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I. INTRODUCCION

La nefropatia es una de las manifestaciones mas comunes, presentandose en el 50-60% de los

pacientes con Lupus Eritematoso Generalizado (LEG).

En el grupo GLADEL (Grupo Latinoamericano para el estudio de Lupus), el 51.7% de los pacientes
desarrollaron nefropatia lupica. En esta cohorte, el 58.3% de los lupicos mestizos, 58.3% de los
afrolatinoamericanos y 43.6% de los blancos desarrollaron nefropatia lipica en alguin momento de

su evolucion®.
La sobrevida renal se estima entre el 83 y 92% a 5 afios y del 74 al 84% a 10 afios®.

Aproximadamente del 5 al 15% de los pacientes desarrollan enfermedad renal crénica terminal a
10 afios que junto con las infecciones y la enfermedad cardiovascular, son las principales causas
de mortalidad en los pacientes con Lupus Eritematoso Generalizado. La muerte asociada a

enfermedad renal ha sido reportada en un 5 a 10%%.

En la actualidad se han identificado como factores de mal prondstico a largo plazo en nefropatia
proliferativa : niveles basales elevados de proteinuria y creatinina, raza hispanoamericana, la
presencia de hipertension arterial sistémica, niveles altos de actividad y cronicidad, asi como

hipocomplementemia y niveles elevados de antiDNA de doble cadena (Anti-DNA dc)22'29.

Histolégicamente, los depdsitos subendoteliales son el predictor mas fuerte de mal prondstico, ya
que la persistencia en la presencia de la cantidad de depdsitos subendoteliales correlaciona con el

deterioro de la funcién renal.

La fibrosis tubulointersticial es la via final comun que lleva a enfermedad renal crénica terminal. La
severidad de la inflamacion tubulointersticial y fibrosis han sido considerados un determinante

crucial a largo plazo para dafio renal tanto en humanos como en glomerulonefritis experimental16.

Hasta la fecha no se ha estudiado el papel que juega la inmunidad innata en el pronéstico renal, no

asi la inmunidad humoral a través de la formacion de complejos inmunes y de autoanticuerpos.



Il. MARCO TEORICO

I.I Historia de la biopsia renal

La introduccion de la biopsia renal en 1950, la aplicacion de inmunofluorescencia y técnicas de
microscopia electronica en 1960, asi como el mejor entendimiento de los mecanismos
fisiopatolégicos por los que existe dafio renal mediado por inmunocomplejos ha permitido
reconocer y clasificar los diversos patrones de dafio renal en LEG".

Fue en 1964 cuando se reconocieron tres tipos diferentes de dafio glomerular: Glomerulonefritis
(GMN) proliferativa focal y segmentaria, GMN proliferativa difusa y la GMN membranosa. Para

1970 se identificaron los otros dos patrones restantes: GMN mesangial tipo | y tipo 1I*.

La primera clasificacién reconocida por la OMS fue en 1974, formulada por Pirani y Pollak en
Nueva York. Ya se incluian las cinco formas de GMN, sin embargo no se agreg6 a la descripcion
histopatolégica la afeccion tubulointersticial o vascular, especificamente se describian las lesiones

glomerulares™’.

Desde 1974, la clasificacion ha sufrido modificaciones y las mas importantes fueron las de 1982 y
1995. La clasificacién histopatoldgica vigente es la del 2003, la cual fue aprobada por la ISN/RPS(
International Society on Nephrologist/ Renal Pathology Society). En la cual como se podra observar
que ademas de incluirse el tipo de afeccién glomerular (Tabla 1), se estratifica a la actividad y a la
cronicidad tanto en glomérulo como en tubulointersticio (Tabla 2), teniendo como puntaje maximo
de actividad 24 y de cronicidad 12. En la Fugura 1 se muestran los cambios glomerulares por

microscopia de luz.

Tabla 1. Clasificacion de nefropatia lupica de 2003 por ISN/RPS*'

Clase de Descripciéon
GMN

I Nefropatia lipica minima mesangial

Il Nefropatia lupica mesangial proliferativa

i Nefropatia ltpica focal

Il (A): Lesiones activas

Il (A/C): Lesiones activas y cronicas
Il (C) : Lesiones crénicas

v Nefropatia lupica difusa segmentaria (IV-S) o global (IV-G)
IV (A): Lesiones activas

IV (A/C): Lesiones activas y cronicas

IV (C): Lesiones cronicas

V Nefropatia lipica membranosa

VI Nefropatia lupica esclerosante ( > 90% de esclerosis glomerular)

Difusa: lesion que envuelve mas del 50% de los glomérulos. Focal: lesién que envuelve a menos del 50% de los glomérulos. Global: Lesion que envuelve mas del
50% del penacho glomerular. Segmentaria: Lesion que envuelve menos del 50% del penacho glomerular.




Flgura 1 « Recuadro 1 nefropatia clase Il con microfotografia de luz que muestra un glomérulo con hipercelularidad mesangial minima ( PAS). Recuadro 2:
nefropatia clase Il por microfotrografia de luz se observa un glomérulo con hipercelularidad endocapilar segmentaria, hipercelularidad mesangial, engrosamiento de
la pared capilar y necrosis segmentaria de capilares ( Metenamina de plata). Recuadro 3: Nefropatia clase Ill: microfotografia de luz que muestra un glomérulo con
necrosis capilar segmentaria y lesiéon vascular ( Metenamina de plata). Recuadro 4: Nefropatia clase V-G (A): Glomérulo con afectacion global , hipercelularidad
mesangial y endocapilar, asi como expansién de matriz, infiltracién leucocitaria ( Metenamina de plata). Recuadro 5: Nefropatia ltpica I1V-S (A): Hipercelularidad
endocapilar, asas de alambre y trombos hialinos (PAS). Recuadro 6: Nefropatia lupica clase V-G (A/C): proliferacion endoy extracapilar, asas de alambre, infiltracién
leucocitaria, cuerpos apoptéticos, necrosis capilar, expansiéon mesangial con hipercelularidad y expansiéon de matriz (PAS)



Tabla 2. Grado de actividad y cronicidad en nefropatia IL’lpica41

Actividad Cronicidad
Lesiones Proliferacién celular 0-3 Glomérulos escleroéticos 0-3
glomerulares Necrosis/Cariorrexis  (0-3) x2 Medias lunas fibrosas 0-3
Trombos hialinos (0-3) x2
Medias lunas celulares 0-3
Infiltracion leucocitaria 0-3
Lesiones Infiltracion mononuclear 0-3 Fibrosis intersticial 0-3
tubulointersticiales Atrofia tubular 0-3

Como podemos observar la infiltracidon leucocitaria forma parte de la actividad de la enfermedad,
pero especificamente de la infiltracion por los monocitos, dejando a un lado a una subpoblacion de
leucocitos que han mostrado tener un papel muy importante en otras enfermedades renales como

lo son los macréfagos y los mastocitos; de los cuales hablaremos ampliamente.

La biopsia renal es esencial para determinar el tipo de afeccién renal, ya que esta
significativamente influencia el manejo del paciente. La mayoria de los pacientes con Lupus,
manifiesta alguna anormalidad en la biopsia renal, bien sea por microscopia de luz,

inmunofluorescencia o microscopia electrénica®’.

Segun la American College of Rheumatology(ACR)7, sugiere como definicion de caso de
glomerulonefritis lipica a las manifestaciones clinicas y de laboratorio siguientes: proteinuria
persistente >500 mg/dia o mayor a 3+ por tira reactiva y/o cilindros( hematicos, granulares,
tubulares o mixtos). En este mismo contexto la ACR, ha sugerido intercambiar una relacion
proteinuria/creatinuria de una muestra aislada mayor a 0.5 pudiendo ya ser sustituida por la
recoleccion de orina de 24 horas; ahora el sedimento activo se define como mas de 5 eritrocitos
por campo, mas de 5 leucocitos por campo en ausencia de infeccidon y son substituidos por los
cilindros. Sin embargo el criterio 6ptimo es una biopsia renal compatible con glomerulonefritis

lupica.

La mesa de trabajo de las guias realizadas por la ACR recomiendan que todos los pacientes con
evidencia clinica de nefropatia lupica activa, previamente no tratados, se les debera realizar

biopsia renal; a menos que exista una contraindicacién y que las lesiones glomerulares deberan




ser clasificadas de acuerdo a la clasificacién vigente del 2003. Ademas de todo lo anterior, se

debera evaluar la actividad y cronicidad, asi como los cambios tubulares y vasculares.

Las indicaciones actuales para toma de biopsia renal en pacientes con Lupus segun la ACR son

las siguientes:

1. Incremento en la creatinina sin causa explicable ( sepsis, hipovolemia o medicamentos)

2. Proteinuria mayor a 1 g en orina de 24 horas o relacion proteinuria/creatinuria mayor a 1.
Combinacién de los siguientes en al menos dos ocasiones en un periodo de tiempo corto y
sin otra causa identificable:

A) Proteinuria > 0.5 g/24 horas y hematuria (>5 eritrocitos PC)

B) Proteinuria > 0.5 g/24 horas Yy cilindros celulares

Segun las guias de la EULARZ( European League of Rheumatology) debemos de tener un umbral
bajo para considerar la realizacién de una biopsia renal, debido a la alta morbilidad asociada a esta
manifestacion. La indicacion especifica para estas guias es la 3 de la ACR.

ILIl Nefropatia lupica.

a) Presentacion clinica
La presentacién clinica de la glomerulonefritis no siempre predice los cambios histopatolégicos.
Esta aseveracion es particularmente cierta para aquellos pacientes que estan bajo tratamiento con

farmacos modificadores de la enfermedad.

En el caso de la GMN | y Il se presentan generalmente con proteinurias leves ( < 1g/dia) con

hematuria, pero sin cilindros.

Los pacientes que tienen GMN proliferativas ( lll y IV) se presentan con hipertension, sedimento
urinario con cilindros hematicos, con grados variables de proteinuria, niveles bajos de C3 y anti-
DNA dc en titulos altos.

En el caso de la GMN V tienen proteinuria en rangos nefréticos y sedimentos activos, ademas de

niveles de C3 normales y cuando el antiDNA dc es presente, lo esta en titulos bajos.

Con lo previamente conocido en relaciéon al comportamiento clinico de cada una de las variedades

histopatoldgicas, el clinico actualmente tiene la capacidad de identificar el tipo de GMN presente;



poniéndolo en una gran ventaja para el inicio del tratamiento de forma oportuna, incluso sin biopsia

renal.

Sin embargo, esto no es del todo cierto ya que la nefropatia ltpica no sélo se presenta como la
glomerulonefritis reconocida por la OMS y por la ISN/RNP. Ademas de la afeccidon propiamente
glomerular, la afeccién renal se puede manifestar por nefritis intersticial, afeccion tubular,
microangiopatia trombdtica, vasculitis, arterioesclerosis y vasculopatia lupica o secundaria a otras
comorbilidades. Estos patrones de dano renal en los pacientes con lupus pueden parecerse

mucho en la presentacion clinica y no ser glomerulonefritis lUpica.
Nefropatia lapica.
b) Mecanismos de dafio tisular

Mucho de lo que actualmente conocemos a cerca de la patogenia de la nefritis lUpica es derivada
de estudios en modelos murinos, con confirmacion posible en humanos. Estos estudios utilizan
modelos multigénicos de Lupus (MRL/Ipr, NZB/NZW y NZM) y algunos mutados para genes (
Knock-outs para DNAsa, Nrf2 y FCy R). Estos modelos comparten caracteristicas de
enfermedades en humanos tales como anticuerpos anti-DNAdc y nefritis proliferativa, pero difieren
en sus citocinas renales, perfil de quimiocinas, infiltracién celular y actividad y cronicidad de la

enfermedad %'
b1) Autoanticuerpos y depésito de inmunocomplejos en el rifion

La presencia de autoanticuerpos es un requisito para el desarrollo de nefritis lUpica. Los
anticuerpos contra el DNA de doble cadena ( antiDNA dc) y los anticuerpos antinucleosomas; son
los que mas estrechamente se encuentran implicados en el desarrollo de glomerulonefritis lUpica.
Los antiDNA dc se depositan como complejos inmunes. Cuando los anticuerpos anti-C1q se

encuentran con los antiDNAdc, el desarrollo de la enfermedad renal se ve acelerada®’.

Existen tres mecanismos propuestos para la formacion de complejos inmunes glomerulares: 1)
Depésito de inmunocomplejos preformados 2) Unién de autoanticuerpos a antigenos glomerulares
in situ tales como laminina, anexina Il o heparina y 3) anticuerpos antiDNAdc/ cromatina se unen a

los nucleosomas/DNA presentes en la matriz glomerular®’.
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b2) El complemento

El complemento tiene un rol dual en Lupus. El depdsito de proteinas del complemento en el
glomérulo es un punto clave para el inicio de la glomerulonefritis lupica. Existe fuerte evidencia

que la activacion del complemento es deletérea en la nefropatia ltpica®.

Los individuos deficientes en los componentes C1, C2 y C4 tienen una alta prevalencia de Lupus
debido a alteracion en el aclaramiento de inmunocomplejos, y de cuerpos apoptéticos llevando a la

pérdida de la tolerancia®’.

Estudios recientes sugieren que la via alterna del complemento es un factor importante para el
dafo mediado por el complemento en nefritis. Bloquear la via alterna ya sea genéticamente o
farmacolégicamente lleva a disminucién importante de la severidad en la nefropatia tal como se ha

demostrado en modelos murinos®’.

Eliminar el factor inhibidor natural del complemento, el factor H, lleva a la aceleraciéon de
enfermedad renal similar al Lupus. La inhibicion farmacoldgica de la via alterativa es efectiva en los

modelos murinos MRL/Ipr y NZM cogénic027.

El complemento puede también jugar un papel importante en el dafio tubular en Lupus. El
desarrollo de proteinuria lleva a desecho de los componentes del complemento en la orina. EI C3
es activado en la orina via pH y urea, resultando en la formaciéon de complejo de ataque a la
membrana en el lado epitelial de las células tubulares; resultando en un desenfrenado dafo

tubular.

b3) Receptores Fcy y receptores tipo Toll (TLR)

Otro de los mecanismos por los cuales los inmunocomplejos pueden llevar al dafo tisular es
mediante la activacion de FcyRs, mediante la unién de Fc de Inmunoglobulinas por la expresion
de FcyR en las células. En modelos murinos Knock out especificamente para FcyR puede llevar a

la atenuacion o disminucion de la enfermedad?’.
El FcyR pudiera ser importante en la asociaciéon a los TLR en mediar la inflamacion renal inducida

por inmunocomplejos. Como se ha podido observar, los inmunocomplejos que contienen

antiDNAdc pueden activar las células residentes del rifdn via cosefalizaciéon de la activacion de

11



FcyR via autoanticuerpos y activacion de TRL9 6 7. La inhibicién de TLR 7/9 es efectiva en el
tratamiento de modelos murinos de Lupus, a nivel de autoinmunidad sistémica o bloqueando

especificamente el dafio en el tejido renal .
b4) Citocinas y quimiocinas

La produccion de citocinas y quimiocinas en el glomérulo durante la nefropatia lupica precede a la
infiltracion y proteinuria. Las citocinas dependientes de Th1 se encuentran predominantemente en
los rifiones de pacientes con nefropatia ltpica. Dentro de estas citocinas se incluyen IL-12, IL-18 e
INF y.

Niveles elevados de IL-12, IL-18 e INF y se han demostrado en pacientes con Lupus Eritematoso
Generalizado al compararlos con controles sanos y especificamente con pacientes con nefropatia
lupica y Lupus Eritematoso Generalizado sin nefropatia. Niveles de IL-12 en orina correlacionan
con el inicio y severidad de la nefritis. El mayor mecanismo de dafio renal por IL-18 e IL-12 es

probablemente a través de la regulacion de INF y*'.

Las quimiocinas contribuyen al dafio renal reclutando células inflamatorias al rifiéon. Las
quimiocinas proinflamatorias y los factores de crecimiento incluyen a MCP1, CCL2, CCL4, CCL5,
factor estimulante de macréfagos y CXCL10, se han demostrado regulado a la alta en rifiones de
ratones propensos a desarrollar glomerulonefritis lipica previo a la proteinuria y al dafo renal. Su
expresion a sido seguida por infiltracion mononuclear e incremento en la expresién de sus

respectivos receptores.
b5)Factores de transcripcién

Los traductores de sefiales y activadores de la transcripcion (STAT) son parte de la familia de los
JAK/STAT.

STAT1 cuando se activa, se une a secuencias de INFy en los promotores de genes inducibles por
IFN e inducen la activacion de STAT1 en las células mesangiales de ratones MRL/Lpr. La
expresion de niveles de STAT1 se encuentra presente en rifiones de ratones con nefritis lUpica

con expresion predominante en el glomérulo.

STAT 4 se ha identificado como un gen de riesgo de Lupus. Un polimorfismo identificado en

STAT4 se ha asociado a antiDNAdc y a nefritis IUpica severa en humanos®’.
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b6)Intermediarios reactivos del dafno tisular

Multiples estudios han utilizado inhibidores competitivos de INOS( sintasa de o6xido nitrico
inducible) y estos sugieren que iINOS es patogénico en modelos murinos de Lupus. Al inhibir la
actividad de iINOS en ratones MRL/Ipr, antes del inicio de la enfermedad, con el analogo no
especifico de la arginina reduce la formacién de 3-nitrotirosina en el rifién, parcialmente
restaurando la actividad de la catalasa renal, inhibiendo la proliferacion celular y la necrosis en el

glomérulo.

En pacientes con Lupus los marcadores sistémicos de sobreproduccién de o6xido nitrico se
encuentran elevados. Aquellos pacientes con glomerulonefritis lupica tienen los niveles mas
elevados al compararlos con pacientes con Lupus sin glomerulonefritis. Esta observacién abre la
hipotesis de que las lesiones proliferativas renales son fuente de produccion de 6xido nitrico.
Estudios han demostrado esto mediante biopsias renales con expresion de iNOS en el glomérulo;
estos hallazgos particularmente presentes en células mesangiales, células glomerulares epiteliales

y células infiltrativas inflamatorias®’.
b7) Células de la respuesta inmune

Posterior a la formacion o depésito de inmunocomplejos en el rifién, las interacciones con las

células residentes y las células inflamatorias promueven dafio tisular.

Citocinas locales, quimiocinas y moléculas de adhesién llevan a un influjo de células inflamatorias y
produccion de citocinas proinflamatorias , dando como resultado final inflamacién renal, dafio

tisular y fibrosis.

Linfocitos T: Activan y ayudan a promover la produccion de anticuerpos nefritogénicos por los
linfocitos B, reclutamiento de macréfagos y células dendriticas, asi como produccién de citocinas

proinflamatorias.

Linfocitos B: tienen una variedad de funciones, en primer lugar la produccidon de autoanticuerpos
que pueden causar dano renal por disrupcion de las funciones celulares, citotoxicidad mediada por
interacciones con el complemento y liberacién de mediadores inflamatorios.

Neutrofilos, macréfagos y células dendriticas presentes en nefropatia lupica son contribuyentes

importantes para el dafio.

13



A continuaciéon ahondaremos a cerca de dos células de la respuesta inmune innata: mastocitos y

macréfagos, que son parte de nuestro trabajo de investigacion.

IL.IIl Mastocitos

a) Generalidades

Los mastocitos son células derivadas de progenitores hematopoyéticos CD34+, y circulan en la
sangre en su forma inmadura. So6lo después de haber establecido su residencia en un tejido en
particular, completan su diferenciacion y maduracion. Sin embargo en condiciones normales no

existen mastocitos circulantes®*.

Son considerados primera linea de defensa en contra de infecciones debido a la prevalencia en
tejidos tales como piel, intestino, tracto respiratorio y urinario los cuales forman las barreras entre
lo propio y el ambiente. Su localizacion anatémica les permite contribuir a una multitud de eventos
patologicos y protectores incluyendo la angiogénesis, exacerbacion de inflamacion y curacién de

heridas®*.

Los mastocitos son capaces de influenciar una amplia variedad de eventos fisiologicos, siendo

estos activados por estimulos inmunes o no inmunes.

La activacion de los mastocitos se lleva a cabo mediante dos mecanismos>**.

1. Por el entrecruzamiento de las moléculas Fce, lo que sucede mediante la union de
antigenos multivalentes a las moléculas de IgE fijadas a la célula.

2. Através del complemento y de los receptores tipo toll (TLR)

La funcién de hipersensibilidad se ve mediada por FceRI ( receptor de alta afinidad de la IgE). Los

mastocitos residentes de tejido son la poblacion con mayor expresiéon de FceRI.

Estas células del sistema inmune, tienen su mayor papel posterior a que el Linfocito T responde a
un alérgeno, generando consecuentemente una respuesta Th2 y produccién de IL-4. La IL-4
posteriormente estimula un cambio de isotipo del linfocito B a IgE. Los anticuerpos alérgeno-
especificos IgE se unen al receptor de alta afinidad IgE (FceRI), mecanismo por el cual al mastocito
se encuentra listo para la degranulacién y la activacion para el encuentro subsecuente con el
antigeno. Esta activacion dependiente de IgE es utilizada por las reacciones de

hipersensibilidad®*****°,
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Estas células también son activadas por componentes del complemento, neuropéptidos vy
hormonas que participan en las respuestas al estrés, asi como por bacterias y virus a través de los
TLR, resultando en un incremento en la expresién de moléculas de superficie celular que pueden

modular la funcion de los linfocitos T y de las células dendriticas.

Los mastocitos se encuentran caracterizados por la presencia de numerosos granulos en su
citoplasma que contienen una plétora de mediadores proinflamatorios preformados que son
liberados posteriormente a su activacion. De todos ellos, la histamina es la mas reconocida y
dentro de otros mediadores se incluyen: leucotrienos(LTB4), prostaglandinas (PGE2 y PGD2),

proteasas( triptasa) y algunas citocinas( FNTa e IL-4). Figura 2
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Figura 2

La funcion principal de éstas, es participar en las reacciones de hipersensibilidad inmediata y de

alergia, junto con los basofilos y eosindfilos.

b) Mecanismos de dafio de los mastocitos

Interacciones con mastocitos y Tregs ( Linfocitos T reguladores)

Anatémicamente los mastocitos y las Tregs se encuentran en estrecha proximidad en los érganos

linfaticos secundarios, por lo tanto no es sorprendente que sus interacciones resulten en efectos

funcionales®.
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El eje OX40-OX40L es tal vez el determinante molecular mas fuertemente definido en la
interaccion Tregs-mastocitos. Siendo la expresion constitutiva de OX40L en los mastocitos y de
OX40 en las Tregs. Estudios in vivo e in vitro han mostrado que las Tregs son capaces de regular
a la baja la expresion FceRI e inhibir la degranulacion dependiente de FceRI. Al contrario, los
mastocitos pueden revertir la supresién de las Teff (efectoras) a través de las Tregs y disminuir la

susceptibilidad de las Teff a la supresion de las Tregs™.

Los mastocitos también pueden suprimir las funciones de las Tregs por un mecanismo
independiente de OX40L-OX40. La degranulacién de los mastocitos disparada por IgE y antigenos
lleva a las pérdida transitoria de regulacién de las Tregs resultando en alteracion en la tolerancia

periférica, existe evidencia clara que la histamina es responsable de este efecto (Figura 3)
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Figura 3

Interacciones con mastocitos y plasticidad Th17-Tregs

Bajo ciertos estimulos, los mastocitos expresan IL-6, IL-21, IL-23 y TGF que regulan la
diferenciacion de las Tregs a un fenotipo Th17. Estos efectos se han visto principalmente en
tumores donde los mastocitos productores de IL-6 contribuyen a la diferenciacion hacia Th17

perpetuando la inflamacion. (Figura 3)
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Mastocitos y linfocitos B

Los mastocitos expresan un numero elevado de moléculas moduladoras de linfocitos B, tales como
receptores de Ig sugiriendo una conexién intima entre estos dos tipos de células. La IgE
monomérica unida a FceRIl sin antigeno promueve la supervivencia y cebamiento de los
mastocitos. Ademas de FceRlI, los mastocitos de modelos murinos y humanos expresan receptores
IgG FcyRIl y Ill. Cuando estos se encuentran con el antigeno, se potencia la degranulacion de los
mastocitos. FcyRlIl y 1l son importantes en enfermedades autoinmunes clasificadas como del tipo |l
y lll, dentro de las cuales se incluye al Lupus Eritematoso Generalizado, Artritis Reumatoide y
pénfigo vulgar. Niveles bajos de mastocitos son efectivos en promover la supervivencia del linfocito
B y de la proliferacién in vitro. Los mastocitos también promueven la diferenciaciéon de los linfocitos
B en células plasmaticas CD138+ y en seleccion de secrecion de IgA. Todos estos efectos son
dependientes de 1I-6 derivado de mastocitos y la expresién de CD40/CD40L en los linfocitos B y

mastocitos, respectivamente®’. (Figura 3)
c)Papel de los mastocitos en enfermedades inflamatorias y autoinmunes

El papel central de los mastocitos en asma, alergia, hipersensibilidad y reacciones anafilacticas ha

sido el mas ampliamente estudiado y por lo tanto no ahondaremos en ello.

Los mecanismo especificos por los cuales los mastocitos tienen un papel en la autoinmunidad, no
estd del todo entendido. Sin embargo como se menciond en los parrafos anteriores, las
investigaciones previas parecen mostrar que las alteraciones en las interacciones del mastocito
con otros componentes de la inmunidad humoral o celular, son las causantes del desarrollo de
autoinmunidad y enfermedad autoinmune. A continuacion hablaremos de las enfermedades en las

cuales se ha encontrado un papel importante a los mastocitos™.

Enfermedades autoinmunes tipo Il
Las enfermedades correspondientes a este grupo en las cuales se ha encontrado papel importante

de los mastocitos son dos: Enfermedad de Graves ( particularmente oftalmopatia tiroidea) y

pénfigo vulgar.
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Enfermedades autoinmunes tipo lll

Las enfermedades correspondientes a este grupo se incluyen: Artritis reumatoide y Lupus

Eritematoso Generalizado, de este Ultimo ahondaremos mas adelante.

En Artritis reumatoide , existe evidencia de que citocinas y proteasas producidas por los
mastocitos, notablemente FNT, IL-18, IL-17 y triptasa estan intimamente envueltas. Incluso
actualmente se sabe que la mayor fuente de IL-17 en sinovia humana es de mastocitos. La
triptasa derivada de mastocitos expresada dentro de la sinovia puede formar complejos con
heparina y actuar como RASf para regular a la alta quimiotaxis de neutréfilos, sugiriendo un rol
indirecto  de reclutamiento de neutrofilos®. Ademas de lo anterior, la activacion del receptor
activador de proteasas mediado por la activacion de triptasa en las células sinoviales, incrementa
la permeabilidad vascular y la inflamacioén en la articulacion y puede inhibir la apoptosis mediada

por Fas contribuyendo a hiperplasia de fibroblastos y dafio articular.

Enfermedades autoinmunes tipo IV

En los ultimos afios ha existido suficiente cuerpo de evidencia que indica un papel importante de
los mastocitos en la encefalomielitis autoinmune (modelo murino para esclerosis mdltiple). Los
mastocitos residen en el sistema nervioso central préximos a los nervios y vasos sanguineos. En
encefalomielitis autoinmune aguda el porcentaje de mastocitos degranulados incrementa con el
inicio de los sintomas. Una correlacion entre los nimeros de mastocitos y susceptibilidad a la
enfermedad en varios modelos murinos existe. La primer prueba de este fendmeno fue en el 2000
mediante el modelo murino deficiente en mastocitos c-kit W/Wv, experimenté un retraso en la
enfermedad y disminucion de la severidad de la misma. En la esclerosis miltiple este fendmeno se

ve apoyado por niveles elevados de triptasa en el liquido cefalorraquideo.
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Otras patologias a las que se ha asociado son : Diabetes mellitus 1, Guillain-Barré y Enfermedad

Inflamatoria Intestinal.

El predominante sentido alrededor de los mastocitos es que facilitan el desarrollo de respuestas

inmunes e inflamacion a diversos niveles, y esta inflamacién puede ser fibrogénica.
d) Mastocitos , Lupus Eritematoso Generalizado y Nefritis lupica

El rol de los mastocitos en Lupus es poco claro. Previamente Hiromura y col °. mostraron en
biopsias de humanos, que existian infiltrados de mastocitos en glomerulonefritis Iupica (
especificamente en tubulointersticio). Estos estudios fueron corroborados por modelos murinos
Lyn’, los cuales desarrollaron inflamacién similar a Lupus y mostraron hiperrespuesta mastocitaria.
En 2004 Lin® y col. Indujeron nefritis lipica mediante la administracion de pristano en un modelo
murino deficiente de mastocitos ( W/W") y en un modelo murino silvestre ( no Knock out); en
ambos modelos se desarrollé hipergamaglobulinemia, glomerulonefritis IUpica y proteinuria. Este
autor concluye que los mastocitos no son requeridos para el desarrollo de glomerulonefritis
mediada por anticuerpos. Posterior a este estudio realizado por Lin, no se ha corroborado o

demostrado en modelos deficientes de mastocitos si este hallazgo se repitio.

Para 2005 Ravinal y col % publicaron un estudio donde se analizo la infiltracion de los mastocitos
( mediante triptasa) en 69 pacientes con glomerulonefritis lUpica, encontrando que su presencia
era inexistente en el glomérulo y que en los pacientes con glomerulonefritis rapidamente progresiva

el niumero era poco y que en pacientes con GMN croénica era alto, lo cual sugiere su papel mas
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importante en dafio crénico(fibrosis) que en agudo( infiltracién leucocitaria). En este mismo estudio

se encontrd una correlacion positiva entre la infiltracion leucocitaria y la creatinina.

Actualmente no existen modelos murinos o en humanos en los que se haya podido evaluar el

papel de los mastocitos en el tabulointersticio en etapas tempranas de la nefropatia lupica.
e) Mastocitos en inflamacion renal y fibrosis

Los mastocitos infrecuentemente se encuentran en el riidn sano, su presencia incrementa

significativamente en el escenario de enfermedad renal cronica ''>'%%,

La extension y la severidad de la fibrosis intersticial y atrofia tubular son los marcadores

histolégicos mas poderosos en glomerulonefritis crénica para el prondstico a largo plazo'""*"%%.

La inflamacion intersticial y la fibrosis se llevan a cabo por una secuencia de eventos que requieren
la interaccion de leucocitos que infiltren el tabulointersticio. Los eventos mas tempranos en este
proceso envuelven el reclutamiento leucocitario(incluyendo mastocitos) y la transicion epitelio-
mesénquima formando fibroblastos. Los estimulos profibréticos incluyen factores de crecimiento
clave, dentro de los que se incluyen a: TGF-p y factor de crecimiento de fibroblastos, también

citocinas inflamatorias y quimiocinas facilitan el reclutamiento y activacion leucocitario.

Las células epiteliales tubulares juegan un papel importante en el proceso y en la liberacion de
enzimas proteoliticas, incluyendo metaloproteasas de matriz, las cuales median el dafio

fibrogénico.

Los mastocitos elaboran citocinas, quimiocinas Yy leucotrienos reclutando y activando leucocitos.
La degranulacion de los mastocitos ademas, lleva a la liberacién de histamina, heparina y

citocinas ( particularmente IL-4 y FNT-q, los cuales influencian la funcién de los fibroblastos)w.

La liberacion de TGF-p ,MMP-9 y una variedad de proteasas, principalmente triptasa y quimasa
contribuyen a la fibrinogénesis progresiva. Se cree entonces que las proteasas liberadas por los

mastocitos pueden contribuir al remodelamiento y a la fibrosis**.

Las proteasas que juegan el papel mas importante en el proceso antes sefialado son la triptasa, la
cual es el factor profibrogénico por excelencia que estimula la sintesis de colagena Il por
fibroblastos e induce quimiotaxis en los fibroblastos, y la quimasa que libera TGF-B. La histamina y

la heparina controlan la proliferacién de los fibroblastos y estimulan la sintesis de colageno in vitro.
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Existen multiples estudios que muestran que la cantidad de mastocitos en rifiones sanos es nula (
1.6 células/mmz)y estan localizados en el intersticio. Mientras que en rifiones con enfermedad renal
cronica independientemente de la etiologia; la presencia de mastocitos es muy importante, como
se muestra a continuacion: nefropatia membranosa® (mediana 27.1 células/mm?), nefropatia
diabética®® (mediana 21.7 células/mm?), rechazo crénico de injerto renal® (27.1 células/mm?) ,
toxicidad por ciclosporina® (mediana 10.6 células/mm?), nefropatia por reflujo vesicoureteral *® |

nefropatia por IgA°,"(21.3+17.7células/mm?),asociada a ANCA (18.5+21.1 células/mm?)°.

En la nefropatia por IgA, Kurusu y col'’., ademas de mostrar que los mastocitos estaban presentes
en areas fibréticas, los encontraron en las areas no fibroticas y fueron factor prondstico con

respecto a la funcion renal .

La presencia de mastocitos en el rindn se correlaciona cuantitativamente con la fibrosis, como lo
demostraron Danilewickz y col*. en 42 especimenes de biopsias de GMN mesangiocapilar

idiopatica tipo | mediante microscopia electrénica, de luz e IFI.

Hiromura et al’. estudiaron biopsias de glomerulopatias primarias y secundarias, dentro de las que
se incluyeron 15 biopsias de pacientes con nefritis lUpica; demostraron que existia la presencia
de mastocitos (12.9+ 15.5 células/mmz) y que correlacionaba el nimero de éstos con la creatinina
obtenida al momento de la biopsia (r=0.59, p=0.0001) , asi como con la intensidad de dafio

tubulointersticial medido por infiltracion leucocitaria(r=0.72,p=<0.0001).

Los mastocitos se encuentran en el tubulo-intersticio del rifidn asociado con fibrosis progresiva y
falla renal. Dentro de las patologias donde se ha encontrado lo anterior son: enfermedad renal
poliquistica del adulto ,amiloidosis, nefropatia diabética, nefropatia por IgA5, vasculitis sistémicas,

toxicidad por inhibidores de calcineurina y rechazo renal.

La intensidad y extensién de dafio tubulointersticial es uno de los predictores mas fuertes para

disminucioén progresiva de la funcién renal.

Con todo lo anterior podemos concluir que la presencia de mastocitos en el rifiédn correlaciona
cuantitativamente con la fibrosis, con la disminucién progresiva de la tasa de filtrado glomerular y
con un pobre pronéstico para la funcién renal. Sin embargo no parece correlacionar con la

proteinuria é
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f) Identificacion histolégica de los mastocitos

Uno de los marcadores mas utilizados para identificar a los mastocitos es el azul de toluidina, que
reconoce mucopolisacaridos y glucosaminoglucanos, componentes de los granulos de los

mastocitos.

Otra forma de identificar a los mastocitos es mediante la triptasa, el cual es el elemento mas
abundante en los mastocitos humanos. La triptasa es una proteasa de serina tetramérica con un
peso molecular de 134 kD, se compone de 4 monomeros de 32 a 34 kD. Su presencia se

encuentra exclusivamente restringida a mastocitos'®.

Los marcadores de superficie fueron inicialmente descritos por Heneberg, siendo positivas para
CD34, Receptor de alta afinidad de IgE, CD25, CD117(c-kit), CD23 y CD203c (para la mayor parte

de las poblaciones de mastocitos).
Il. IV Macréfagos

a) Generalidades
Los macréfagos(M®s) son células efectoras derivadas de los monocitos que se encuentran en la
circulacién sistémica. Su expansion en los tejidos puede deberse a : proliferacion local de células
residentes o infiltracion desde la circulacion; esto depende del estimulo al que son sometidos.
En el rifndn existen relativamente pocos macrofagos residentes, y se sabe que los macréfagos de
diferentes sitios anatémicos difieren en funcién, presumiblemente debido a respuestas adaptativas
al microambiente®”.
Los macréfagos residentes de tejidos, toman su nombre dependiendo el sitio donde residan:

células de Kuppfer( higado), macréfagos alveolares (pulmén),microglia( SNC) y osteoclasto(

hueso). Figura 5
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Son muchas las funciones que realizan los macréfagos ™"

1. Secrecion de citocinas para proteger al huésped.

2. Sirven como células presentadoras de antigenos que muestran antigenos a los linfocitos T
y los activan. Esta funcion es importante en la fase efectora de las respuestas inmunes
mediadas por linfocitos T.

3. Promueven dafio y reparo de tejidos al estimular la angiogénesis, y la sintesis de matriz
extracelular rica en colageno (fibrosis). Esta funcion es mediada por macréfagos residentes

del tejido y por citocinas.

Los macréfagos requieren de varios pasos después de la diferenciacion de monocitos a
macréfagos para poder ejercer sus efectos fisioldgicos y fisiopatogénicos, son los siguientes:
a) Activacion

b) Programacion

Hablaremos a continuacion de la activacion, el paso mas importante después de la diferenciacion

de monocitos a macrofagos para que puedan tener sus propiedades efectoras.

La activacion de los macréfagos es el elemento clave para iniciar una respuesta inmune eficiente

o bien para el reparo de tejido o de la regeneracion del mismo. Una amplia variedad de estimulos
tales como:

a) Los patrones de reconocimiento asociados a patégenos (PAMPs) pueden activar a los

macréfagos a través de un numero limitado de receptores de reconocimiento de patrones

(PRRs) dentro de los cuales se incluyen a los receptores tipo Toll (TLR). Los PAMPs

incluyen ligandos naturales de los microbios tales como polisacaridos, peptidoglicanos.

23



Ademas de estos ligandos naturales, diversos PPRs interactian con ligandos derivados del
huésped incluyendo proteinas modificadas, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos y
proteinas mitocondriales conocidas como patrones moleculares asociados a peligro
(DAMPs).

b) Complejos inmunes ( inmunoglobulinas, antigenos, componentes del complemento,
pentraxinas) frecuentemente depositados en el glomérulo y receptores activadores de la Fc
de inmunoglobulinas ( FcRs), asi como receptores del complemento(CRs), tienen también

la capacidad de activar a los macréfagos.

La liberacién de DAMPs parece jugar un rol central en regular las respuestas de los macréfagos en
los tejidos, esto lo hace al activar vias de sefalizacion intracelular dentro de las cuales se incluye
a NFxB y proteincinasas activadas por mitdgenos (MAPKs). Todo este proceso da como
consecuencia la liberacion de una amplia variedad de citocinas proinflamatorias : FNT «, IL-1 IL-6,
IL-12, IL-18, IL-23, asi como quimiocinas proinflamatorias : proteina inflamatoria de
macréfagos(MIP), proteina y quimiocina quimiotactica de monocitos(CXC motif), ligando1

quimioatrayente de neutréfilos(CXCL1).

Macréfagos M1 y M2

Ya activados los macrofagos se diferencian en macréfagos M1 (CAM) y M2 (AAM), esta

diferenciacion depende del estimulo al que los macréfagos activados sean sometidos *%%

En respuesta a todas las sefiales anteriores, los macréfagos pueden adquirir fenotipos ( Figuras 6

y7):
1. Via de activacion clasica (M1/CAM):

a) Estimulacion: TLR e INFy.

b) Este fenotipo se caracteriza por producir niveles elevados de citocinas proinflamatorias
( IL-6, IL-12,IL-23, IFN y y FNT «a) las cuales a su vez elicitan una respuesta de los
linfocitos T virgenes hacia Th1 o Th17 .

c) Si son estimulados por IFN y secretan grandes cantidades de IL-12 e IL-23 pero
niveles bajos de IL-10.

d) Cuando los macréfagos producen IL-12 promueven la diferenciacion a Th1, la cual a
su vez promueve la fagocitosis. En cambio si los macréfagos secretan IL-23, estos
generaran expansion hacia Th17, los cuales pueden secretar niveles elevados de IL-17
y pueden contribuir a patologias autoinmunes.

e) Los macrofagos ademas secretan grandes cantidades de sintasa inducible por 6xido

nitrico (INOS; NOS2) para promover metabolismo de arginina a 6xido nitrico y citrulina
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f) Funciones: Los macréfagos activados M1 comprometen funciones efectoras con un

fenotipo inflamatorio. Contribuyen a la actividad tumoricida y microbicida.

2. Via de activacion alternativa (M2/AAM): Esta via puede adquirir dentro del fenotipo,
subtipos diferentes dependiendo del estimulo al que sea sometido (Figura 6);
a) MZ2a responde al estimulo de IL-4 e IL-13,
b) M2b responde al estimulo de agonistas de TLR/IL-1R'y

c) Mz2c responde al estimulo de IL-10 asi como TGF [} y suprime las respuestas inmunes

al remodelamiento tisular.

d) Cuando los macroéfagos producen IL-10 pueden promover la produccion de IL-4 e IL-13
por las Th2.

e) Los macréfagos M2 inducen arginasa tipo 1, la cual metaboliza arginina a ornitina y
poliaminas, las cuales son precursoras de la sintesis de colégena y la proliferacion
celular.

f) Funcién: Este fenotipo se caracteriza por la contencién de parasitos y promocion de
remodelamiento tisular, asi como progresién tumoral y funciones inmunoreguladoras.
Se muestra a continuacion la funcién por fenotipo ( Figura 7) M2a promueve la atrofia

tubular; M2b promueve la fibrosis y M2c promueve apoptosis.
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Figura 68. Se muestran los estimulos que permiten la polarizacion del macréfago tisular hacia los diferentes fenotipos y

la produccién de citocinas y quimiocinas ya adquirido cada fenotipo.
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Figura 7' Se puede mostrar en la parte superior las funciones de los macréfagos ya polarizados y los mediadores

(citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento) por los cuales generan reparo o dafio asi como cada uno de los fenotipos.

b) Papel de los macréfagos en enfermedades autoinmunes e inflamatorias

Ya hemos visto que dependiendo de la polarizaciéon hacia M1 o M2 los macroéfagos, estos tienen

diferentes mecanismos proinflamatorios o anti-inflamatorios (Figura 8). Las enfermedades

relacionadas con M1 son: micobacteriosis en fase aguda, virus, glomerulonefritis, esteatosis,

artritis,

micobacteriosis cronica, helmintiasias, cancer de mama, dermatitis atopica, fibrosis y asma®”

aterosclerosis y Diabetes; asi bien las enfermedades relacionadas a M2 son:

Multiples estudios in vivo han demostrado que el fenotipo de un macréfago activado puede

cambiar con el tiempo, por ejemplo durante la progresiéon tumoral, el fenotipo de los macréfagos

cambia de M1 a M2. En contraste a lo que sucede en obesidad que cambian de M2 a M1. Esto se

ha intentado explicar en modelos in vitro, en donde se ha encontrado que

los macrofagos ya

diferenciados se pueden desdiferenciar y diferenciar a un fenotipo diferente dependiendo del

estimulo al cual sea sometido. Esto significa que,

respuesta a cambios locales en el microambiente.

los macrofagos pudieran repolarizarse en
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c) Macréfagos, Lupus Eritematoso Generalizado y Nefritis Lupica

La mayor parte de los estudios con respecto a la fisiopatologia del Lupus se han enfocado en la
inmunidad adaptativa, sobre todo en anormalidades en el Linfocito T y B. Este paradigma ha
cambiado gracias a estudios recientes en el campo de la inmunidad innata. Actualmente se ha
reconocido que los componentes de la inmunidad innata cuyo papel mas importante es el
reconocimiento de patdgenos, juegan un papel importante en el reconocimiento de autoantigenos

en Lupus.

A continuacion explicaremos brevemente el papel que juegan los macréfagos en el Lupus por

varios de sus mecanismos.
Expresion aberrante de los marcadores de superficie en los monocitos

Las moléculas de superficie de los monocitos, le confieren habilidad para reconocer al ambiente y

responder a estimulos exégenos y endc’>genos19

En Lupus, una serie de expresiones aberrantes promueven la inadecuada respuesta de los

monocitos a los estimulos como se ve en la figura 9
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Flgura 9 Se puede observar las moléculas de superficie, citocinas y quimiocinas que se encuentran a la alta en los monocitos de los pacientes con Lupus,

tales como FcyRIIl, CD40, CD64 y BLyS, IL-10, IL-6, FNT, CCL2, CCL5, CCI7 y a la baja IL-12. Todo esto sugiere un ambiente altamente inflamatorio, lo cual es
caracteristico de dicha enfermedad. Esta sobreexpresién por lo tanto lleva a pérdida de la homeotasia con consecuente formacion excesiva de autoanticuerpos y

enfermedad.

Como se pudo observar en la figura previa, los FcyR estan expresados a la alta, lo cual tendra
efectos deletéros en el desarrollo de la enfermedad. Estos receptores contribuyen a la fagocitosis,
citdlisis, degranulaciéon e induccidon de citocinas inflamatorias y por mucho son una de las

moléculas de superficie con mayor disregulacién en Lupus™.

Uno de los mecanismos propuestos para la sobreexpresion de FcyRI en los monocitos, es la
sobreproduccion de IFN tipo | en los pacientes con Lupus ( alteracién intrinseca en

aproximadamente el 90% de los pacientes y que es conocida como firma del IFN). Figura 10
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% 7 CcCL7,CXCL10
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Figura 10

Los resultados de las interacciones con complejos inmunes( los cuales son abundantemente
producidos en Lupus), se determina por el balance entre la funcion inhibitoria o activadora de los

FcyRs en la superficie celular de la célula presentadora del antigeno ( en esta caso el monocito).
La delecion de la cadena y del receptor de Fc, un componente esencial de activacién de FcyRs es

suficiente para inhibir el desarrollo de glomerulonefritis en ratones propensos (Clynes 1998). La

ausencia de FcyRIIb induce la produccion de autoanticuerpos y acelera la enfermedad en modelos
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murinos ( Bolland 2002). En humanos se han encontrado polimorfismos de FcyRIIl, una copia baja

predispone a Lupus, mientras que una copia alta protege contra Lupus (Aitman 2006).

El receptor activador FcyRI(CD64) se encuentra sobreexpresado en monocitos de pacientes con

Lupus y aun en niveles mas elevados en pacientes con enfermedad renal (Hepburn 2004, Li 2004).

Con respecto a estas moléculas de superficie, podemos concluir que su sobreexpresion aumenta
la respuesta inflamatoria en Lupus, y que los niveles mas elevados correlacionan con enfermedad

renal.
Anormalidades en la producciéon de citocinas

La activacion aberrante de sistema adaptativo inmune en Lupus se ve aumentado por la
disregulacion de citocinas. Los monocitos y macréfagos son la mayor fuente de produccion de

interleucinas, los cuales pueden promover la activacion de la autorreactividad de linfocitos T y B".
Los monocitos son una fuerte importante de IL-6, IL-10 y BLyS( estimulador de linfocitos B).
Defectos en la fagocitosis y el aclaramiento celular

La capacidad fagocitica de los monocitos y macréfagos es esencial para la defensa contra
patdégenos y el aclaramiento de cuerpos apoptéticos. Después de la activacion del sistema inmune
a través de la deteccion de los PAMPs, los monocitos periféricos y los macréfagos residentes de

tejido migran al sitio de infeccion e inician la fagocitosis a través de diversos mecanismos®**°.

Las células apoptéticas y las células necréticas son removidas mediante fagocitosis. Durante la
necrosis, el contenido de la célula muerta se libera y subsecuentemente se echa a andar una
respuesta infamatoria a través de los sensores innatos, tales como TLR y componentes del
inflamasoma. Posterior a este proceso los restos de las células apoptéticas normalmente no
activan respuesta inflamatoria porque los receptores responsables por esta captura por los

macrofagos esta enlazada por vias de sefializacion antiinflamatorias®.
El reconocimiento de células apoptoéticas a través del receptor de fosfatidilserina en los

macrofagos, inhibe la produccion de mediadores inflamatorios como IL-1p, IL-8, IL-10, FNTa,

leucotrieno C4 y Tromboxano B2 (Figura 11).
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Flgura 1 1 En esta figura se muestran los tres pasos para el aclaramiento de las células apoptéticas. El primero es el reconocimiento de la célula por

receptores de superficie expresados en los macréfagos y neutréfilos, el segundo paso es la extrernalizacion de la fosfatidilserina lo cual conlleva a la ativacion de
moléculas de sefalizaciéon para el rearreglo del citoesquelo e internalizacion de la célula apoptdtica, y el ultimo paso es la tolerancia, en la cual se genera un

ambiente coin gran produccion de citocinas anti-inflamatorias.

Se ha demostrado que en Lupus existe un aclaramiento inefectivo de cuerpos apoptéticos
(Herrman et al). El defecto del aclaramiento se ha intentado explicar por el gasto de inflamacién
cronica y la frecuencia incrementada de apoptosis (Ren et al 2003). Este hallazgo aun no se ha
comprobado si es debido a un fenémeno secundario a la enfermedad o a la hipocomplementemia y

la presencia de autoanticuerpos®*.

Uno de los fenémenos que pudiera explicar la deficiencia en el aclaramiento es la disminuciéon en
la expresion de CD34 en la superficie del monocito, lo que conlleva a deficiencia en la

internalizacion de los cuerpos apoptéticos (Figura 12)
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Flgura 12 Se muestra como en Lupus existe una alteracion en el aclaramiento del complemento, lo cual conlleva a la gran produccién de citocinas

proinflamatorias y consecuentemente a la activacion de otras células de la inmunidad innata y componentes de la inmunidad adaptativa humoral, con la activacion de
Linfocitos T y B, asi como el cambio de isotipo de las células plasmaticas a inmunoglobulinas y a reconocimiento de cuerpos apoptéticos por estas, formando

inmunocomplejos que como mecanismo final generaran dafio a 6érgano.
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Subtipo de macréfagos

Los M1, M2a y M2c parecen no jugar un papel importante en el Lupus Eritematoso Generalizado,
esto en base a multiples estudios donde se ha demostrado que el patrén de citocinas circulantes

en sangre periférica es casi dependiente de los M2b "*%° (

Figura 13).

Los M2b son considerados un subtipo de macréfagos reguladores de la inmunidad que se asocia
al Lupus Eritematoso Generalizado y son activados por complejos inmunes. En un modelo murino
de Lupus inducido, Zhang vy col*. mostraron que el incremento en la sefalizacién de Notch1
causaba la diferenciacion de los M2b . La sefializacién de Notch1 a su vez causa un fenotipo

similar a Lupus (Lupus-like).

Hagiwara y col encontraron en suero de pacientes con Lupus Eritematosos Generalizado niveles

elevados de IL-10/ INFy lo cual podria ser resultado directo de la activacién de los M2b'**°.

El excedente de complejos inmunes no fagocitados que ocurre en Lupus son inductores de

macréfagos M2b.

Los M2b se sabe que producen factores inflamatorios no especificos que se encuentran elevados

en sangre periférica de macréfagos de pacientes con LEG '*%.

Uno de los trabajos mas importantes es el realizado por Schiffer y col %_ el cual mostré que en
modelos murinos de nefritis lupica, los subtipos de macréfagos, para los M2b han mostrado
correlacionar directamente con recaida y remision; y mostré escasez de M1 en enfermedad activa.
Otro dato interesante es que se mostré que la topografia de los macréfagos es preferentemente en

el tubulointersticio y en menor cantidad en el glomérulo.
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Figura 13
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Estos estudios sugieren que el fenotipo caracteristico de macréfagos en Lupus tanto en sangre

periférica como en rifién es M2b.

d) Macréfagos en inflamacion renal y fibrosis

En 1972, Shigamatsu identific6 macréfagos en glomérulos inflamados por microscopia electronica
en pacientes con glomerulonefritis focal y necrosante. Estas observaciones fueron confirmadas por

el grupo de Atkin y subsecuentemente por muchos otros mediante anticuerpos monoclonales®*.

El infiltrado por macréfagos en el parénquima renal en todos los tipos de dafio renal, y su nimero
correlaciona con la intensidad de la inflamacion. Esto se ha asumido debido a que los macréfagos
pueden inducir dafo tisular en estudios experimentales sobre todo en aquéllos donde se inyectan

macrofagos derivados de monocitos por via intravenosa.

En el rifndn los macréfagos se reclutan rapidamente si existe dafo, siendo preferentemente

macrofagos M1.

En la actualidad no queda duda que los macréfagos tienen un efecto profibrético en respuesta a
inflamacion crénica o dafio repetitivo. Son multiples los mecanismos por los cuales los macréfagos

causan fibrosis. Se explican a continuacion:

a) Produccion de arginasa puede directamente promover fibrosis mediante la hidrozilacion de
arginina a ornitina la cual puede ser usada para generar glutamato de poliaminas y prolina
los cuales son necesarios para la sintesis de colageno.

b) IL-13 generada por macréfagos directamente estimulan miofibroblastos y a su vez

generando una matriz de colagena.

Los macrofagos se han encontrado en diversas patologias renales, sin embargo existe ain debate

de cémo los macréfagos son activados en el rifidn.

Multiples estudios en modelos murinos de nefritis nefrotoxica y de GMN antimembrana basal
glomerular han mostrado que los macréfagos son efectores secundarios regulados por los
linfocitos CD4+ ,que reaccionan frente a anticuerpos en el glomérulo. Se cree que este tipo de

activacion de macréfagos dirigida por linfocitos T de los macréfagos tienen lugar en sefales
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paracrinas por INFy, IL-12, IL-17 y otras sefiales dependientes de Th1. Mientras que este
mecanismo de activacion de macrofagos en el rindn juega un papel importante en algunas
patologias renales, es improbable que sea el mayor mecanismo por el que los macréfagos se
activan en el rindn debido a que existe poca evidencia de dafio mediado por inumunidad celular,
sobre todo en la glomerulonefritis lUpica y la glomerulonefritis mediada por ANCAs; la excepcion a

ello son la glomerulonefritis antimembrana basal glomerular y el sindrome de Good-Pasture®.

Muchas patologias autoinmunes del riién son mediadas por inmunocomplejos, en estas patologias
el glomérulo es el objetivo de dafio. En el glomérulo los anticuerpos son atrapados por la
vasculatura y el penacho, es asi como los macréfagos realizan una funcién fisiolégica que es
fagocitosis de los inmunocomplejos( como lo comentamos en una parte anterior del trabajo). Esta
funciéon innata es complicada y envuelve proteinas de la inmunidad innata, receptores y vias de
sefalizacion, con muchos sistemas en juego para impedir la activacién de leucocitos mieloides ,

incluyendo pentraxinas y proteinas del complemento.

Sin embargo este sistema es abolido y como consecuencia se consume complemento , liberacion
de citocinas proinflamatorias todo lo cual contribuye al dafio tisular, activaciéon de la cascada de la

coagulacion y reclutamiento de leucocitos con pérdida de la funcién glomerular.

Ademas de enfermedades autoinmunes, muchas otras patologias han mostrado desarrollar
infiltracion de macrofagos en el glomérulo y el intersticio. La nefropatia diabética, nefritis intersticial
aguda, enfermedad renal crénica de cualquier etiologia, necrosis tubular aguda han mostrado
reclutamiento importante de macrofagos. En estas patologias que no se activan por
inmunocomplejos, el mecanismo por el cual se reclutan los macréfagos es diferente; una
posibilidad es que las asesinas naturales (NK) reclutadas en sitios de dafio liberen IFNy y a su vez

recluten macréfagos M1, CXCL1 recluta y activa macréfagos en el parénquima renal'®.
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e) ldentificacion histologica de mascréfagos

Como se muestra a continuacion, existen una serie de marcadores de superficie que permiten la

identificacién de macréfahos, dentro de los cuales se incluyen: quimiocinas, citocinas y moléculas

expresadas adicionalmente'®.

Subtipo Citocinas Quimiocinas Marcadores Moléculas
fenotipicos expresadas
adicionalmente
M1 Negativa: TNF o, INFy Negativa: CXCL9 Positivo: CD86 Positivo: TLR2, TLR4
Positiva: IL-1, IL-6, IL-12, Positiva: CCL2,
IL-23 CCLs5,
M2a Negativa: IL-10 Negativa: CCL13 Positivo: CD163,
Positiva: CCL18 CD206
M2b Negativa: IL-10, TNFo. Negativo: CCL13 Positivo:CD86
Positiva: IL-1p, IL-6,IL-10 Positivo:CCL1,
CXCL1
M2c Positiva: TGF-g, IL-10 Negativo: CXCL9 Positivo: CD163, | Positivo: CD14, TLR8
Positivo: CCL18 CD206

Datos obtenidos de Lee y col.
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lll. JUSTIFICACION

Hasta el momento no se cuenta con un predictor de fibrosis renal en pacientes con Lupus
Eritematoso Generalizado. Considerando que la nefropatia IUpica es uno de las principales factores
de mal pronéstico y de mortalidad temprana, especialmente en poblaciones hispanas vy
afroamericanas nos obligan a trabajar en la busqueda de variables predictoras que permitan incidir

en las fases tempranas de la enfermedad.

Gran parte de la investigacion previa y actual con respecto a la fisiopatologia del Lupus se basa en
el estudio de la inmunidad adaptativa, dejando de lado a la inmunidad innata considerada en la
actualidad un mecanismo deficiente en los pacientes con Lupus, especificamente de los

macrofagos y el papel de los mastocitos, hasta ahora no se ha establecido del todo.

Por otro lado, siendo el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran uno de
los centros nacionales de referencia para el estudio y tratamiento del Lupus, con uno de los
registros mas grandes a nivel mundial de pacientes con Lupus (alrededor de 3800 pacientes) nos
ofrece la oportunidad de realizar el estudio detallado de estas manifestaciones ya que cuenta con

la infraestructura adecuada para ello.
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IV. OBJETIVOS

Caracterizar el grado y subtipo de macrofagos que infiltran el intersticio, evaluando tejido
renal de pacientes con inicio reciente de afeccién renal.

Caracterizar el grado de infiltracion intersticial por mastocitos, evaluando tejido renal de
pacientes con inicio reciente de afeccion renal.

Evaluar en una segunda biopsia a 1 afio el desarrollo de fibrosis intersticial y
correlacionarlos con los datos basales de infiltracién por mastocitos y macroéfagos.
Correlacionar las caracteristicas clinicas, y de laboratorio en evaluaciones seriadas con el

desarrollo de fibrosis intersticial.
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V. MATERIAL Y METODOS:

V.l) Diseno del estudio: Esta parte del estudio se reportara como transversal y observacional

V.Il) Tamano muestral: Se ha propuesto como un estudio piloto. Para fines de esta tesis, se

incluyeron 7 pacientes, pretende que al final del estudio se hayan reclutado al menos 10 pacientes.

V.III) Poblacién de estudio:

a) Criterios de inclusion:
1. Pacientes con Lupus Eritematosos Generalizado que cumplan =4 de la American
College of Rheumatology a las que se les realice biopsia renal.
2. Pacientes con evidencia clinica reciente de actividad renal (< 3 meses)
Las biopsias a incluir seran todas aquellas tipo Ill, IV con o sin componente V

( proliferativas difusas y membranosas).

b) Criterios de exclusiéon: Pacientes con: Diabetes, nefropatia por reflujo, trasplantados

renales, vasculitis sistémica o a rifién y uso de inhibidores de calcineurina.

V. IV) Descripcion de los procedimientos: Después de la seleccion( visita 0), cada paciente tuvo
una visita bimensual durante el primer afio donde se midi6 la actividad del LEG ( SLEDAI 2K) y se
recabaron una serie de datos clinicos, bioquimicos e inmunoldgicos que se mencionan a
continuacion: presion arterial, DNAdc, complemento, tasa de filtrado glomerular medida por MDRD,
creatinina sérica, proteinuria de 24 horas, indice proteinuria/creatinuria en orina de 24 horas y/o al
azar y sedimento urinario. En cada visita se tomo suero para eventualmente si es necesario medir
algun otro marcador.Las biopsias renales percutaneas fueron analizadas por una nefropatéloga, la
cual analiz6 la infiltracion tubulointersticial por mastocitos mediante tincién de Z-N. Para el andlisis
de macrofagos una se utilizé la técnica de inmunohistoquimica doble, y se identificaron los subtipos
de la siguiente manera: a)M1: CD86+ IL-23 +, b)M2a: CD163+ TGFp -, c) M2b: CD86+ IL23-, d)
M2c: CD163+ TGFb +. Los resultados tanto para mastocitos como para macréfagos se reportaron

en células/ mmZ. A continuacion se describen las técnicas a detalle.
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Preparacion del material de patologia

Se recibieron en fresco biopsias por trucut de parénquima renal que fueron identificadas y
seccionadas para estudio de microscopia de luz, Inmunofluorescencia y Microscopia electronica de
transmision. El material para microscopia de luz, se procesé de manera convencional y se
efectuaron cortes que fueron tefiidos con PAS, Masson, Plata Metenamina de Jones y HE . En este
mismo material, se efectud tincion de ZN para identificacion de mastocitos.

El material para IFl fue congelado y se efectuaron cortes que fueron expuestos a anticuerpos
dirigidos en contra de IgG, IgM, IgA, C1q, C3c, albumina, fibrindgeno, kappa y lambda.

Analisis morfométrico para mastocitos

Se midié el area de cada biopsia y se cuantificod el nimero de mastocitos mediante tincion de
Zhiel-Neelsen con el programa Image-Pro Express 6.3, siendo los datos reportados numero de

células por mm?>.
Anidlisis de los macréfagos por inmunohistoquimica doble

Cortes de 3 u, se colocaron en laminillas electrocargadas a 56° por 20 minutos, posteriormente se
realizd recuperacion antigénica con buffer de citratos (pH 5.6) durante 10 minutos a alta

temperatura en olla de presion.

Primer bloqueo: Se dejé enfriar y se adicioné el bloqueador universal para peroxidasa endégena
marca BIO_SB( IMMUNODNA BACKGROUND BLOCKER ), se incubé por 5 minutos a
temperatura ambiente, se lavé con buffer de PBS-Tween 20%,(0.05%), vy posteriormente se
adiciono el anticuerpo 163 (Biocare medical dilucién1:20 ), anticuerpo 86 . Se incubaron por 45
minutos a temperatura ambiente en camara humeda, se lavaron y adicioné el sustrato de
estreptoavidina-peroxidasa (bio-sb MOUSE RABBIT IMMUNODETECTOR BIOTIN LINK), se
incubd por 10 min. Se lavé y adiciond el sustrato de avidina- bio-sb( Mouse Rabbit HRP LABEL) se
incubd por 10 minutos y posteriormente se lavo y reveld con DAB, se observaron las células de

color café en la membrana de las células una vez revelado, se lavé y se inici6 la segunda marca.

Segundo bloqueo: Se bloqued la fosfatasa alcalina endégena con bloqueador universal BIO-SB (
MOUSE RABBIT IMMUNODETECTOR AP BLOCKER), se lavo y adicioné el CD86, se incubd a
temperatura ambiente por 45 minutos en camara hiumeda, y se adicioné sustrato estreptoavidina-

fosfatasa alcalina, se incub6é por 10 minutos , se lavd y adicion6 el sustrato ( MOUSE RABBIT
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amarillo), se incubd por 10 min (Mouse Rabbit AP LABEL rojo), y se revelé con ALK MAGENTA,

se observo la presencia de membrana celular de color rosa, una vez revelado se lavo.

Se realiz6 el contraste con hematoxilina durante 2 minutos, se pas6 por agua corriente, se enjuagé
perfectamente y dio un bafo de agua amoniacal, se dejoé secar y pasé directamente a xilol

absoluto, se colocé una gota de resina y se montd en un cubreobjeto , se dejo secar y se observé.

En la foto siguiente se muestra el control (tomado de un ganglio) del procedimiento antes descrito

para corroborar la adecuada realizacién de la técnica

N ., AQOM,

V.V ) Anilisis y métodos estadisticos de los datos: Las variables fueron presentadas como
promedios y medianas, segun correspondiera. Para realizar en analisis de correlacion entre los

mactocitos y macréfagos con cada una de las variables, se utilizé correlacion de Spearman.
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RESULTADOS:

Se identificaron para el estudio 13 pacientes que clinicamente cumplian con nuestra definicion de
nefropatia lupica temprana. Sélo se incluyeron en el estudio a 6 de ellos; el resto de los pacientes
se excluyeron por las siguientes circunstancias:1 por falta de tejido renal para andlisis, 1 porque
tuvo trombocitopenia que contraindicé la biopsia, 1 tuvo GMN mesangial clase Il, 1 tuvo GMN

clase IllI+V pero microangiopatia tromboética y 2 tuvieron GMN clase V pura.

La poblacién total para el analisis fue de 7 pacientes. Del total de pacientes 5 (70%) eran mujeres y
2 eran hombres (30%), el promedio de edad fue de 23.2 afios ( 17- 28 afios). Tabla 1

Todos los pacientes tuvieron Lupus de inicio reciente. La manifestacion que mas frecuentemente
acompafié a la afectacion renal fue la artritis en 4 pacientes( 57%), fiebre junto con las
manifestaciones mucocutaneas las desarrollaron 3 pacientes ( 42%) y posteriormente la
hematolégica manifestada por trombocitopenia grave en 2 pacientes (28%). Un paciente ( hombre)

tuvo mononeuritis multiple ( Tabla 2).

El tiempo desde el inicio de la nefropatia lupica clinica hasta la toma de la biopsia fue en promedio
de 1.4 meses ( 1-3 meses). Durante este tiempo la mayor parte de los pacientes recibieron
tratamiento inmunosupresor variable: la mayor parte de ellos dosis altas de esteroides por la
gravedad de las manifestaciones, mofetil micofenolato y uno de nuestras pacientes ingresé al

protocolo proveniente de otra institucion en la cual recibio rituximab ( Tabla 4)

Los marcadores de actividad del Lupus reportaron lo siguiente ( Tabla 3):

a) El indice de actividad medido por SLEDAI 2K fue en promedio de 23 ( 17-33)

b) EI Anti-DNAdc estuvo elevado en 6 pacientes (85%) y negativo en 1 paciente (15%). La
mediana fue de 281 Ul/ml ( 9.4-1276)

c) El complemento estuvo anormalmente bajo en 6 pacientes (85%) y normal en 1
paciente(15%). La mediana para el C3 fue de 26.4 mg/dL (23.2-50) y para C4 fue de 8
mg/dL (2-25).
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Caracteristicas de la actividad renal al momento del diagnéstico (Tabla 3):

a) La creatinina estuvo anormal en 5 pacientes (71%) con un promedio de 1.37mg/dL ( 0.7-
2.6)

b) La TFG estuvo disminuida en 6 pacientes(85%) con un promedio de 54.8 mL/m? SC (22-
100), sin embargo ningun paciente requirio de terapia sustitutiva al inicio del estudio.

c) Proteinuria de 24 horas (g): 5 pacientes ( 71%) tuvieron proteinuria subnefrética con un
promedio de 1.06 g/dia ( 1.3-3.2 ) y 2 ( 28%) proteinuria en rangos nefréticos con un
promedio 6.15 g/dia (5-7.3)

d) indice proteinuria/creatinuria (g/g): Todos los pacientes tuvieron un indice/proteinuria
creatinuria elevado con un promedio de 3.85 g/g (1.2-5.6)

e) Sedimento urinario: Todos los pacientes tuvieron sedimento activo, el 100% presento

cilindros granulosos y 2 ( 28%) cilindros eritrocitarios.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes

Paciente | Género Edad ( afios) Peso (Kg) Talla (m) Superficie
corporal (m2

SC)
1 Masculino 24 45 1.60 1.44
2 Femenino 21 122 1.63 2.22
3 Femenino 27 70.5 1.45 1.62
4 Femenino 28 57.6 1.59 1.6
5 Masculino 17 116.5 1.82 2.36
6 Femenino 18 52 1.50 1.46
7 Femenino 28 55 1.63 1.58
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas atribuidas al Lupus al inicio del estudio

Paciente | SNC/SNP Vasculitis | Artritis | Renal | Mucocutaneo | Serosas | Constitucional | Hematolégica
1 Mononeuritis - + + - - Fiebre, -
multiple adenopatias y
pérdida
ponderal
2 - - - + Eritema malar - - Trombocitopenia
- - - + - - - -
4 - + + + Ulceras orales - Fiebre y -
pérdida
ponderal
5 - - + + - - - -
6 - - - + - - - -
7 - - + + Eritema malar - Fiebre, pérdida | Trombocitopenia
y Ulceras ponderal y
orales adenopatias
Tabla 3. Marcadores clinicos y serologicos al momento del diagnéstico
Paciente | SLEDAI TAS TAD DNAdc C3 C4 TFG Creatinina Proteinuria de indice Sedimento
2K (mm/Hg) | (mm /Hg) (ml/min/SC) sérica 24 horas ( gr) proteinuria/ urinario
(mg/dl) creatinuria
(9/9)
1 17 120 70 212 258 | <8 60 1.1 25 25 C. Granulosos
23 140 90 281 26 | <8 22 2.6 2 1.2 C. Granulosos
18 130 80 9.4 50 | 25 30 1.6 7.3 4.1 C. Granulosos
4 33 150 100 8195 | 284 | <8 34 1.4 2.2 2.8 C. Granulosos
y eritrocitarios
24 140 90 1269 349 | <8 100 1.3 5 5.6 C. Granulosos
21 130 80 250 264 | 2 59 0.9 3.2 4 C. Granulosos
25 120 90 1276 232 | <8 79 0.7 1.3 3.4 C. Granulosos
y eritrocitarios

SLEDAI= Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
Valores de referencia: antiDNAdc < 9.6 Ul/mL; C3 87-200 mg/dL; C4 19-52 mg/dL; creatinina sérica 0.6-1.2 mg/dL
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Tabla 4. Tiempo del inicio de la nefropatia clinicamente ala toma de la biopsia renal

Paciente Meses desde el inicio de la nefropatia | Tratamiento inmunosupresor recibido hasta la toma de
hasta la toma de la biopsia la biopsia

1 2 Metilprednisolona 3 gramos, Dexametasona 56 mg

2 1 Metilprednisolona 5 gramos, Dexametasona 80 mg

3 1 Prednisona 60 mg por 1 mes

4 3 Prednisona 60 mg y mofetilmicofenolato 2 gramos por 15
dias

5 1 Prednisona 70 mg por y mofetil micofenolato 2 gramos por
15 dias

6 1 Metilprednisolona 5 gramos, Rituximab 625 mg

1 Dexametasona 64 mg

Resultados histopatologicos ( Tablas 5 y 6):

Tipo de glomerulonefritis: EI 42% fueron GMN 1V, 42% fueron GMN IlI+V y 16% IV+V
Actividad: La mediana fue de 8 (5-13).

Cronicidad: La mediana fue de 2 (0-4).

Infiltrado leucocitario: La mediana fue de 10 % (0-15%).

Fibrosis: La mediana fue de 10 (0-25%). Para fines de este estudio no se incluyeron
pacientes que cumplieran con la definicién de fibrosis intersticial moderada a severa
porque buscamos dafo intersticial temprano.

Atrofia: La mediana fue de 10% (0-30%)

Mastocitos: La mediana fue de 2 células/ mm? (0.1-5.8). No se observaron mastocitos en
los glomérulos. ( Foto 1)

Macréfagos en intersticio CD 163+ ( M2a/M2c): La mediana fue de 560 mm? (116-1684)
Macréfagos en intersticio CD86+ (M1/M2b): La mediana fue de 0.1 mm? (0-0.1). (Fotos 2 y
3)

Macrofagos en glomérulo CD 163 + ( M2a/M2c): La mediana fue de 39.6macréfagos/
glomérulo (11.6-97.6)

Macrofagos en glomérulo CD86+ (M1/M2b): La mediana fue de 0.3 macréfagos/glomérulo
(0-3.6)
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Add: Aunque no el objetivo de este estudio mostrar el papel de los macréfagos y mastocitos en el

glomérulo, sin embargo hemos de comentar que ni en los tubulos ni en los glomérulos

encontramos mastocitos. Este comportamiento no fue el mismo para los macréfagos,

si bien

encontramos mas macrofagos en el intersticio, también los encontramos en el glomérulo. Para

mostrar lo anterior, de cada paciente tomamos una muestra representativa de tres glomérulos por

paciente.

Tabla 5 . Alteraciones morfolégicas estudiados en los pacientes con GMN lupica

Paciente Tipo de Actividad | Cronicidad Atrofia | Fibrosis Infiltracion
Glomerulonefritis (%) (%) leucocitaria (%)
1 H+v 5 3 30 15 15
2 H+v 6 1 10 15 10
3 v 13 2 10 10 10
4 v 9 4 25 25 10
5 V+V 9 0 0 5 5
6 v 8 3 10 0 5
7 H+v 4 0 0 0 5
Tabla 6. Resultados de mastocitos y macroéfagos en el intersticio y glomérulo
Pacente | Mastocitos CD163 + CD86 + CD163+ CD86 +
(mmz) intersticiales intersticiales glomerulares glomerulares
(mm?) (mm?®) (mm?®) (mm?)
1 0.7 1684 0.1 51.6 0
2 1 328 0 39.6 0.3
3 2 560 0.1 14 0.3
4 8.1 854 0.1 24.6 2.3
5 4 354 97.6 0.3
6 0.75 642 0 50.3 3.6
7 8.35 116 0.1 11.6 1
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Foto 1. Se muestra un mastocito en el intersticio con técnica de Z-N en un aumento 200x.

/”‘\,'

Foto 2. En esta foto 40x podemos observar a los macréfagos CD163 + en café que francamente
son los predominantes en el intersticio y en los macréfagos CD86+ en rojo que se encuentran

predominantemente intraglomerulares.
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Foto 4. Se muestra un macréfago CD86+ en el intersticio, adyacente a un tubulo y mudltiples

macréfagos CD163+ en el intersticio.
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Correlaciones (Spearman) entre los marcadores clinicos e histopatolégicos con los

mastocitos, CD163 y C86 intersticiales:

Actividad | Cronicidad | Infiltracion | Atrofia | Fibrosis TFG Creatinina | Proteinuria
leucocitaria
Mastocitos -0.288 0.2 -0.34 -0.03 -0.273 0.48 -0.786 -0.429
(p=0.531) (p=0.667) (p=0.445) (p=0.937) | (p=0.554) | (p=0.268) (p=0.36) (p=0.337)
CD163+ 0.32 0.87 0.57 0.86 0.49 -0.108 0 0.35
(p=0.478) (p=0.010) (p=0.174) (p=0.013) | (p=0.263) | (p=0.818) (p=1) (p=0.432)
CD86+ 0 0.29 0.468 0.378 0.294 -0.073 -0.14 -0.14
(p=1) (p=0.522) (p=0.290) (p=0.403) | (p=0.522) (p= (p=-0.758) (p=0.758)
0.877)

Correlaciones (Spearman) entre los marcadores clinicos e histopatolégicos con los CD163 y

CD86 glomerulares:

C3 C4 AntiDNAdc | Creatinina | Proteinuria TFG Actividad Cronicidad
CD163 0.14 -0.40 -1.07 0 0.39 0.396 -0.036 0.05
(p=0.76) p= (p=0.819) (p=1) (p=0.383) (p=0.379) (p=0.939) (p=0.908)
0.373
CD86 0.037 -0.55 0.33 -0.33 -0.185 -0.037 0.22 0.26
(p=0.937) | (0.196) (p=0.465) (p=0.465) (p=0.691) (p=0.937) (p=0.629) (p=0.567)

Correlaciones: No existi6 correlacion entre mastocitos intersticiales, macré6fagos CD86+ en el

glomérulo o intersticio con alguna variable clinica, bioquimica o histopatolégica. Sin embargo

existié correlacion entre los macrofagos CD163+ en el intersticio con la cronicidad ( r = 0.87, p=

0.010) y con la atrofia ( r= 0.86, p= 0.013). Se muestran a continuacion las tablas de dispersion

mas representativas.
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DISCUSION:

Este el es primer estudio de nefropatia lUpica temprana en humanos donde se evallua el papel de
la inmunidad innata y especificamente celular en esta enfermedad . Al ser una de las
manifestaciones con mayor morbimortalidad sobre todo en raza hispanoamericana, uno de los
objetivos del estudio fue identificar si los macréfagos y los mastocitos juegan algun papel

importante en el evento “prefibrético” en el tubulointersticio.

Con respecto a los mastocitos, hemos encontrado que practicamente no se encuentran en el
tubulo o glomérulo, si no en el intersticio. La cifra que se encontré en el glomérulo medida por mm?,
aunque es baja esta presente (mediana 2 mm2); y es bien sabido que no existen mastocitos
normalmente en el rindn. Si bien estudios previos como el de Hiromura han demostrado que la
cantidad de mastocitos en glomerulonefritis Iupica correlaciond con la infiltracion leucocitaria
intersticial,fibrosis y creatinina; no sabemos en qué momento de la enfermedad se biopsiaron a los
pacientes; lo cual podria explicar los resultados obtenidos en este trabajo, tal vez los pacientes
tenian mas fibrosis y por lo tanto mayor cantidad de mastocitos, incluso este autor concluye que el
papel mas importante que juegan los mastocitos es en la inflamaciéon crénica. En el caso de
nuestros pacientes, sélo se incluyeron biopsias que tenian fibrosis leves, esta podria ser una
explicacion por la cual no tuvimos resultados similares. Como perspectiva a este respecto faltaria
valorar en las segundas biopsias renales si estos mastocitos aumentan a la par de la fibrosis y

algunos marcadores clinicos.

Por otra parte y muy importante es que la identificacién de los mastocitos por Hiromura se realizd
mediante triptasa y nosotros lo medimos con una técnica de histoquimica que fue Zhiel-Neelsen,

sobre todo con el objetivo de que esta técnica pudiera ser reproducible en cualquier centro.

Con respecto a los macréfagos encontramos que evidentemente predominan en el intersticio
(mediana; 560 mm?), pero también estan presentes en el glomérulo (mediana 39.6/glomérulo).
Evidentemente existieron mas macréfagos CD163+ que CD86+, lo cual sugiere en este estudio

que los macréfagos son M2a 6 M2c y que predominan sobre los M1 6 M2b.

El estudio de Schiffer en modelo murino en el que indujo glomerulonefritis lUpica, los macréfagos
se diferenciaron hacia M2b, estos resultados se podrian explicar debido a que los ratones eran
sacrificados y biopsiados en etapas mas tempranas de la enfermedad renal, por ello el predominio
de este subtipo de macrdéfagos; sin embargo llama la atencién la baja prevalencia de M1 a pesar

de biopsias renales tan tempranas.
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A pesar de que nuestra definicion de nefropatia lupica temprana ( nefropatia clinica < 3 meses) vy
de biopsias relativamente tempranas, documentamos que en el intersticio existen
predominantemente macréfagos CD163+ ( M2a y/o M2c). Lo cual se puede traducir en un
momento de reparacion de dafio en el intersticio ( representado por estos macréfagos que se
encargan de fibrosis y apoptosis) a la toma de la biopsia. No es de extrafiarnos que no hayamos
encontrado macréfagos CD86+ (M1 o M2b) debido a que los M1 hablan de un proceso
francamente proinflmatorio agudo y para haberlos encontrado se debi6é haber tomado la biopsia en
etapas tan tempranas como 1 mes al inicio de la inflamacién instersticial. Incluso en el estudio de
Schiffer donde se sacrificaron a los ratones en etapas tan tempranas de induccién de la nefropatia

( 4-6 semanas) no se encontraron los M1, pero si los M2b.

Una de las debilidades que tiene nuestro estudio es que son pocos pacientes, sin embargo hay
que tomar en cuenta que con la finalidad de incluir sélo pacientes con nefropatia temprana se
excluyeron a los que tenian recaida renal o que tuvieran mayor tiempo de evolucion clinica. A
pesar de que nuestros criterios de inclusion con respecto a la temporalidad fueron muy estrictos e
incluso el tiempo desde el inicio clinico hasta la toma de la biopsia los resultados histopatolégcios

muestran que hay un dafio importante en el intersticio.

Otra de las debilidades es que no pudimos en esta parte del estudio determinar exactamente las
subpoblaciones de macréfagos, asi que aun no sabemos si los CD163+ son M2a 6 M2c. Esta
misma debilidad podria ser un problema para instituciones donde no se tengan laboratorios de

inmunohistoquimica disefiados para identificacion de estas células por esta técnica.

En esta primer parte del estudio no podemos definir si los mastocitos y macrofagos pudieran servir
como marcador histologico temprano de dafio tubulointersticial debido a que requerimos de una
segunda biopsia para corroborar esta hipédtesis; por lo tanto el estudio se limité a ver el
comportamiento de los mastocitos y los diferentes subtipos de macréfagos en nefropatia lupica

temprana (definicion clinica arbitraria al no contar con una definicion preestablecida).
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CONCLUSIONES:

Esta primer parte del estudio es transversal, el fin Gltimo es valorar si estos elementos importantes

de la inmunidad celular juegan un papel previo al desarrollo de fibrosis y atrofia intersticial.

Lo que podemos concluir hasta este momento es que en el tabulointertsicio de los pacientes con
nefropatia lupica temprana existe una cantidad elevada de macréfagos CD163+ y que estos
correlacionan con la atrofia y cronicidad, estas mismas células se encuentran en el glomérulo pero

en menor cantidad. Los macréfagos CD86 + se encuentran escasos en el glomérulo.

Con respecto a los mastocitos, en el analisis de datos basales no pudimos corroborar correlacién
con ningun marcador bioquimico, histolégico o clinico en nefropatia lupica temprana. Sin embargo,
acorde con el disefio propuesto, se espera que la segunda biopsia renal permita demostrar el papel

de estas células en la progresion de la enfermedad y desarrollo de fibrosis.
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