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1. RESUMEN

TITULQO: Participacion de HIF-1a en la expresion de VEGF en biopsias renales de
nifios con Nefritis lipica clase IV y su asociacion con la evolucion clinica.
JUSTIFICACION: Hasta el momento las causas de la nefritis lupica no han sido del
todo conocidas. Existe evidencia de la participacion de HIF-1a en otras condiciones
autoinmunes asi como de VEGF pero estas no han sido asociadas ni se conoce la
participacion de ellas en los casos de nefritis lupica en nifios, por lo que al contar con
los datos clinicos, tejidos y técnica de inmunohistoquimica se investigd cual sea su
participacion en esta enfermedad.

OBJETIVO: Determinar si HIF-1a participa en la regulacion de la expresion de
VEGF en las biopsias renales de nifos con nefritis lupica clase IV y cual es su
asociacion con la evolucion clinica.

HIPOTESIS: HIF-1o regula negativamente la expresion de VEGF, y esto se asocia
con el curso clinico e histologico en pacientes pediatricos.

IDENTIFICACION DE VARIABLES: HIF-1a, VEGF, Lesion histopatologica
renal

DISENO DE INVESTIGACION: Tipo de estudio observacional, transversal,
analitico, retrolectivo.

METODOLOGIA: Se obtuvieron 18 bloques de parafina de biopsias renales de
pacientes pediatricos, con LES y nefropatia clase IV asi como 5 controles sanos. Se
realizé inmumohistoquimica para evaluar la expresion de HIF-1a y VEGF, y a partir de
las inmunotinciones se realizé el analisis densitométrico. Se revisaron los expedientes
de los pacientes para valorar las condiciones clinicas al momento de la biopsia. Se
elabord una base de datos y la informacion se procesdé con el programa de analisis
estadistico Prismall. Los datos se presentaron mediante medias aritméticas de cada
grupo y desviacion estandar. La evaluacion de la diferencia en la densidad de expresion
de las reacciones inmunohistoquimicas, se realizaron mediante ANOVA de una via,
considerandose como significativa p< 0.05

RESULTADOS: Se mostré la densidad de la expresion de HIF-1a y VEGF en los
tubulos contorneados de las biopsias con nefritis lupica clase IV comparado con los
controles sanos, encontrando VEGF alto y menor expresion de HIF-1a (p<0.0001) en
tanto que en los glomérulos mostrd la misma distribucién con una menor expresion de
HIF-1a (p<0.0403). Los resultados del analisis densitométrico demostré que existe una
correlacion entre la expresion de HIF-1a y VEGF (Pearson r 0.7325, p = 0.0029, R
0.5365). Las alteraciones renales del grupo de VEGF con baja expresion presentaron un
curso favorable, con menores cifras de proteinuria, hipertension arterial, sin presencia
de hematuria macroscopica, sindrome nefrotico, falla renal o IRC. En contraste, el
grupo de VEGF alto presenté mayor frecuencia de alteraciones renales, presencia de
hematuria macroscdpica, proteinuria en rangos elevados, sindrome nefrotico/nefritico,
hipertension arterial, asi como 1 paciente que evoluciond a falla renal concluyendo en
IRC.

CONCLUSIONES: Existe una correlacion entre la expresion de HIF-1a y VEGF, lo
cual sugiere HIF-la puede estar regulando la expresion de VEGF de manera
transcripcional en esta enfermedad, asociando este hecho con mayores alteraciones
renales lo cual sugiere la participacion de HIF-1oo y VEGF en la fisiopatologia de la
nefritis lupica en nifios y por primera vez se muestran en tejido renal de nifios con esta
enfermedad.



2. INTRODUCCION

El lupus Eritematoso Sistémico (LES) es conocido como una enfermedad autoinmune,
multisistémica, 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. Una de las manifestaciones comunes y graves es el dafio renal (65-85%),
pues se asocia con complicaciones que pueden llevar a la muerte sobre todo en
pacientes con LES iniciado en la infancia. Se han determinado diversas formas
histologicas de nefritis lipica y la clasificacion més frecuente utilizada es la de la OMS,
cuya forma mas grave es la clase IV

Se ha descrito que diversas enfermedades autoinmunes cursan con un incremento de la
muerte celular programada o existe una desregulacion en estos procesos de apoptosis,
en donde recientemente se ha reportado la participacion de HIF en estas enfermedades
de origen autoinmune.

2.1. HIF-1a

El elemento principal de organizacion del sistema regulador de oxigeno es un factor de
trascripcion especifico denominado factor inducido en hipoxia 1 (HIF-1). HIF-1 es un
heterodimero compuesto por dos subunidades (HIF-1a y HIF-1B) con pesos moleculares
de 120-130 Kd y 91-94 Kd respectivamente. En presencia de oxigeno la subunidad alfa
se modifica en hidroxilasas que constituyen el punto central del mecanismo sensor,
induciendo su catabolismo por el proteosoma. En tanto que en hipoxia, o en presencia
de algunos factores de crecimiento que incrementen su sintesis HIF-1a se trastoca al
nucleo, donde unido a HIF-1 actia como factor transcripcional de diversos genes con
elementos de respuesta a hipoxia en su promotor, regulando la sintesis de una amplia
serie de proteinas, desde enzimas respiratorias y transportadoras hasta hormonas
involucradas en la regulacion del organismo, eritropoyesis y ademds participa
significativamente en los mecanismos de reparacion celular. *

El factor de trascripcion inducido en hipoxia, juega un papel importante en el
crecimiento celular al incrementar la resistencia a la apoptosis y estimular la produccion
de factores angiogénicos como VEGF. En relacion a la funciéon y al dafio renal, las
células epiteliales de los tibulos renales proximales responden a la hipoxia o a la
exposicion a Interleucina -1 beta (I1-1B) con un incremento en la produccién de VEGF.

En la deprivacion de oxigeno a nivel renal, HIF-1a es el factor de trascripcion mas



importante que lleva a la expresion de VEGF, pero también IL-1p puede estar
involucrada en la estimulacion y produccion de VEGF. ?

Las principales areas expuestas a hipoxia en el rifion senescente son la corteza renal,
caracterizada por una fibrosis en el intersticio y la perdida de capilares peritubulares lo
cual correlaciona positivamente con el dafio tubulointersticial propio del
envejecimiento, asociado con la sobre regulacion de los genes que involucra HIF, entre
ellos VEGF. *

Asi mismo, estudios hechos por Kairaitis y colaboradores en un modelo murino de
dafo renal cronico en la Nefrosis por Adriamicina, demuestran la hipoxia de la corteza
renal, encontrando un incremento en la localizacion nuclear de HIF-1a. en un contexto
de gran dafio glomerular y tubulointersticial, en contraparte a la expresion de VEGF la
cual disminuyo significativamente después del tratamiento por el quimioterapico. °

Se ha sugerido que la expresion de HIF-1a puede ser independiente de la produccién de
VEGF. Acerca de esto, Namikoshi y colaboradores analizaron la expresion de VEGF y
HIF-1a en pacientes con Nefropatia por IgA mediante inmunohistoquimica a 23
biopsias renales con esta patologia, encontrando que HIF-1a no mostré una expresion
paralela a la de VEGF, con una expresion débil de HIF-1a en el epitelio tubular renal
sugiriendo que la expresion de HIF-1a es independiente de la produccion de VEGF en
la Nefropatia por IgA, y que esta ultima proteina se ha encontrado elevada en las etapas
iniciales de esta Nefropatia sin resultar en mayor proteccion contra el dano tubular
renal. °

2.2 VEGF

La citocina angiogénica mas importante que regula la permeabilidad vascular es el
factor de crecimiento endotelial (VEGF) el cual es un importante factor de
supervivencia para las células endoteliales en concidicones de hipoxia. La funcién de
VEGEF en el rifion contintia en estudio y se ha demostrado su expresion en el epitelio
visceral y mesangial glomerular, asi las areas de expresion VEGF en tejido renal sano
en humanos asi como en tibulos colectores proximales en modelos murinos de dafo

renal. 78,

Estudios hechos por Ostendorf y colaboradores demostraron que al
administrar un antagonista de VEGF (polietilenglicol) a ratas sanas y a otras con
diferentes tipos de nefritis, ocasiond el dano glomerular y proteinuria en ratas sanas,
disminuyendo la regeneracion del endotelio glomerular e incrementando la muerte

celular y la frecuencia de microaneurismas, identificando asi el papel importante de este



factor de crecimiento en la supervivencia celular endotelial y regeneracion glomerular.
10

Asi mismo, una angiogénesis defectuosa con una expresion baja de VEGF ha sido
reportada en un modelo murino de dafio renal progresivo. Al respecto, Kang y
colaboradores aplicaron VEGF a ratas, encontrando que el tratamiento con VEGF
increment6 la proliferacion celular endotelial glomerular, mejord la funcion renal,
redujo la fibrosis y disminuy6 la mortalidad de las ratas comparada con el grupo
control, implicando asi el potencial efecto benéfico de este factor de crecimiento en las
enfermedades renales. "

De igual forma, se ha reportado una expresion disminuida de VEGF en el tejido renal
de algunas enfermedades como Amiloidosis, Diabetes, Glomerulonefritis Crescentica,
en donde el dafio al epitelio visceral en estas enfermedades tendria el potencial para
liberar grandes cantidades de VEGF a nivel local incrementando la permeabilidad
glomerular y como es también un factor de crecimiento, la perdida en el control de la
secrecion de VEGF después del daio al epitelio visceral, puede conducir a importantes
alteraciones en la funcion de las células endoteliales glomerulares.’

Basados en el hecho de que VEGF incrementa la permeabilidad vascular se ha
considerado que pueda estar relacionado al desarrollo de la proteinuria. En ese sentido,
Horita y colaboradores examinaron un modelo murino de nefrosis mediante
Hibridacion In Situ e inmunohistogimica al inyectar albimina intraperitonealmente,
encontrando una sobre expresion de VEGF RNAm en el glomérulo, en donde esta
expresion alterada de VEGF es asociado a la proteinuria. "2

En autoinmunidad, se ha descrito acerca de la importancia acerca de HIF y otras
proteinas, las cuales han sido implicadas en ciertas enfermedades autoinmunes tales
como Artritis reumatoide, y ultimamente en tiroiditis autoinmne y lupus eritematoso
sistémico.

En el lupus eritematoso sistémico (LES) se ha medido los niveles de VEGF en plasma
sanguineo. Navarro C y colaboradores, estudiaron a 28 pacientes con LES, 10 con
sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF) y 24 controles sanos, en los cuales
midieron los niveles de VEGF en plasma mediante ELISA y realizaron su
inmunolocalizacién en el tejido renal de los pacientes con LES y controles, encontrando
niveles elevados en plasma de esta proteina en los pacientes con LES comparados con
SAAF y controles sanos, con una intensa expresion a nivel renal en los pacientes con

nefritis lapica. '



Sin embargo hasta la fecha no se ha estudiado la implicacién de HIF-1a en la regulacion
de VEGF en tejido renal de nifios con nefritis lipica clase 1V, la cual es la forma mas
frecuente y con mayor dafo renal, por lo que en este trabajo se investigd mediante
inmunohistoquimica la expresion de HIF-1a y VEGF en 18 biopsias renales de nifios
con nefritis lapica clase IV, y la asociacion clinica existente con la evolucion de esta

enfermedad.



3.- JUSTIFICACION

El lupus Eritematoso sistémico es el prototipo de enfermedad autoinmune. A través de
un mejor entendimiento de la patogénesis de este desorden, han sido hechos grandes

avances en el diagndstico y tratamiento de otros problemas inmunoldgicos.

Una de las manifestaciones comunes y graves es el dafio renal. Se ha determinado
diversas formas histolégicas de nefritis lUpica en donde la mayoria de los nifios
afectados presenta la forma mas grave (Clase 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 la cual para expresarse requiere de
predisposicion genética, desregulacion del sistema inmunitario, factores hormonales y

ambientales.

Con los conocimientos actuales sobre inmunohistoquimica, el presente estudio se
realiz6 para contribuir en la investigacion del proceso fisiopatolégico que ocurre en la
nefropatia lGpica en nifios y determinar si existe participacion HIF-1a y VEGF asi como
su asociacion con el tipo de lesion histopatolégica mas frecuente en estos pacientes y

contribuir en el conocimiento para un mejor manejo y control de esta enfermedad.



4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha establecido la importancia de HIF-la y VEGF en la patogénia de las
enfermedades autoinmunitarias. Sin embargo, no existen trabajos publicados en nifios
gue muestren asociaciones entre ambas y su correlacion con la lesion histopatoldgica

renal.

Por lo que se planted la siguiente pregunta de Investigacion:

¢HIF-1o participa en la expresion de VEGF en las biopsias renales de nifios con nefritis

lupica clase IV y existe asociacion con la evolucién clinica?



5.-OBJETIVOS

Objetivo Principal:

Determinar si HIF-1o participa en la regulacion de la expresion de VEGF en las

biopsias renales de nifios con nefritis lupica clase IV y cual es su asociacién con las

alteraciones renales.

Objetivos secundarios:

Determinar los sitios de expresion de HIF-1a en el tejido renal y cual es su asociacion

con las alteraciones renales.

Determinar los sitios de expresion de VEGF en el tejido renal y cual es su asociacion

con las alteraciones renales.

Comparar la expresion de HIF-1a y VEGF entre los tdbulos contorneados y los

glomérulos y cual es su asociacion con las alteraciones renales.

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



6.-HIPOTESIS

HIF-1a regula negativamente la expresion de VEGF, y esto correlaciona con el curso
clinico e histoldgico en pacientes pediatricos.



T-VARIABLES.
ENT-1ax

DEFINECTON CONCEFTUAL.

Es un fsetor de traseripeion especifica compucsto por dos subunidades (FIF- e v ITF- 1B
cot pesas snolecutares de 120- 130 Kd v 91-%4 Kd. Acioa como factor transcripcional de
diverses penes con vlementos de respussta a hipoxia en su promotor, regulando la sintesis
de wr amplia serie de proleinas, desde enzimas respiratorias v transportadoras hasta
bormonas involucradas en la regulacion del organismo, eritropoyesis ¥ ademas participa
sipnificativamente ¢n los mecarsmos di reparacion celular

DEFINICKIN OPERACIONAL: |

%e evulud en biopsias renales de nifios, preparando los cortes histaldpicos para su mangjo
v saluciones quimicas ¥ a ravés de réenicas de inmunchisioquimica,

TNTIRCATHIR: Licl O al 100%,

ESCALA DEMEDICION: Lscalar discreta (%4

VELE

DEFINBCION CONCEPTLUAL

Fs b cliwing anpglegénica mas imporante que reeula la penneatulidad vascular ol cual es
un imporante factor de supervivencia para las células endoteliales on condiciones de
hipurxia.

DEFINICION OPERACIONAL:

Se unalizd en bivpsias renales de nifios, preparando los cortes histologicos para se mangjo
vl seluciones quimicas ¥ se cvalud a traves de 1éenives de inmunohistogquinica.
IMNEMCATOR: L] O 4l 100%

Escala BE MEDNCTON: Esealar discroets (%)



LESEY HISTOPATOLOGICA RENAL,

DEFINICWN CONCEFTUAL

Dafio renal antoinmupe caraclerizado por severa proliferacion celular a nivel glomerlar
oD s curso progresivo v de difici] rratamiento. Complicacion renat més frecuente oo
presencia de proteinuna persistente mayor a 0.3 g dia. asi coma cilindros celulares ¥ atras
alicraciones en el examen genvral de orina. (1)

DEFINICION OPERACIONAL:

lase 1 {palrdn normal, sin sitio especifice en el deposito de cnmplejos inmunitarios}, Clase
il (Patron mesangial, con deposito de complejos inmunes unicamente o nivel mesangiall,
Clase T {Patesn prolilerativa focal y segmentaria. cou deposito de complejos imaanes cu
mesanzio, subendotelio ¥ subepitelio), Clase IV (Patrén prahierativo difisoe, depdsitos di
complejos ipual que of previo), Clase ¥ {patrdn membraneso, con deposile de complejos
inmunes en mesangio y subspitclio), Clase ¥ Esclerosis,

INDHCALIOR: -V

ESCALA DE MERICION: Nominal De clase



B FHPO Y DISERO DE ESTUDO

[ipo de estudio Observacional, transversal, analitico, retrolectivo realizado oo win mucsira
e 1R biopsias con nefrilis hipica de pacientes pedidtricos en etapa escolar y adubescente,
maciadas en el servicio de Reumatolopia Pedidgtrica del Centro Médico Nacional “Dr,
Craudencio Gonzdler Garza™ La Raza México D F. UMALE, de encro de 199% a julio del
2005 asi comu 5 controles de tejido renal de nelfrectaniias atorgados par ol servicio de

pattulogia.
4 UNI¥ERSO DE TRARAJQ
Se cstudiaron 3 18 biopsias de pacientes pedidtricos de & a 15 afios, masculinos o
fenicninos, con diagaostico de nefrins hipica comoborade por patdlogo expera que tengan
reporle histopatoligices sepin lo clasificucidn de la OMS, atendidos en el servicio de
Eeumatolopia Pediatrica del Centro Médice Nacional “Tor. Gaudencio (fonzales Garza™, Fa
Raza Mixico DF. UMAE, de encro de 1998 o Julio del 2005, ast como 5 controley de
tejicker renal de nefreclomias otorpados por el servicio de ratakogia deb mismo baspital.
1L CRITERIOS DY SELECCION
Criterios de inclusion:
-Biopsias renales de pacicntes con nefiits lipica clase IV de ambos sexos. en vebad
de 6 2 15 afios que tenpan este diagnéstico valorade por paldope expeno.

Criterias de exelosion:

-Bwwpsiss rensics que ne capten of material empleado en la inmunohistoguimica

17



-Biopsias renales en has cuales se encontm dafada ol material a estodiar,



11. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.

11.1 Muestras.

Se obtuvieron 18 bloques de parafina de biopsias renales de nifios con nefritis lUpica,
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 | de
espesor para tincion de rutina con Hematoxilina-Eosina (H/E), y de 2 a 4 pu de espesor

para las tinciones inmunohistoquimicas.

11.2 Reactivos para H/E

- Para la tincion de H/E:

- Grenetina Bacterioldgica CTR SCIENTIFIC (Monterrey N.L. México).
- Hematoxilina de Harris, Merck (Naucalpan de Juérez, Edo. De Méx.).
- HCI 1%-Alcohol amoniacal al 1%.

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

- Xileno.

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

- Resina sintética Goleen Bell (Zapopan Jal. México).

11.3 Para el método de inmunohistoquimica:

- Silane (Sigma, Cal. USA).

- Citrato de sodio (0.01 M pH 6.0).

- Peroxido de hidrégeno al 3%.

- Bloqueador Suero de Cerdo 2% (DAKO corporation).

- Biotina (Link, DAKO LSAB + kit, DAKO Corporation).

-Sustrato DAB (diamino benzidina) (DAKO LIQUID DAB + Substrate-Chromogen
Solution. (DAKO corporation).



11.4 Anticuerpos.

- Anti HIF-1a.
- Anti VEGF.
- Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR) (DAKO LSAB + kit, DAKO

corporation).

11.5 Tincién de H/E.

En los portaobjetos 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
teflido por 8 minutos con Hematoxilina de Harris, enjuagado con agua corriente y el
color vira con HCI 1%, alcohol amoniacal al 1% en agua. Despues el tejido es
contratefiido con Eosina, finalmente deshidratado en alcohol a concentraciones
crecientes y xileno, e inmediatamente cubiertos con resina sintética. Las muestras

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 mantuvo en una estufa bacteriolégica a 62°C por 1
hora, para desparafinar con el siguiente procedimiento: Se hidraté la muestra: 3 bafios
en xileno, con duracion de 8 minutos cada uno, 2 bafios en etanol al 100%, un bafio en
etanol al 90%, un bafio en etanol al 70% y un bafio en agua destilada, cada uno de ellos

con duracién de 5 minutos.

Se hizo la recuperacién de antigeno con citrato de sodio, por 20 min. en bafio Maria y se
hicieron lavados para eliminar el exceso de citrato.
Se elimind la actividad de la peroxidasa endégena con metanol y peroxido de hidrégeno

al 3% por 15 minutos dos veces. Se bloqued la union 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
camaras humedas con los anticuerpos anti-VEGF -1 1:250 y anti- HIF-1a 1:750.
Después se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado a Biotina link, con
streptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano (HPR), por altimo el color se genera
mediante la adicién del substrato DAB (diamino benzidina) durante 3 minutos 30
segundos; se detuvo la reaccién con agua de la llave y se contratifie 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 Anélisis 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 imégenes con el programa Imagen-Pro® Plus de Media cybernetics®, Silver Spring,
MD. USA.

11. 8 Procesamiento de los datos.

Se elabor6 una base de datos y la informacion se procesa utilizando el programa de
analisis estadistico Prisma© de GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. Los datos se
presentan mediante medias aritméticas de cada grupo y desviacion estandar. La
evaluacion de la diferencia en el nimero de células positivas y la densidad de expresion
de las reacciones inmunohistoquimicas se realizd6 mediante ANOVA de una via. Se
utilizé andlisis de comparacion mdultiple de Tukey para identificar las diferencias entre

grupos con p< 0.05 considerada como significativa.



12. RECURSOS

Los recurss presentes para 1a investigacion fueron los sipuientes,

Biolapicos: §§ hiopsiu renales de nimos on ciapa escolar ¥ adolescente atendidos on el
servicio de reumatologia pedidtrica, asi como 3 controles de (efidos tenales du nefrectomias

olorgados pot el servicio de patologia del mismo hospilal,

Fisicos: Microscopios de luz, Kit para lz técnica Jde inhunohistoquimica ¥ amalizador du

ImALETCs.
fumanos: 1 Rumnaologe Pediatra, 1 reumalopo, 2 Especialistas en apuptosis, 1
Besidente de reumatelogia pedidtrica de 2o afwr. 1 Ouimica fannacobiclogo. | patilopo

pxpurte en biopstis renakes, | cortador de muestras de parafina.

Croimicos: Solniones quimicas para luvar v preparar los 1ejidos ronales ¥ anticuerpas para

la iumunilistoquinic.
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13. RESULTADOS

13.1 Analisis Clinico

Se revisaron los expedientes de nifios con diagndstico de LES de acuerdo a los criterios de
clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia, los cuales presentaron afeccion
renal, por lo que se les realizd biopsia. Se incluyeron 18 biopsias con nefritis lapica tipo
IV, de acuerdo a la clasificacion morfoldgica de la OMS. En relacién a la distribucion
por género, 15 fueron del sexo femenino (84%) y 3 del masculino (16 %). La edad
promedio fue de 13 afios (rango de 6 a 15 afios). Las caracteristicas clinicas se muestran
en la Tabla 1. Para fines de la evaluacion, nuestra poblacion de estudio fue dividida en
dos grupos, de acuerdo a la expresion de VEGF. El grupo 1 incluyé expresion baja de
VEGF, y el grupo 2 expresion alta de VEGF. En el grupo 1, que incluy6 6 pacientes, el
100% tuvo hematuria microscopica, el 66 % presentd proteinuria (1-2 gr. / 24hrs), y
50% presentd depuracion de creatinina menor a 50 ml/min./1.73m2sc y complemento
bajo asi como azoados elevados. El 16% presentd sindrome nefrotico y ninguno de los
pacientes tuvo hematuria macroscopica, falla renal o IRC

Del grupo de VEGF alto (12 pacientes), el 58% presenté macrohematuria, el 75% tuvo
proteinuria de 2-3 gr. / 24hrs, el 100% tuvo depuracion de creatinina menor a 50
ml/min./1.73m2sc, 75% tuvo complemento bajo e hipertension arterial. E1 66% tuvo
azoados elevados y manifestd sindrome nefrético. Dos pacientes (17%) presentaron

falla renal inicial y uno de ellos evolucion6 a IRC.

13.2 Hallazgos inmunohistoquimicos.

Se encontrd expresion de VEGF en 80 a 90% de células positivas en los tibulos
contorneados proximales y distales (Figura 2C, 2D, 2E) tanto de la médula como en la
corteza renal. La expresion de esta proteina en el epitelio visceral y mesangial de los
glomérulos fue mayor al 70% en relacion a la expresion de HIF-1a. (Figura 2C, 2D, 2E,
2F). En los controles renales sanos se encontr6 una menor expresion en los mismos
sitios (Figura 2A, 2B). VEGF se expreso con grados variables de intensidad en relacion
a la proliferacion celular, con expresion baja (<60% de células positivas) y alta (70-
100% de células positivas) ver figura 2C, 2D, 2E, 2F. En cuanto a la inmunotincion

HIF-1a, se expreso principalmente en los tubulos contorneados proximales (50-60% de



células positivas) y con menor expresion en los distales, en el citoplasma de las células
tubulares predominando en la corteza renal en donde se expreso en el nicleo (Figura
1C, 1D, 1E, 1F). En el glomérulo las lesiones con mayor proliferacion celular mostraron
tincion positiva para HIF-1a, con una distribucion en el epitelio visceral y en la matriz
mesangial (Figura 1D, 1F). Los controles renales sanos mostraron una expresion en los
mismos sitios (Figura 1A, 1B), aunque claramente menor que en los pacientes con

nefritis.

13.3 Analisis densitométrico de los hallazgos inmunohistoquimicos

El analisis densitométrico de las tinciones para HIF-lo y VEGF permiti6 elaborar
graficas de la densidad de expresion, las cuales se procesaron utilizando el programa de
analisis estadistico Prismall. En la figura 3 se muestra la densidad de la expresion de
HIF-1a y VEGF en los tibulos renales comparada con los glomérulos en las muestras
de nifios con nefritis lupica tipo IV y los controles. En la figura 3A se muestra la
densidad de la expresion de HIF-1a y VEGF en los tiibulos contorneados de las biopsias
con nefritis lupica tipo IV comparados con los tibulos contorneados de los controles
sanos y observamos una relacion que revela VEGF alto y menor expresion de HIF-1a
mediante ANOVA de una via. (p<0.0001)

En la figura 3B se muestra la densidad de expresion de HIF-la y VEGF en los
glomérulos de las biopsias con nefritis lupica tipo IV y se compara la expresion de estas
dos proteinas con los respectivos en los controles sanos con una relacion que muestra
VEGF alto y menor expresion de HIF-la mediante ANOVA y Kruskal-Wallis
(»<0.0403)

Los resultados del analisis densitométrico demostrd que existe una correlacion entre la

expresion de HIF-1a y VEGF Pearson r 0.7325, P value 0.0029 R 0.5365.



14. DISCUSION

Se sabe que HIF-la participa en diversas enfermedades autoinmunes como Artritis
reumatoide, Dermatomiositis, Esclerosis sistémica, Tiroiditis autoinmune y

13,1516 enfermedades en las cuales se ha

recientemente en Lupus eritematoso sistémico
sugerido que la deficiencia de HIF-1a deprime la funcion de los linfocitos T citotdxicos
y bloquea el desarrollo de las células B en la medula dsea, a los linfocitos de origen
fetal, y pueda llegar a producir autoanticuerpos y autoinmunidad.'” Esta proteina juega
un papel importante en el crecimiento celular al incrementar la resistencia a la apoptosis
y estimular la produccion de factores angiogénicos como VEGF, considerado como la
citocina angiogénica mas importante que regula la permeabilidad vascular el cual es un
factor importante de supervivencia para las células endoteliales en concidicones de
hipoxia pero también IL-1p puede estar involucrada en la estimulacion y produccion de
VEGEF en las células epiteliales de los tubulos renales proximales '**

Una angiogénesis defectuosa con una baja expresion de VEGF ha sido reportada en un
modelo murino de dafio renal, asi como al aplicar un antagonista de VEGF, con
variados efectos adversos a nivel renal, implicando asi el potencial efecto benéfico de
este factor de crecimiento en las enfermedades renales y el papel importante de este
factor de crecimiento en la supervivencia celular endotelial y regeneracion glomerular.
1911 Al respecto, se ha reportado una expresion disminuida de VEGF en el tejido renal
de algunas enfermedades como Amiloidosis, Diabetes, Glomerulonefritis Crescentica,
en donde el dafio al epitelio visceral en estas enfermedades tendria el potencial para
liberar grandes cantidades de VEGF a nivel local incrementando la permeabilidad
glomerular y como es también un factor de crecimiento, la perdida en el control de la
secrecion de VEGF después del daio al epitelio visceral, puede conducir a importantes
alteraciones en la funcion de las células endoteliales glomerulares.’

Sin embargo en el lupus eritematoso sistémico (LES) se ha medido los niveles de VEGF
en plasma sanguineo encontrando niveles elevados, en donde los niveles séricos de
VEGF y sVEGFR-1 se han reportado mayores en los pacientes con lupus activo
comparado con los inactivos encontrando una reduccion significativa en los niveles de
VEGF RNAm en los que respondieron a tratamiento farmacoldgico y elevados en los
que no "+ Jo cual es consistente con los datos reportados por nuestro estudio en nifios
con VEGF elevado y curso clinico desfavorable, en donde las caracteristicas clinicas de

nuestra poblacion estudiada con lupus de inicio en la infancia (18 pacientes) se



relaciona con lo reportado en la literatura, pues se encontrd que la nefritis tipo IV es la
predominante y en el sexo femenino, con una edad promedio de 12 afios sin afectar a
niflos menores de 5 afios. El diagnostico de LES cumplié con los criterios de
clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia y se corrobord por la presencia
de anticuerpos antinucleares y anti-DNA de doble cadena en el todos los pacientes. El
72% presentd ademas consumo del complemento. El grupo de grupo de VEGF con baja
expresion presentd un curso clinico favorable, menores cifras de proteinuria y menor
frecuencia de Hipertension arterial, sin hematuria macroscopica, sindrome nefrotico,
falla renal o IRC. En contraste, el grupo de VEGF alto presentd mayor frecuencia
alteraciones renales con presencia de Hematuria macroscépica, Proteinuria en rangos
elevados, presencia de sindrome nefrdtico/nefritico, hipertension arterial, asi como 1
paciente con falla renal que evolucion6 a IRC.

De igual forma, La expresion baja de HIF-1a encontrada en nuestro estudio en niflos
con nefritis lupica asociada a menores alteraciones renales y curso favorable, se asocia a
lo publicado a cerca de que HIF-la pueda participar en la atenuacion de la
glomérulonefritis en un modelo murino de dafio renal proponiéndolo como un factor de

proteccion renal. *°

Dentro de los datos clinicos reportados en nuestro estudio, la presencia de hipertension
arterial en el grupo con VEGF con mayores casos, puede asociarse con lo descrito
sobre la Angiotensina II, la cual incrementa la expresion de VEGF y la produccion de

! pero se ha demostrado en modelos murinos que al

HIF-la en modelos murinos
infundir Angiotensina II en etapas tempranas del dafio renal, puede inducir la expresion
de factores de crecimiento angiogénico como VEGF y Angioproteina-1(Ang-1)
resultando en un incremento del area capilar glomerular, conduciendo potencialmente a

la recuperacion de las células endoteliales glomerulares dafiadas. *

Asi mismo, los rangos elevados de proteinuria en el grupo de VEGF elevado, se asocia
a lo descrito acerca de VEGF, el cual incrementa la permeabilidad vascular por lo que

se ha considerado que puede estar relacionado al desarrollo de la proteinuria. ',

En relacion a los hallazgos histopatologicos, las areas de expresion VEGF en tejido
renal sano en humanos ha sido identificada en las células epiteliales viscerales
glomerulares, asi como en tibulos colectores proximales en modelos murinos de dafio
renal. *’ y para HIF-la las principales areas son la corteza renal, en las células

3,4,5.8

epiteliales de los tibulos renales proximales en donde lo reportado por nuestro



estudio correlaciona con lo descrito siendo el caso en humanos y por primera vez en
nifios, con la implicacion de estas dos proteinas en esta enfermedad en los sitios
descritos.

En el analisis densitométrico encontramos que existe una correlacion entre la expresion
de HIF-1a y VEGF (figura 5) lo cual sugiere que HIF-la puede estar regulando la
expresion de VEGF de manera transcripcional en esta enfermedad, contrario a lo
publicado por Tamehachi y colaboradores en donde sugieren que la expresion de HIF-
la puede ser independiente de la produccion de VEGF tal como lo muestran en un
estudio de nefropatia por IgA °, en donde esta implicacion pueda diferir segun la
fisiopatologia de cada enfermedad, por lo que nuestro estudio muestra a estas proteinas
por primera vez en nifios en donde HIF-la parece estar jugando un papel como
regulador en la transcripcion de VEGF en nefritis lapica en niflos, contribuyendo al
estudio de la patogénia de esta enfermedad y dilucidar sobre objetivos terapéuticos

eficaces.



15. CONCLUSIONES

Estos hallazgos muestran la implicacion existente de HIF-1a en la expresion de VEGF
en biopsias renales de nifios con nefritis lipica, asociando la expresion elevada de
VEGF en el tejido renal con un curso clinico desfavorable. Existe una correlacion entre
la expresion de HIF-1la y VEGF, lo cual sugiere HIF-1a puede estar regulando la
expresion de VEGF de manera transcripcional en esta enfermedad, demostrando que
HIF-1a y VEGEF participa en la fisiopatologia de la nefritis lipica en nifios, hecho que
no se habia explorado con anterioridad. Este trabajo requiere un estudio mas extenso
para valorar su participacion en otras enfermedades autoinmunes tanto en niflos como
adultos, contribuyendo al estudio de la patogénia en esta enfermedad autoinmune asi

como ofrecer nuevos enfoques terapéuticos.



16. ANEXOS



ALTERACIONES DE VEGF | VEGF TOTAL
LABORATORIO. BAJO | ALTO
Poblacion infantil con Nefritis lupica
clase IV. n=6 n=12 n=18
ALTERACIONES DEL SEDIMENTO 6 12 100%
URINARIO (100%) | (100%)
MICROHEMATURIA 6 5 61%
(100%) | (41%)
MACROHEMATURIA 0 7 39%
(58%)
PROTEINURIA < 1 GR/24H 2 1 17%
(33%) (8%)
PROTEINURIA 1-2 GR/24H 4 2 33%
(66%) | (16%)
PROTEINURIA + 3 GR/24H 0 9 50%
(75%)
HIPERTENSION 2 9 61%
(33%) | (75%)
SINDROME NEFROTICO/NEFRITICO 1 8 50%
(16%) | (66%)
DEPURACION DE CREATININA < 3 12 83%
S0MLmin/1.73m2sc (50%) | (100%)
ANEMIA 4 9 72%
(66%) | (75%)
LEUCOPENIA 2 6 36%
(33%) | (50%)
LINFOPENIA 4 10 78%
(66%) | (83%)
PLAQUETOPENIA 1 6 39%
(16%) | (50%)
COMPLEMENTO BAJO 3 9 67%
C3 (80-120), C4 (18-25) (50%) | (75%)
AZOADOS ELEVADOS 3 8 61%
(50%) | (66%)

TABLA 1. Comportamiento clinico de los nifios al momento de la toma de biopsia
renal.



Figura 1. Fotografia representativa de la inmunotincién de HIF-1a en una biopsia de
nifio con nefritis lapica clase IV y control sano. A. Expresion baja de HIF-la en
tubulos contorneados proximales y distales del control sano (40X). B. Negativo en el
glomérulo del control sano (100X). C. Expresion baja para HIF-1a en los tubulos
contorneados proximales y distales asi como en el mesangio glomerular (40X). D. Se
observa expresion baja de HIF-1a en el mesangio del glomérulo (100X). E. Intensa
expresion de HIF-la en tubulos contorneados proximales y distales asi como en el
mesangio del glomérulo (40X). F. Intensa expresion de HIF-la en el citoplasma de
tubulos contorneados proximales y glomérulo en donde se aprecia algunos nticleos
positivos (100X).



Figura 2. Fotografia representativa de la inmunotinciéon de VEGF en una biopsia de
nifio con nefritis lapica clase IV y control sano. A. Expresion baja de VEGF en tubulos
contorneados proximales y distales asi como en el mesangio del glomérulo del control
sano (40X). B. Expresion baja en el glomérulo del control sano (100X). C. Expresion
baja para VEGF en los tubulos contorneados proximales y distales asi como en el
mesangio glomerular (40X). D. Se observa expresion baja de VEGF en el mesangio del
glomérulo (100X). E. Intensa expresion de VEGF en tubulos contorneados proximales y
distales asi como en el mesangio del glomérulo (40X). F. Intensa expresion de VEGF
en el mesangio del glomérulo (100X).
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Figura 3. La grafica muestra la densidad de expresion de HIF-1la y VEGF en los tibulos
contorneados comparada con los glomérulos en las muestras de nifios con nefritis lupica
clase IV y los controles sanos. 3A Se muestra la densidad de la expresion de HIF-1a y
VEGEF en los tubulos contorneados de las biopsias con nefritis lupica comparados con
los tibulos contorneados de los controles sanos con una relaciéon que muestra VEGF
alto y menor expresion de HIF-1a (p<0.0001). 3B Se muestra la densidad de expresion
de HIF-1oo y VEGF en los glomérulos de las biopsias con nefritis lipica y se compara
con los respectivos en los controles sanos con una relacion que muestra VEGF alto y
menor expresion de HIF-1a (p<0.0403)
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Andlisis densitométrico que muestra la correlacion positiva que existe entre la expresion
de HIF-1ooy VEGF Pearson r 0.7325, P value 0.0029 R 0.5365.
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