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I. RESUMEN 

La esencia de este proyecto es la búsqueda de aspectos morfológicos e 

inmunohistoquímicos en la biopsia renal que faciliten el diagnóstico de rechazo agudo 

humoral (RAH),  ya que desgraciadamente no se puede realizar en todos los centros de 

trasplante la determinación de anticuerpos antidonador específicos, tal como lo establecen 

las recomendaciones de las guías Banff para poder establecer el diagnóstico de RAH, 

sobre todo en casos con datos histológicos compatibles con RAH y C4d negativo. 

Objetivos:  Evaluar si el infiltrado túbulointersticial de eosinófilos y la presencia de 

marcadores específicos por inmunohistoquímica en neutrófilos en la biopsia renal se 

encuentran con mayor frecuencia e intensidad en casos de rechazo agudo humoral 

documentado por biopsia, así como identificar si existe asociación entre la presencia de 

C4d con el infiltrado de eosinófilos y el inmunomarcaje para mieloperoxidasa (MPO) y 

lisozima. Material y métodos : Se recabaron todas las biopsias de aloinjertos renales con 

diagnóstico de RAH durante un lapso de dos años (2011 y 2012). Para fines de 

comparación se buscaron en el mismo periodo de tiempo casos con diagnóstico de 

rechazo agudo celular (RAC) documentado por biopsia y se tomaron biopsias cero de 

aloinjertos renales catalogadas como normales (Bx0) las cuales sirvieron como grupo 

control. Posteriormente se procedió a buscar en los 3 grupos antes citados, la presencia de 

eosinófilos a nivel túbulointersticial en las tinciones de hematoxilina-eosina (H-E) y de los 

bloques de parafina se tomaron cortes que se marcaron con técnica de inmunoperoxidasa 

indirecta para mieloperoxidasa y lisozima para identificar el grado de infiltración por 

neutrófilos. Resultados: Se recabaron en total 97 biopsias renales procedentes de 81 

pacientes, de las cuales 68 correspondían al diagnóstico de RAH (grupo 1), 18 con 

diagnostico de RAC (grupo 2) y 11 Bx0  (grupo 3). Se encontró el infiltrado por eosinófilos 

en un 85.3% de las biopsias con RAH, en un 66.7% de aquellas con rechazo agudo celular 
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y en ninguno de los casos de las biopsias cero (p<0.05 RAH y RAC vs. Bx0). La  presencia 

de MPO fue positiva en un 88.8% en el RAH, un 66.6% en el rechazo celular y un 12.5% 

en las biopsias cero (p<0.05 RAH  vs. Bx0). En relación a la positividad para lisozima esta 

se encontró en 88.8% de RAH, 80% para rechazo celular y un 25% en biopsias cero 

(p<0.05 RAH y RAC vs. Bx0). Cabe comentar que a mayor intensidad del marcaje para 

ambos inmunoreactantes, las diferencias entre grupos ya descritas, se acentuaron. No se 

encontró asociación entre  la presencia de eosinófilos peritubulares y el marcaje para MPO 

y lisozima con la positividad para C4d.  Se encontró que únicamente el 69.5% de los casos 

de RAH fueron positivos para C4d.  

Conclusiones . La infiltración de eosinófilos y el marcaje de neutrófilos peritubulares para 

MPO y lisozima en biopsias de aloinjertos renales, puede llegar a constituir una 

herramienta diagnóstica útil en casos de RAH, sobre todo considerando que hasta 30% de 

estos casos son negativos para C4d.   
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II. ANTECEDENTES 

El trasplante renal es en la actualidad un procedimiento relativamente común  en la 

mayoría de los centros hospitalarios del mundo; el éxito de este tipo de tratamiento es el 

resultado de muchos años de investigación en diferentes ámbitos como la medicina clínica, 

quirúrgica y ciencias básicas. Desde sus inicios en la historia del trasplante renal, el 

conocimiento ha presentado un auge creciente, se tiene de conocimiento que el primer 

trasplante renal fue realizado en 1933 por el cirujano ruso Yurii Voronoy, en Ucrania, quien 

trasplantó un riñón extraído a un hombre de 60 años, muerto accidentalmente, a otro 

receptor humano, con 6 hrs de isquemia, y este falleció dos días después con 

incompatibilidad ABO1. 

 

Pese a los considerables avances en la inmunosupresión y en la supervivencia del injerto a 

corto plazo, poco es lo que se ha logrado avanzar  en las tasas de supervivencia a largo 

plazo. Alrededor del 30% de los pacientes pierden su injerto en los primeros 5 años, y este 

porcentaje aumenta hasta el 50% a los 10 años. Pérdidas de injerto, debido a causas 

distintas de la muerte, son una causa importante de enfermedad renal en etapa terminal. 

Los pacientes con pérdida del injerto representan alrededor de un de 4% a 10% de los que 

se admiten por año para el tratamiento de diálisis2. 

 

Varios estudios han asociado el evento de  rechazo agudo (RA) en pacientes trasplantados 

como un factor de riesgo importante para la insuficiencia crónica del injerto3-5. Existe quien 

ha llegado a encontrar que un episodio de RA reduce de 12.5  a 6,6 años la sobrevida del 

injerto6. Por otra parte, después de un RA, el desarrollo de un rechazo crónico se vuelve 

más probable. Los eventos de RA tempranos después del trasplante, así como frecuentes 



INMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA EN NEUTRÓEN NEUTRÓEN NEUTRÓEN NEUTRÓFILOS E INFILOS E INFILOS E INFILOS E INFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILOSFILOSFILOSFILOS, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓSTICAS STICAS STICAS STICAS 
EN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL    

 

 9 

episodios de RA, y rechazo agudo refractario pueden afectar drásticamente la 

supervivencia a largo plazo del injerto renal6-8. 

 

La variabilidad en la respuesta inmune ha llevado a la clasificación del RA de diferentes 

maneras, una de ellas, la más clásica desde el punto de vista clínico-patológico que 

corresponde al rechazo hiperagudo para aquella falla del injerto en los primeros minutos u 

horas después del trasplante debida a anticuerpos preformados.   En segunda instancia 

esta el rechazo agudo acelerado, que  es una forma de rechazo que se desarrolla en 1 a 2 

semanas después del trasplante, con alteraciones importantes de la función y lesiones 

vasculares severas, considerado también un rechazo con componente  humoral.  El 

rechazo agudo  corresponde aquel que se presenta en cualquier momento después del 

trasplante y es mediado principalmente, pero no exclusivamente, por inmunidad celular. 

Por último el rechazo crónico, que presenta un descenso progresivo de la función renal de 

causa inmunológica que inicia después del tercer mes post-trasplante; es mediado por 

inmunidad celular y, en algunos o muchos de los casos  por la inmunidad humoral9. 

 

Hasta principios de los años 90 no había una clasificación internacional estandarizada para 

el reporte de las biopsias de injertos renales, ello derivaba en una heterogeneidad 

considerable en los reportes de los diferentes centros en el mundo.  Un grupo de 

nefropatólogos, nefrólogos y cirujanos de trasplante desarrollo el esquema de Banff en 

Canadá en 1991.  Subsecuentemente  se han presentado actualizaciones a intervalos 

regulares10, siendo la decimoprimera conferencia la última llevada a cabo en Francia en 

junio del 2011. Esta es una clasificación mundialmente aceptada, pero no exenta de 

dificultades y de algunos problemas de reproducibilidad11. 
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En base a la clasificación de Banff para el diagnóstico de RAH es imprescindible la 

presencia de 3 componentes: 1) la evidencia morfológica de daño agudo tisular en el 

órgano trasplantado que consiste en presencia de daño tubular agudo, infiltración de 

neutrófilos y/o células mononucleares en capilares peritubulares y/o glomérulos, trombosis 

capilar, así como evidencia de  arteritis intimal, necrosis fibrinoide, inflamación intramural o 

transmural en arterias. 2) evidencia inmunopatológica de actividad de anticuerpos, en este 

caso Cd4 y/o rara vez inmunoglobulinas en capilares peritubulares.   El depósito de C4d 

debe ser intenso y difuso (mayor a un 50%). 3) evidencia serológica de anticuerpos 

circulantes contra antígenos HLA u otros antígenos anti endotelio del donante. Se 

consideran necesarios los tres criterios para establecer como definitivo el diagnóstico de 

RAH.  Si existen criterios morfológicos indicativos y C4d+, pero falta la demostración de 

anticuerpos antidonante, debe informarse como sospechoso de RAH.  Por último, en el 

caso de presentar signos histológicos sospechosos y evidencia de anticuerpos circulantes, 

pero en ausencia de depósitos de C4d, debe considerarse como sospechoso o consistente 

con RAH.  Es importante tener en cuenta que el RAH no siempre aparece como una 

entidad aislada, sino que puede coexistir con otras entidades, lo cual dificulta su 

diagnóstico.  La clasificación de Banff incluye al RAH dentro de la categoría 2 (rechazo 

mediado por anticuerpos), pero considera que puede coincidir con otras tres categorías 

(rechazo limítrofe, rechazo agudo celular y nefropatía crónica del injerto)12-15. 

 

Uno de los parámetros para el diagnóstico del RAH es el C4d, que  es un fragmento de C4 

que se produce durante la activación del complemento por la vía clásica o de las lectinas. 

Este fragmento es muy estable y se une covalentemente a las superficies celulares15. En el 

año 1993 Feutch y cols describen la importancia de los depósitos de C4d, como marcador 

que manifiesta un mecanismo humoral de rechazo del injerto13.  Sin embargo como existen 
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controversias en relación al nivel de positividad (focal o difuso), la técnica empleada 

(inmunoperoxidasa o inmunofluorescencia) e incluso la localización, puesto que la 

positividad es más intensa en capilares peritubulares de la corteza respecto a los de la 

médula, todo ello deriva en la importancia de estratificar el grado de C4d por las 

implicaciones en el diagnóstico, e incluso en el pronóstico14.  

 

Así mismo, resulta importante comentar la presencia de eosinófilos en el tejido renal como 

otro parámetro diagnóstico de RAH. Dichas células contienen cuatro proteínas catiónicas 

que pueden ser reconocidas en los gránulos secundarios (proteína básica mayor (MBP), 

proteína catiónica eosinofílica (ECP), neurotoxina derivada del eosinófilo (EDN) y la 

peroxidasa eosinofílica (POE)) siendo la más abundante la MBP16, sin embargo en nuestro 

medio su identificación como marcadores tisulares en biopsias renales es difícil, dada la 

dificultad de contar con anticuerpos específicos. La importancia de esto radica en que la 

presencia de los eosinófilos en el evento de RA del injerto renal ha sido observada desde 

fases tempranas del trasplante y ha sido descrito como diagnóstico y marcador pronóstico. 

De hecho se ha considerado  que la presencia de eosinófilos en la biopsia renal es un 

predictor negativo que se asocia con un curso más severo de RA y una peor respuesta al 

tratamiento, con riesgo de disfunción crónica del injerto17.  

 

A continuación se describen las vías inmunopatogénicas en casos de RAH: 

2.1 Fisiopatología  de las células T y B en el evento d e RAH.  Es importante mencionar 

que aunque las células T pueden directamente producir citotoxicidad; también facilitan 

la activación de otras células, incluidos los macrófagos vía producción de IFN-γ y 

activación de linfocitos B, llevando a la producción de anticuerpos. Las células CD4 

nativas pueden adoptar diferentes fenotipos de acuerdo al ambiente de citocinas 
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presente, con interleucinas IL-12 e IL-18 promueven el fenotipo Th1 y las interleucinas 

IL-4 e IL-13 promueven el fenotipo Th2; ambos tipos tienen un papel en el evento de 

rechazo del injerto.  Las células TH1 producen IFN-γ e IL-2, ambas citocinas activan 

las células CD8 CTLs y células NK.  Las CTLs y las células NK causan apoptosis en el 

injerto, en tanto que los macrófagos activados causan reacción de hipersensibilidad 

retardada.  Sin embargo las células TH1 expresan FasL y por ende pueden causar 

apoptosis de células que expresan Fas.  Adicionalmente las células Th1 promueven la 

formación de anticuerpos fijadores del complemento (IgG1 e IgG3), tales anticuerpos 

son capaces de causar lisis en las células del injerto.  En contraste las células Th2 

desencadenan activación de eosinófilos 18-21.   

 

Las células Th1 promueven la hipersensibilidad de tipo retardado y la generación de 

anticuerpos  fijadores del complemento; mientras que  las células Th2 facilitan  las 

respuestas alérgicas, generación de inmunoglobulina E y anticuerpos  con una menor 

capacidad para fijar complemento. Datos experimentales indican que las 

glomerulonefritis con proliferación extracapilar son manejadas por respuesta de células 

T tipo Th1; mientras que  la respuesta tipo Th2 favorece la producción de anticuerpos y 

la formación de depósitos inmunes18-21. 

 

2.2 Fisiopatología de los eosinófilos en el RAH.  Los eosinófilos activados  que se 

reclutan han mostrado mediar rechazo del injerto en modelos de experimentación sin la 

participación de CTLs, macrófagos y células NK.  La importancia de esta vía en el 

evento de rechazo aún está por ser clarificada. La hipereosinofilia  que precede al 

evento de rechazo ha sido reportado en algún número de casos y los eosinófilos 

activados han mostrado ser la fuente del rechazo en injertos renales, hepáticos, 
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cardiacos y de piel. Los  eosinófilos son reclutados y activados dentro del injerto a 

través de la acción combinada de IL-4, IL-5 e IL13 que son  producidas por células 

aloreactivas de tipo Th218-21.  

 

2.3 Fisiopatología  de los neutrófilos en  el RAH.  Los neutrófilos contienen 3 tipos de 

gránulos, dos de ellos catalogados como peroxidadasa positivos y negativos 

respectivamente, el tercero como vesículas secretoras. El contenido  de los primeros 

dos principalmente corresponde a mieloperoxidasa, lisozima y lactoferrina; pero 

también defensinas y gelatinasas15.  Las  vesículas secretoras contienen CD35 y 

citocromo b. Los neutrófilos constituyen de las primeras células que migran hacia el 

sitio de acción en procesos inflamatorios, como lo constituye un evento de rechazo. En 

este proceso están inmiscuidos los efectos agudos del complemento, ya  bien descritos 

e incluyen la quimioatracción de neutrófilos y macrófagos vía C3a y C5a. Además de 

estos quimioatrayentes derivados del complemento están implicados otros como la IL-8  

producida por macrófagos y leucotrieno B4, por lo que esta estirpe celular al igual que 

el componente C4d están inmiscuidos en la vía mediada por Th118-22. 

 

Existen reportes en relación a que existe una asociación arriba del 50% de la positividad 

del C4d de manera difusa como se recomienda en las guías Banff para establecer el 

diagnóstico de RAH con la presencia hallazgos histológicos compatibles y de anticuerpos 

antidonador específicos circulantes24. 

 

III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El diagnostico del RAH, es motivo de controversia en el ámbito del trasplante renal.  

La búsqueda de marcadores histopatológicos, inmunohistoquímicos, inmunofluorescencia 
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y recientemente por biología molecular, que nos permitan hacer un diagnóstico de RAH, 

contrariamente  a la expresión histológica del rechazo celular o tubulointersticial, ha sido 

más problemática. La distinción entre RAH y RAC es importante desde el punto de vista 

etiopatogénico, diagnóstico y terapéutico, ya que el RAH, conlleva un peor pronóstico y un 

mayor porcentaje de resistencia al manejo. El problema para establecer el diagnóstico de 

RAH a diferencia del RAC, es que no existen alteraciones histopatológicas específicas 

para el evento humoral; en segundo lugar, las alteraciones pueden no ser representativas y 

de mínima intensidad y en tercer lugar, pueden coexistir con un RAC. Tradicionalmente el 

diagnóstico de RAH se ha basado en C4d+, sin embargo hasta en un 40-50% puede 

encontrarse negativo, por lo que la búsqueda de otros criterios diagnósticos es importante.  

Otra limitante para el diagnóstico de RAH  en base a como lo establecen los criterios de 

Banff, es la detección de los anticuerpos antidonador especifico, que esencialmente es por 

el factor económico que no se encuentra en muchos de los centros de trasplante renal. 

 

3.1 Pregunta de investigación. 

¿El infiltrado peritubular por eosinófilos es más frecuente en casos de RAH en 

comparación con RAC? 

¿El inmunomarcaje para MPO y lisozima en neutrófilos peritubulares en biopsias de 

injertos renales es más frecuente e intenso en casos de RAH en comparación con 

RAC?  

 

Hipótesis. 

La infiltración de eosinófilos y la positividad para MPO y lisozima en neutrófilos 

peritubulares en biopsias de aloinjertos renales son hallazgos más frecuentes en casos 

de RAH en comparación con RAC.  
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3.2 Objetivos. 

• Evaluar la presencia de infiltración por eosinófilos a nivel tubulointersticial en 

biopsias de aloinjertos en casos con RAH y RAC, así como en tejido control.  

• Evaluar la presencia e intensidad para marcadores específicos de neutrófilos  

por inmunohistoquímica (lisozima y mieloperoxidasa) en casos de RAH y RAC 

así como en tejido control (sano).  

• Identificar posible asociación entre la presencia de eosinófilos e  

inmunoreactantes (MPO y lisozima) con inmunomarcaje para  C4d en biopsias 

de aloinjertos renales con RAH y RAC. 

• Evaluar la posible asociación entre hallazgos histológicos e 

inmunohistoquímicos y la función del aloinjerto renal al momento del diagnóstico 

de RA (RAH y RAC). 

 

IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1 Descripción general del estudio.  

4.1.1 Diseño del estudio.  

Estudio transversal, comparativo de casos y controles. 

4.1.2 Población de estudio:  

Se analizaron muestras de tejido renal, fijado en formol al 10% e incluido en parafina, 

provenientes de biopsias renales de pacientes con diagnostico de rechazo agudo de tipo 

humoral, biopsias con el diagnóstico de rechazo agudo de tipo celular y biopsias cero 

realizadas en el Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez; dichas biopsias fueron 

realizadas en el periodo comprendido de enero 2011 hasta diciembre 2012.   
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4.1.3 Metodología: 

Se  recabaron datos demográficos  de los pacientes incluidos (edad, genero), datos 

relacionados al trasplante renal (tipo de trasplante, tiempo de isquemia fría y tiempo de 

isquemia caliente), tiempo de evolución post-trasplante al momento del rechazo agudo y 

determinación de anticuerpos antidonador especifico. Se recabaron también los resultados 

de inmunoperoxidasa para C4d de las biopsias con diagnóstico de rechazo agudo humoral, 

así como función renal al momento del diagnóstico de RA. 

 

Para la evaluación microscópica de cada biopsia,  se tomaron las tinciones de  H-E de 

cada una de las muestras seleccionadas, para evaluar la presencia  de  eosinófilos 

peritubulares en las biopsias de RAH, RAC y Bx0.  Así mismo en cada una de las biopsias 

seleccionadas que se contaba con tejido en el bloque de parafina se realizaron 4 cortes de 

2 micras del tejido, para marcar con técnica de inmunoperoxidasa indirecta, 2 cortes con 

mieloperoxidasa y los otros dos con lisozima, mediante esta técnica se procedió a rastrear 

el grado de intensidad del infiltrado por neutrófilos en los tres grupos de estudio;  el grado 

de intensidad fue valorado en 4 grados; considerando grado 0 la ausencia de infiltrado por 

neutrófilos, grado 1 con presencia de 1-4 neutrófilos por campo de alto poder, grado 2 

presencia de 5-8 neutrófilos por campos de alto poder, grado 3 presencia de 9-12 

neutrófilos por campo de alto poder y grado 4 considerado como más de 13 neutrófilos por 

campo de alto poder.   También se realizó una selección de los hallazgos más frecuentes 

desde el punto de vista histológico encontrados por microscopia de luz en las biopsias con 

diagnostico de RAH, que correspondieron a glomerulitis, capilaritis, presencia de células 

plasmáticas y presencia de eosinófilos peritubulares; a este constructo se le asignó de 

manera arbitraria como un índice de severidad del rechazo agudo y se buscó su asociación 

con el grado de intensidad de positividad para el marcaje de MPO y lisozima. 



INMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA EN NEUTRÓEN NEUTRÓEN NEUTRÓEN NEUTRÓFILOS E INFILOS E INFILOS E INFILOS E INFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILOSFILOSFILOSFILOS, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓSTICAS STICAS STICAS STICAS 
EN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL    

 

 17 

4.2 Criterios de selección: 

4.2.1 Inclusión: 

4.2.1.1 Se seleccionaron todas las biopsias de tejido renal  disponibles en el archivo 

de patología bajo el diagnóstico de rechazo agudo humoral, en el lapso de tiempo 

comprendido del 1 de enero del 2011 al 31 de diciembre del 2012. 

4.2.1.2 Se seleccionó un grupo de biopsias con diagnóstico de rechazo agudo celular 

y otro más de biopsias cero catalogadas como normales. 

4.2.1.3 Se analizaron casos en los que se contó al menos con laminillas de tinción de 

hematoxilina-eosina. 

4.2.2 Exclusión: 

4.2.2.1 Se excluyeron del estudio aquellas biopsias en la que no se contó con 

material histológico suficiente en la tinción de hematoxilina-eosina. 

4.3 Definición de  las variables 

Variable Definición  operativa Tipo de 
variable 

Escala de 
medición 

Sexo 
División biológica y genética que 
divide a los seres humanos en  
mujer u hombre  

Cualitativa Nominal 
dicotómica 

Edad 
Número de años que tiene el 
paciente referido en expediente 
clínico 

Cuantitativa Continua 

Rechazo 
humoral 

Presencia de lesión glomerular, 
lesión tubular, presencia de células 
plasmáticas, microangiopatía 
trombótica y/o lesión vascular.  

Cualitativo Nominal   

Rechazo 
celular 

Inflamación intersticial mayor a un 
25% con tubulitis mayor a 10 
células inflamatorias en la luz  

Cualitativo Nominal 

Biopsia cero 
normal 

Biopsia realizada inmediatamente 
después de un trasplante renal, sin 
alteraciones histológicas. 

Cualitativo Nominal 

Infiltración 
peritubular de 

eosinófilos 

Presencia en la tinción de 
hemotoxilina-eosina de eosinófilos 
peritubulares 

Cualitativo Nominal 
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MPO 

Presencia de células positivas para 
el marcaje de mieloperoxidasa por 
campo de alto poder, 1-4 grado 1, 
5-8 grado 2, 9-12, mas de 13 
grado 4 

Cualitativo Ordinal 

LISOZIMA 

Presencia de células positivas para 
el marcaje de lisozima por campo 
de alto poder, 1-4 grado 1, 5-8 
grado 2, 9-12, más de 13 grado 5 

Cualitativo Ordinal 

C4d 

Presencia de positividad de 
capilares peritubulares para el 
marcaje de C4d, catalogado como 
focal con positividad en menos del 
10-50%, difusa mayor a un 50% 

Cualitativo Ordinal 

Severidad del 
Rechazo 
humoral 

Presencia de diferentes 
características histopatológicas, 
glomerulitis, capilaritis, células 
plasmáticas y eosinófilos 
peritubulares, grado 1 con una 
característica, grado 2 con 2 
características, grado 3 con 3 
características y grado 4 con todas 
las características seleccionadas. 

Cualitativo Ordinal 

Cifras de 
creatinina el 
momento del 

rechazo 

Niveles séricos de creatinina 
reportado en el eventos del 
rechazo en su expediente clínico 

Cuantitativa Continua 

 

4.4 Análisis Estadístico 

Los resultados se expresan como promedio ± DS o como proporciones, según 

corresponda. La comparación de medias se realizó con la prueba T de student o con 

ANOVA de 1 vía para el caso de más de dos medias o bien, con sus alternativas no 

paramétricas de acuerdo con la distribución de cada variable. Como prueba de 

comparación múltiple de medias (post-hoc) se utilizó el test de Bonferroni o Dunett. La 

comparación de proporciones se llevó a cabo con la prueba de X2. Las pruebas de 

asociación se efectuaron mediante el coeficiente de correlación de Pearson o son su 

alternativa no paramétrica (Spearman). Se consideró un valor de significancia a una 

p<0.05. Se utilizó el paquete estadístico SPSS versión 15 para Windows.  



INMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOINMUNOMARCAJE PARA LISOZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA ZIMA Y MIELOPEROXIDASA EN NEUTRÓEN NEUTRÓEN NEUTRÓEN NEUTRÓFILOS E INFILOS E INFILOS E INFILOS E INFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILTRACIÓN PERITUBULAR DE EOSINÓFILOSFILOSFILOSFILOS, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓ, COMO HERRAMIENTAS DIAGNÓSTICAS STICAS STICAS STICAS 
EN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENALEN CASOS DE RECHAZO AGUDO HUMORAL EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL    

 

 19 

 

V. Aspectos éticos 

El estudio no incluyó alguna maniobra de intervención, ya que únicamente se trabajo con 

muestras histológicas obtenidas por biopsia ya disponibles previamente en el 

departamento de Patología.  El estudio permitió identificar la presencia del infiltrado por 

eosinófilos en los eventos de rechazo agudo humoral, celular y biopsias cero del injerto 

renal y marcaje de neutrófilos por inmunoperoxidasa con determinación de 

mieloperoxidasa y lisozima. 

 

En el estudio se siguieron los principios éticos emitidos en la declaración de Helsinki, las 

pautas establecidas por la Organización  Mundial de la Salud y lo establecido en el 

reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigación para la salud.   El 

estudio se consideró de riesgo menor al mínimo. 

 

VI. Recursos humanos, físicos y financieros 

Este estudio se realizó en un instituto de atención a la salud de tercer nivel: el Instituto 

Nacional de Cardiología Ignacio Chávez.   El tejido renal fue tomado del archivo de bloques 

de parafina del servicio de patología del instituto y el análisis de microscopia de luz e 

inmunoperoxidasa se realizó en el mismo hospital por un patólogo cegado para el estudio.  

La recolección de la información clínica la realizó el médico residente de nefrología 

Francisco Javier Domínguez Quintana.  Se utilizaron fondos del servicio de nefrología y 

patología del INCICH así como la infraestructura ya disponible para los estudios 

patológicos.  
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VII. Resultados 

Se  incluyeron en  total 97 biopsias renales de 81 pacientes; 48 hombres y 33 mujeres;  la 

edad promedio de los pacientes fue de 30.8±10.4 años. En relación a los datos del 

trasplante se encontró un tiempo de isquemia caliente de 5.48±7.8 minutos; una isquemia 

fría de 185.8±303.4 minutos.  Al momento del evento los pacientes tenían en promedio 

38.8±43.2 meses post-trasplante. El promedio de creatinina basal fue de 1.7 ±1.2 mg/dl, 

con un valor promedio al momento del RA de 4.0±2.5 mg/dl durante el evento de rechazo 

agudo.  

  

De la totalidad de las biopsias recabadas se formaron tres grupos,  el primero con 68 

biopsias que correspondían a RAH, el segundo con 18  biopsias que correspondían a RAC 

y  finalmente el tercero con 11 biopsias que correspondían a Bx0 (catalogadas como 

normales). De las 68 biopsias con diagnóstico de RAH, 86.7% contaron con marcaje para 

C4d; así mismo se logró marcar con MPO y lisozima un total de  77% de las biopsias de 

las que se disponía tejido  en los bloques de parafina de los grupos de estudio. De los 

pacientes con diagnóstico de RAH, solo dos contaban con la determinación de anticuerpos 

antidonador específico positivos y uno de ellos con C4d negativo. 

 

Al valorar los parámetros histopatológicos se encontró que  la presencia del infiltrado por 

eosinófilos estaba presente en un 85.3% de las biopsias con RAH; un 66.7% en aquellas 

con rechazo celular, y en ninguno de los casos de las biopsias cero (p<0.05 RAH y RAC 

vs. Bx0) (Imagen1). La  presencia de MPO tuvo una positividad en un 88.8% en las biopsias 

con diagnostico de RAH, un 66.6% en biopsias con diagnostico de RAC y un 12.5% en las 

biopsias cero (p<0.05 RAH vs. Bx0). En relación a la positividad para lisozima fue de  

88.8% para biopsias con RAH, un 80% para aquellas con RAC y un 25% de las Bx0 
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(p<0.05 RAH y RAC vs. Bx0) (Gráficos 1)  Aunque en las comparaciones directas de RAH y 

RAC no se apreció una diferencia estadísticamente significativa, sí se hizo evidente que en 

cada una de las características previamente citadas  existió una tendencia clara de mayor 

presencia de eosinófilos e inmunomarcaje para MPO y lisozima en el RAH respecto a 

RAC, y cuando se dividió por grados de infiltración para  MPO y lisozima, se encontró que 

existía una mayor tendencia  de aquellos grados de infiltración 3 y 4 para asociarles a 

RAH. 
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Se encontró que la diferencia entre grupos es más marcada a mayor grado de infiltración 

de los neutrófilos.  Al buscar asociaciones entre la presencia de eosinófilos peritubulares 

identificados con tinción de H-E, presencia  de neutrófilos con marcaje por 

inmunohistoquímica de MPO y lisozima y la presencia del C4d, se encontró que existía una 

correlación significativa positiva entre la presencia de  eosinófilos y ambos marcajes para 

neutrófilos (r=0.370, p<0.05; r=0.276, p<0.05, para MPO y lisozima respectivamente), 

siendo mayor la asociación con MPO. (Tabla 2) 

 

No se identificó asociación significativa entre la positividad de ambos inmunoreactantes en 

neutrófilos y la presencia de eosinófilos peritubulares con tinción + para C4d.  De las 

biopsias con diagnostico de RAH un total de 60.8% contaban con marcaje para C4d y solo 

un 69.5% presentaban positividad para este, con un 25.4% en forma focal y un  44.1% de 

manera difusa, siendo un 30.5% negativas para C4d en un contexto de parámetros 

morfológicos compatibles para RAH.   

 

Al evaluar los diferentes parámetros histopatológicos en los 2 grupos con RA, se encontró 

una expresión significativamente diferente para glomerulitis, capilaritis y células 

plasmáticas, siendo mayor la expresión de las 3 variables en el grupo con RAH (Tabla 3). 

Aunque menos notable, también hubo diferencia significativa para la expresión de 

arteriolopatía hialina, el  grado de fibrosis,  la presencia de glomerulopatía crónica del 

injerto y MAT, siendo mayor en los casos RAH (p<0.05).  
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Se identifico una tendencia a presentar mayores cifras de creatinina a mayor positividad de 

lisozima en todos los grupos (p 0.2).  Aunque menos marcada se también se aprecio una 

tendencia a presentar mayores cifras de creatinina a mayor positividad de MPO en todos 

los grupos (p 0.58). (Gráficos 2) 

 

Para fines de comparación de acuerdo con el nivel de lesión tisular se creó un score de 

severidad en base a los parámetros histopatológicos más frecuentes encontrados en las 

biopsias de RAH.  Se encontró  una asociación  más marcada de lesión tisular en los 

diferentes grupos de estudio a mayor grado de positividad para lisozima (p 0.002)  y MPO 

(p 0.00). (Gráficos 2) 

 

VIII. Discusión 

La biopsia renal sigue siendo el mejor método para diagnosticar la existencia de rechazo 

en el injerto renal y en caso positivo, la indicación de un manejo inmunosupresor 

adecuado23.  Las sucesivas reuniones de Banff, han intentado establecer criterios 

diagnósticos  histopatológicos objetivos y graduación de la intensidad de las lesiones 

renales con la finalidad de establecer un diagnóstico, correlación clinicopatológica y con 
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ello otorgar un pronóstico23.  Sabemos que las características histopatológicas son muy 

variables, habiéndose descrito casos con muy poca expresión morfológica, limitándose a 

edema intersticial y aislados signos de necrosis tubular aguda, casos de afección 

moderada con marginación de leucocitos en los capilares peritubulares y congestión 

capilar y por último, casos muy floridos, en los que se observan trombos en capilares 

peritubulares y glomerulares, lesiones tipo MAT y necrosis fibrinoide arterial y arteriolar 23. 

 

En relación a la presencia de C4d, que constituye uno de los factores esenciales del 

constructo que sirve para establecer el diagnóstico del RAH, trabajos como el de Collins y 

cols.  han encontrado una correlación entre depósitos de C4d intensos y difusos (superior 

al 50%) en capilares peritubulares, anticuerpos antidonante circulantes y hallazgos 

histológicos indicativos de RAH,  siendo de estos el dato más útil la presencia de 

neutrófilos en CPT24. De acuerdo con lo anterior se decidió en este trabajo realizar la 

búsqueda del infiltrado por neutrófilos en las biopsias renales, con ayuda de marcadores 

específicos  que hicieran más fácil graduar la intensidad del infiltrado, así como permitir 

diferenciar con mayor certeza cada tipo de RA, con la finalidad de encontrar otros 

marcadores además del muy especifico pero poco sensible C4d. 

 

Existen  autores como Mauiyyedi, y cols., quienes demostraron una sensibilidad del 95% y 

una especificidad del 96% para el C4d, siempre y cuando se incluya la presencia de 

anticuerpos antidonante como criterio diagnóstico de RAH25. Sin embargo, existen otros 

autores que encuentran una sensibilidad mucho más baja (entre el 23 y el 31%), pero 

mantienen una especificidad muy alta (93%), en relación con la presencia de anticuerpos 

antidonante anti-HLA. Estas discrepancias pueden justificarse por la diferente sensibilidad 

de las técnicas empleadas para la detección de anticuerpos antidonante circulantes, así 
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como por el tipo de técnica (inmunohistoquímica o inmunofluorescencia) y el tipo de 

anticuerpo utilizado para detectar el C4d (monoclonal o policlonal)26-27.  En nuestro grupo 

de muestras no hubo la correlación esperada en la presencia de C4d con el infiltrado por 

neutrófilos, dado que participan en la misma vía, incluso se encontró un porcentaje 

considerable de casos C4d negativos dentro de las biopsias con criterios histológicos para 

RAH, lo cual nos lleva a considerar que la detección de la vía de lesión inmunológica 

activa, en la que participa el C4d, se podría ver beneficiada por algún método más sensible 

que se complemente con la especificidad alta encontrada en algunos trabajos para el C4d; 

por esto en nuestro trabajo consideramos que los infiltrados importantes de neutrófilos 

identificados con marcadores específicos de esta estirpe celular pueden ser un 

complemento para identificar la vía de lesión que activa el complemento, y que 

corresponde a la que identifica el C4d. 

 

Recientemente, la clasificación de Banff ha incluido una nueva subcategoría dentro del 

RAH, los depósitos de C4d sin evidencia morfológica de rechazo activo, que se define 

como presencia de depósitos de C4d en capilares peritubulares y anticuerpos antidonante, 

sin criterios histológicos de rechazo humoral o celular, ni glomerulitis, ni datos de 

glomerulopatía de trasplante, ni capilaritis, sin laminación de capilares peritubulares y sin 

datos de necrosis tubular aguda. Si existe inflamación bordeline, el diagnóstico es 

indeterminado14,28. 

 

Por ello consideramos que se debe indagar más en métodos diagnósticos a nivel 

histopatológico, inmunohistoquímico e inmunofluorescencia, para el diagnóstico de rechazo  

agudo humoral que resulten más accesibles que la determinación de anticuerpos 

antidonador especifico que desafortunadamente no se pueden realizar en muchas 
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instituciones como la nuestra.  Tras la búsqueda de los neutrófilos en las biopsias renales 

mediante marcaje por técnica de inmunoperoxidasa indirecta,  se encontró mayor 

presencia de estos en biopsias con diagnóstico de rechazo humoral, en relación a las 

biopsias con rechazo celular y biopsias cero, con diferencia más marcada  a mayor 

intensidad del infiltrado. Un dato interesante fue que no se encontró asociación entre la 

positividad para MPO y lisozima con la positividad para C4d, ya que como se comentó 

previamente, los neutrófilos están vinculados a la vía donde esta activado el complemento, 

y se hubiera esperado alguna correlación entre ambos,  una probable explicación a ello es 

que se ha identificado que el C4d tiene presencia oscilante en el evento humoral al igual 

que la encontrada en los anticuerpos antidonador especifico. 

 

En relación a la presencia de eosinófilos peritubulares teniendo como antecedente el 

hecho de que participan en la vía de lesión humoral que no vincula complemento, se 

encontró que efectivamente existe una asociación significativa entre presencia de 

eosinófilos peritubulares y rechazo de tipo humoral al compararlo con RAC.  

 

Existen antecedentes en este sentido desde hace muchos años, por ejemplo en el trabajo 

de Kormendi F y cols, realizado en 1988 donde  estudiaron 83 receptores renales mediante  

citología con técnica de aspiración con aguja fina en las primeras 4 semanas del 

trasplante, encontrando que existía un porcentaje  más alto de eosinófilos en pacientes 

quienes tenían rechazos irreversibles en comparación con aquellos casos que  

presentaban un rechazo reversible (12.5  % vs 3.79 % respectivamente)29.  

 

Así también en otros estudios realizados como el de Meleg y cols quienes estudiaron 29 

injertos renales obtenidos por nefrectomía, evaluando si la infiltración por eosinófilos mayor 
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a 10% se correlacionaba con mayor componente vascular del rechazo. Dicho grupo 

encontró que a mayor infiltrado por eosinófilos el componente vascular del rechazo era 

más importante 30. 

  

En una revisión Weir y cols, incluyeron   187 eventos de rechazo agudo documentados por 

biopsia ocurridos en 132 pacientes. En este estudio se concluyó que  el porcentaje de 

eosinófilos en los pacientes con rechazo agudo irreversible fue significativamente mayor en 

comparación con casos de rechazo agudo reversible (5.2±5.7 vs. 2.9±3.5%, 

respectivamente)31 .  

 

Ten y cols., demostraron que en pacientes con RA las tinciones convencionales para 

determinar la presencia de eosinófilos tisulares subestima su número y no detecta 

usualmente la degranulación de los mismos, por ello estudiaron mediante 

inmunofluorescencia la localización de proteína básica mayor de los gránulos de 

eosinófilos (MBP) en  tejido renal, orina  y en plasma,  encontrando que a nivel tisular la 

presencia de eosinófilos y degranulación de estos fue de un 94% y 87 % respectivamente. 

Así mismo se encontraron niveles elevados de MBP en orina, más no en plasma32.  

 

En este estudio al analizar la asociación  entre el índice de severidad de daño tisular y la 

tinción para MPO y lisozima, encontramos que a mayor grado de lesión tisular la intensidad 

de la tinción para ambos inmunoreactantes era mayor.  
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IX. Conclusiones 

• En este estudio se ha documentado que en presencia de RAH la infiltración por 

eosinófilos y el inmunomarcaje para MPO y lisozima en neutrófilos peritubulares, 

son  mayores con una tendencia clara en comparación con el grupo de RAC. 

• No se encontró asociación significativa entre la infiltración de eosinófilos y el 

marcaje de neutrófilos peritubulares con la tinción para C4d. 

• Asimismo, no se encontró asociación significativa entre la infiltración de 

eosinófilos y el marcaje de neutrófilos peritubulares con la función renal al 

momento del diagnóstico de RA, si bien se observó una tendencia a la misma. 

• La tinción para C4d en casos de RAH fue positiva únicamente en el 69% de las   

muestras y sólo en un 40% de las mismas fue positiva de manera difusa.  

• La infiltración de eosinófilos y el marcaje de neutrófilos peritubulares para MPO y 

lisozima en biopsias de aloinjertos renales, pueden llegar a constituir una 

herramienta diagnóstica útil en casos de RAH, sobre todo considerando que 

hasta 30% de estos casos son negativos para C4d.   

X. Limitantes 

• La naturaleza retrospectiva del estudio que impide el control de muchas de las 

variables de estudio. 

• La población de estudio es limitada respecto a otras encontradas, y dado a que 

se observaron algunas tendencias  en ciertas comparaciones evaluadas,  quizás 

con una población más grande se hubiera logrado la significancia estadística. 

• No se contó con determinación de anticuerpos antidonador específico en las 

biopsias catalogadas con diagnóstico de RAH. 

• No se logró contar con ningún marcador específico para eosinófilos, para medir 

objetivamente la intensidad del infiltrado de estos. 
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