion de creatinina baja, dafio renal agudo y elevacion de

azoados en la nefritis mas frecuente. (Tipo IV).

Se demostrd en el andlisis morfométrico que en las lesiones Tipo IV que la densidad de la
expresion de YY1 es inversamente proporcional a la expresion de Fas, encontrando menor
densidad en la expresion de YY1 y mayor para Fas con una correlacion clinica més agresiva de la
enfermedad. Esto lo observamos porque encontramos una mayor prevalencia de este tipo de
lesiones y en nuestro servicio representa un 85% (datos atin no publicados). Queremos mencionar
que las lesiones diferentes a este tipo son pocas y encontramos que la densidad en la expresion no
mostr6 diferencia significativa en la Tipo II, debido que el tamafio de la muestra es pequefio por
la prevalencia en niflos, en donde los pacientes no mostraron alteraciones en la depuracion de
creatinina, y las manifestaciones renales fueron menores a las presentes en la Tipo IV,
recuperando la funcion renal a 5 anos. En la Tipo III, observamos una diferencia en la expresion
donde YY1 es mayor si se compara con la expresion de Fas y por clinica no hubo falla renal
aguda, depuracién de creatinina ni elevacion de azoados. Siendo interesante ver que cuando YY1

se encontro con una densidad elevada, la expresion de Fas fue menor, lo cual correlaciond con
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menores complicaciones clinicas, curso favorable de la enfermedad, asi como menores
alteraciones en la funcion renal y un grado menor de lesion histopatologica.

Nuestro estudio sugiere que YY1 tiene un papel importante en la regulacion negativa de la
expresion de Fas en este tipo de lesiones, lo que indica que puede jugar un papel relevante en la
fisiopatogenia, dato que no se habia explorado con anterioridad. Este trabajo aporta bases muy
importantes para un estudio més extenso de YY1 y valorar su utilidad como factor pronostico en

esta enfermedad.
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15. CONCLUSIONES

1.- Nuestro estudio sugiere fuertemente la participacion del factor de transcripcion YY1 en la
regulacion de Fas encontrando que existe una relacion inversamente proporcional de este en la

nefropatia lupica en nifios

2.- Se encontrd la mayor expresion de ambas proteinas en los tubulos contorneados proximales y

distales y en menor proporcion en los glomérulos.

3.- Cuando YY1 se encontr¢é alto la densidad de la expresion de Fas fue menor con una evolucion

de la enfermedad fue favorable, y menores complicaciones clinicas.

4.- De la misma forma, cuando la densidad de la expresion de YY1 fue mayor, correlaciond con

menor dafio histopatolégico.

5.- YY1 puede ser un factor pronostico de la enfermedad pues puede estar implicado en la

autoinmunidad.

6.- Es necesario ampliar los estudios en la poblacion pedidtrica ya que por primera vez se muestra
en el escenario de la fisiopatogenia de esta nefritis al factor de trascripcion YY1, abriendo la
posibilidad a proyectos encaminados en dilucidar mas afondo su participacion en la nefritis

lupica, tanto en nifios como en adultos y en otro tipo de enfermedades autoinmunes.
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16. ANEXOS

39



RESULTADOS

DATOS CLINICOS
NUMERO CLASIFICACION EDAD | SEXO MESES DE FALLA CURSO FUNCION
HISTOPATOLOGICA EVOLUCION | RENAL CLINICO RENAL*
AL INICIO AGUDA A 5 ANOS
DE
SINTOMAS
1 IIB 122 F 5 MESES - - NORMAL
2 IIA 152 F 4 MESES - - NORMAL
3 11 132 F +DE6M - - NORMAL
4 I A 142 F 5 MESES - - NORMAL
5 IVC 132 F +DE6M - CRISIS IRC
HIPERTENSIVA
6 IVC 142 F 1 MES - - NORMAL
7 IVC 14* F +DE6M - - NORMAL
8 IVC 152 F +DE6M - - NORMAL
9 IVB 142 F 2 MESES SI SINDROME NORMAL
UREMICO/
VARICELA
10 IV C 152 M 3 MESES - CHOQUE NORMAL
HIPOVOLEMICO/
LES
HEMATOLOGICO
11 IVC 14?2 F 2 MESES SI SINDROME NORMAL
UREMICO-
PERITONITIS-
ALTERACIONES
METABOLICAS-
HEMODIALISIS
12 IVC 14* F 3 MESES - PURPURA NORMAL
VASCULAR
13 IVC 142 F 1 MES - IVU POR STAPH NORMAL
COAG (-)
14 IVB 14* M 2 MESES - - NORMAL
15 IV C 10* F +DE6M - - NORMAL
16 IV C 14* F +DE6M - - NORMAL
17 IV C 122 F 2 MESES - - NORMAL
18 IV C 132 F 1 MES - - NORMAL
19 1\ 122 F 2 MESES - DERRAME NORMAL
PERICARDICO
SEVERO
20 IV C 6* F 4 MESES - - NORMAL
21 IV C 122 M 3 MESES - - NORMAL
22 IVC 122 F + DE 6M - - NORMAL

*NORMAL = Creatinina <1, urianalisis y sedimento urinario normales.

TABLA No. 1 Caracteristicas generales del grupo de estudio asi como curso clinico durante el
estudio de la biopsia renal.
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RESULTADOS

DATOS CLINICOS
CLASIFICACION TIPO | TIPO | TIPO | TOTAL n =22
HISTOPATOLOGICA I 101 v
ALTERACIONES DEL SEDIMENTO 2 2 18 100%
URINARIO (100%) | (100%) | (100%)
MICROHEMATURIA 2 2 13 77.2%
(100%) | (100%) | (72.2%)
MACROHEMATURIA 0 0 5 22.7%
(27.7%)
PROTEINURIA < | GR/24H 2 1 3 27.2%
(100%) | (50%) | (16.6%)
PROTEINURIA 1-2 GR/24H 0 0 11 50%
(61.1%)
PROTEINURIA + 3 GR/24H 0 1 4 22.7%
(50%) | (22.2%)
HIPERTENSION 1 1 10 54.5%
(50%) | (50%) | (55.5%)
SINDROME NEFROTICO/NEFRITICO 2 1 11 63.6%
(100%) | (50%) | (61.1%)
DEPURACION DE CREATININA < 0 0 16 72.7%
50MLmin/1.73m2sc (88.8%)
ANEMIA 2 1 15 81.8%
(100%) | (50%) | (83.3%)
LEUCOPENIA 0 0 10 45.4%
(55.5%)
LINFOPENIA 1 0 15 72.7%
(50%) (83.3%)
PLAQUETOPENIA 1 0 8 40.9%
(50%) (44.4%)
COMPLEMENTO BAJO 2 1 11 63.6%
C3 (80-120), C4 (18-25) (100%) | (50%) | (61.1%)
AZOADOS ELEVADOS 2 0 14 72.7%
(100%) (77.7%)
TOTAL DE LA MUESTRA N=2 N=2 | N=I8 N=22

TABLA No. 2 En la que se muestra el comportamiento clinico de los nifios al momento de la
toma de biopsia renal
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MORFOLOGIA DE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS.

100X

Figura 1. Inmunotincion de tejido con nefritis lapica Tipo IV. A. La expresion de YY-1 se observa
negativa (40x), B. Expresion negativa de YY1 (100X). C. Intensa expresion para Fas en los tabulos
colectores proximales y se observa negativo en el glomérulo (40x). D. Se observa que la expresion de Fas
es en el citoplasma de las células de los tibulos colectores proximales y distales, asi como también en la
membrana de estas células. (100X)
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MORFOLOGIA DE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS.

100X

Figura 2. Inmunotincién de tejido con nefritis lupica Tipo IV. A. Expresion leve (30%) de YY-1 con
predominio en los tibulos contorneados proximales (40X). B. Expresion de YY-1 se muestran algunos
nucleos en apoptosis (100X). C. Se observa una mayor expresion de Fas a nivel de tubulos contorneados
proximales, con una tinciéon moderada en un 60%, a nivel glomerular en podocitos y mesangio. (40x) D.
Se observa intensa expresion en un 71-100% para Fas en las células mesangiales de los tubulos
contorneados proximales asi como en las células epiteliales viscerales glomerulares. (100X)
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MORFOLOGIA DE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS.

Figura 3. Inmunotincion de tejido con nefritis lupica Tipo II. A. Expresion moderada en un 60% de YY1
a nivel de tibulos contorneados proximales y distales. Se muestra negativo el glomérulo (40X). B. Clara
expresion de YY1 con una tincion moderada (60%) en los tabulos proximales (100X). C. Se observa
expresion moderada en un 60% de Fas a nivel de tubulos proximal y distal siendo de menor intensidad en

el glomérulo (40X). D. Expresion de Fas principalmente en membrana celular y citoplasma en la parte
basal y media de los tubulos contorneados proximales y cariorrexis (100X).
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MORFOLOGIA DE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS.

100x

Figura 4. Inmunotincion de tejido nefritis lipica Tipo IV. A. Tinciéon moderada de un 60-70% de YY1 a
nivel tubular tanto en tubulos proximales, como en distales, siendo negativa en los glomérulos (40X). B.
Expresion moderada en un 70% de YY1 en el citoplasma de tibulos contorneados proximales y distales.
C. Se observa una mayor expresion en un 90-100% para Fas tanto en tubulos contorneados proximales y
distales siendo negativo en el glomérulo (40X). D. Expresion de moderada intensidad de un 70% a nivel
de las células mesangiales de los tubulos contorneados proximales y distales con algunos linfocitos
tefiidos en el intersticio. (100X).
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MORFOLOGIA DE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS.

Figura 5. Inmunotincion de tejido nefritis lupica Tipo II. A. Se observa una intensa expresion en un 90-
100% de YY-1 a nivel de tabulos contorneados proximales y distales (40X). B. Tincion citoplasmica
intensa en un 90-100% de YY-1 en células mesangiales de ambos tubulos (100X). C. Expresion intensa en
un 90-100% de Fas en ambos tubulos renales (40X). D. Se observa una expresion intensa en un 90-100%
de Fas en la parte basal y media de los tubulos contorneados proximales y distales (100X).
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MORFOLOGIA DE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS.

Figura 6. Inmunotincion de tejido nefritis lipica clase IV. A. Se observa una expresion intensa en un 90-
100% para YY-1 en los tibulos contorneados distales y proximales con algunos linfocitos tefiidos en el
intersticio (40X). B. Se observa una clara expresion de YY1 en el mesangio de los tubulos (100X). C.
Expresion intensa en un 90-100% de Fas a nivel de membrana de los tubulos contorneados proximales y
distales con menor intensidad el citoplasma glomerular. D. Fas expresado intensamente en un 90-100%
en la parte basal y media de los tubulos contorneados proximales y distales. (100X).
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MORFOLOGIA DE LOS HALLAZGOS
INMUNOHISTOQUIMICOS.

40x%

Figura 7. Inmunotincién de tejido renal sano. A. Se observa una expresion moderada en un 60% de YY1
a nivel de tibulos contorneados proximales y distales. B. Se observa una leve expresion menor al 30% de
YY1 en tubulos contorneados proximales. Negativo en glomérulos. C. Expresion intensa en un 90-100%
de Fas a nivel de membrana de los tubulos contorneados proximales y distales. D. Fas expresado

intensamente en un 90-100% en la parte basal y media de los tubulos contorneados proximales y distales
asi como en el mesangio glomerular.
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ANALISIS MORFOMETRICO DE LA EXPRESION DE YY1 Y FAS
EN PACIENTES PEDIATRICOS CON NEFRITIS LUPICA
(TUBULOS)
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Figura 8. La grafica muestra la densidad de expresion de YY1 comparada con Fas. A. Se observa un
aumento significativo de la expresion de Fas inversamente a YY-1 en todos los tipos de nefritis lupica
evaluadas con p<0.0001 B. Expresion inversamente proporcional de YY1 y Fas en la nefritis lupica Tipo
IV con una p<0.0001.
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ANALISIS MORFOMETRICO DE LA EXPRESION DE YY1 Y FAS
EN PACIENTES PEDIATRICOS CON NEFRITIS LUPICA
(TUBULOS)

G000 -
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Yfibajo Fas YYimed Fas YYialo Fas

Tipo I, Il y IV

Figura 9. La grafica muestra la densidad de expresion de YY1 comparada con Fas. Se compara la
expresion de YY 1 y Fas en todos los casos, agrupando a YY 1 de acuerdo a la intensidad de la expresion
en Bajo (1-30%), Mediano (31-70%) y alto (71-100%), con una relacioén inversa mostrada en las dos
ultimas columnas con YY1 alto y Fas bajo.
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ANALISIS MORFOMETRICO DE LA EXPRESION DE YY1 Y FAS
EN PACIENTES PEDIATRICOS CON NEFRITIS LUPICA
(TUBULOS)

4000 =
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Figura 10. La grafica muestra la densidad de expresion de YY1 comparada con Fas en los diferentes
tipos de Nefritis Lupica de pacientes pediatricos. En las lesiones Tipo II no hubo diferencias significativas,
en la Tipo III se observa mayor expresion de YY1 comparada con Fas, y en la Tipo IV se observa YY1
con una expresion menor a la de Fas.
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ANALISIS MORFOMETRICO DE LA EXPRESION DE YY1 Y FAS
EN PACIENTES PEDIATRICOS CON NEFRITIS LUPICA
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Figura 11. La grafica muestra la densidad de expresion de YY1 comparada con Fas en tubulos y
glomérulos. Se muestra una menor expresion de YY1 tanto en tubulos como en glomérulos pero la

expresion de Fas es alta en ambos con una diferencia estadisticamente significativa.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

“Participacion del factor de trascripcion Yin-Yang-1 (YY1) en la regulacion de Fas asi
como su correlacion con el tipo de lesion histopatologica en las biopsias renales de nifios

con nefritis lipica”

No.
NOMBRE  --mmmmmmmmmmmmmmm e
Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)
Afiliacion
Fecha de toma de Biopsia (dia/mes/afio):
Complicaciones:
Edad (afios / meses) Sexo: Hombre () Mujer ( )
Antecedentes Personales Patolégicos: Inicio (aﬁos / meses) Tratamiento (Medicamento

Infecciones (Urinarias, respiratorias, otras) Si ( ) No ()

tiempo de uso )

Otra (s) enfermedad (es) Si( ) No( )

Dx especifico

Hematuria:

Microscopica () Macroscopica ()

Proteinuria:

Proteinuria Menor de 1 gr. /24hr Prot. 1-2gr/24hr Prot. 2-3gr/24h
Hipertension.

Mayor de 140/90mmhg.

Datos relevantes de Laboratorio:

Hb: Leucocitos: Linfocitos: Plaquetas
CH50 C3 C4 Anti-DNA ANA:
Otros:

Observaciones:

VSG:
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