UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
“IGNACIO CHAVEZ”

PROPUESTA DE CLASIFICACION DE EPISODIOS DE RECHAZO AGUDO EN
ALOINJERTOS RENALES

TESIS DE TITULACION

QUE PRESENTA
DRA. NATALIA CARDONA QUINTANILLA

PARA OBTENER EL TITULO DE
ESPECIALISTA EN NEFROLOGIA

DIRECTOR DE ENSENANZA
DR. JOSE FERNANDO GUADALAJARA BOO

TUTOR
DR. FRANCISCO EUGENIO RODRIGUEZ CASTELLANOS

FEBRERO 2016 MEXICO. DF



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



PROPUESTA DE CLASIFICACION DE EPISODIOS DE RECHAZO AGUDO EN ALOINJERTOS RENALES

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ”

TESIS DE TITULACION DE NEFROLOGIA
TITULO:

PROPUESTA DE CLASIFICACION DE EPISODIOS DE RECHAZO AGUDO EN
ALOINJERTOS RENALES

PRESENTA:

DRA. NATALIA CARDONA QUINTANILLA
RESIDENTE DE NEFROLOGIA
DIRECTOR DE ENSENANZA:

DR. JOSE FERNANDO GUADALAJARA BOO
ASESOR DE TESIS Y ANALISIS ESTADISTICO:

DR. FRANCISCO EUGENIO RODRIGUEZ CASTELLANOS
MEDICO NEFROLOGO Y ADSCRITO AL SERVICIO DE NEFROLOGIA
COASESOR DE TESIS Y ASESOR EN NEFROPATOLOGIA:

DRA. MARIA VIRGILIA SOTO ABRAHAM

NEFROPATOLOGIA Y ADSCRITA AL SERVICIO DE PATOLOGIA

FEBRERO 2016 MEXICO. DF



PROPUESTA DE CLASIFICACION DE EPISODIOS DE RECHAZO AGUDO EN ALOINJERTOS RENALES

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar quiero agradecer a Dios por permitirme realizar este proyecto de formacion que
fue la residencia de Nefrologia, por siempre estar a mi lado y permitirme venir desde mi pais para

completar este suefio.

A mis padres y hermano que desde Bolivia han permanecido como un constante apoyo al igual
gue mi esposo quien es mi companero desde el primer dia de residencia alentdndome e

inspirandome cada dia a ser mejor.

A mi maestro el Dr. Francisco Eugenio Rodriguez Castellanos, quien es un nefrélogo admirable,
siempre con la mejor disposicién e invirtiendo su valioso tiempo en nuestra formacion, le

agradezco infinitamente por todo lo aprendido.

Quiero expresar mi respeto y agradecimiento a mi maestra la Dra. Maria Virgilia Soto Abraham,

quién fue fundamental en la formacién como nefrélogos, mia y de todos mis compafieros.

A todos los médicos adscritos y jefa del servicio de nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez por haberme abierto las puertas desde el primer dia, por todo el conocimiento y

tiempo que nos brindaron durante estos tres afios.

FEBRERO 2016 MEXICO. DF



VL.

VII.

VI,

Resumen.

Introduccion.

Planteamiento del problema.

a. Pregunta de investigacion.

b. Hipotesis.

c. Objetivos.

Material y métodos.

a. Poblacion incluida.

INDICE

b. Variables histoldgicas incluidas.

c. Analisis estadistico.

Aspectos éticos.

Resultados.

Discusion.

Conclusiones.

Limitantes.

Referencias.

FEBRERO 2016

PROPUESTA DE CLASIFICACION DE EPISODIOS DE RECHAZO AGUDO EN ALOINJERTOS RENALES

MEXICO. DF
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I RESUMEN
Introduccién: El porcentaje de rechazo agudo en el primer afo, reportado en USA, se ha
mantenido estable desde 2004, representando actualmente por un 7 a 9%. Tomando en cuenta
una serie de variables clinicas e histopatoldgicas, los episodios de rechazo se dividen en dos
categorias, Rechazo Agudo Humoral (RAH) y Rechazo Agudo Celular (RAC), sin embargo el
rechazo no es un proceso cuya fisiopatologia sea Unicamente mediada por uno u otro
mecanismo, sino que existe una frecuente sobre posicidn de caracteristicas de rechazo agudo
celular y humoral en un mismo espécimen de biopsia de aloinjerto renal, considerado como
rechazo mixto, que se presenta mas frecuentemente durante el primer afio post trasplante y que
de no darse tratamiento adecuado vy vigilancia estrecha la evolucién es pobre. Es por esto que
quisimos identificar las variables que permitan proponer otra clasificacién de Rechazo agudo (RA)

mas incluyente.

Materiales y métodos: Se recabd informacién de biopsias de aloinjertos renales que tuviesen
diagnésticos de RAH, RAC y biopsias cero durante el periodo de 2011 a 2012, de acuerdo con la
clasificacién BANFF 2013 para rechazo de injerto renal. Asimismo, se identificaron aquellas
biopsias con diagndstico de RA que incluyeran marcaje para mieloperoxidasa (MPO) y lisozima,
asi como conteo de eosindfilos. Las diferentes variables histoldgicas fueron codificadas en una
escala ordinal con valores de 0 al 3, correspondiendo el cero a la ausencia de la caracteristica
evaluada y el 3 a su mayor intensidad. Se llevé a cabo un analisis de correlacion de Pearson vy las
comparaciones entre grupos se efectuaron mediante prueba T para grupos independientes o con

ANOVA de 1 via. Para la comparacion de proporciones se utilizé la prueba X2. En vista de la

FEBRERO 2016 MEXICO. DF



PROPUESTA DE CLASIFICACION DE EPISODIOS DE RECHAZO AGUDO EN ALOINJERTOS RENALES

correlacién entre variables fue necesario para la reduccién de datos (variables histoldgicas) y
generacién de una nueva clasificacion emplear el analisis de Factor con rotacién ortogonal y con
componente principal como método de extraccion. Se consideré un valor de p<0.05 como

significativo.

Resultados: Se evaluaron un total de 87 biopsias procedentes de 74 pacientes, de las cuales
35.6% presentaron diagndstico de RAH, 31% RAC, 24% rechazo agudo mixto y biopsias cero 9.1%.
Se encontré que RAC compartia caracteristicas con el RAH en el 85 % de los casos, con datos
considerados practicamente patognomodnicos de rechazo mediado por anticuerpos. En las
muestras clasificadas como Rechazo Agudo Mixto (RAM) se observé predominio de varias
caracteristicas tanto de RAH y RAC. Dada la alta correlacion entre las diferentes variables
histoldgicas se buscé identificar variables latentes o componentes mediante el andlisis de Factor,
con componente principal como método de extraccidn, dicho andlisis extrajo cuatro
componentes o factores con un porcentaje total de varianza explicada del 72%, considerando
para cada factor a aquellas caracteristicas histoldgicas con valores de carga mayores a 0.6. Las
variables que conformaron cada componente fueron primer componente: tubulitis (.862),
inflamacién (.814), PTc (.755) y células plasmadticas (.672), segundo componente lisozima (.870)
y MPO (.839), tercer componente eosindfilos (.726) y glomerulitis (.602), cuarto componente
endarteritis (.785) y marcaje para C4d (.778). A pesar del limitado tamafio muestral observamos
una clara tendencia a mayor deterioro de la funcidon renal en los casos pertenecientes al

componente tres y mayor proteinuria en el componente cuatro.
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Conclusiones: Los mecanismos de daio tisular mediado por células y por anticuerpos aparecen
frecuentemente, en mayor o menor grado, en forma simultdnea. La clasificacion propuesta
basada en el analisis de Factor podria representar una herramienta util para fines de diagndstico
y tratamiento, considerando que cada una de las 4 categorias propuestas muestra caracteristicas
histoldgicas predominantes y que se encontrd una clara tendencia a mayor deterioro de la

funcién renal en el tercer componente.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el trasplante renal ha sido definido como el tratamiento ideal para la enfermedad

renal crénica terminal (ERCT) en cuanto a sobrevida y complicaciones a mediano y largo plazo.

De acuerdo al United States Renal Data System (USRDS) en 2012 se realizaron en dicho pais 17305
trasplantes renales incluyendo aquellos Unicamente de rifidn y los que incluian otro érgano
adicional, la probabilidad de pérdida del injerto por cualquier causa en el primer afio
correspondia a un 7.7% en el caso de donador cadavérico y a 5 afios se incrementaba a un 29%,
esto segun datos del afio 2011 y 2007 respectivamente 1. Si bien el porcentaje de rechazo agudo
en el primer afio ha descendido, en los ultimos 20 afios se ha mantenido estable y desde 2004
oscila entre 7 y 9%, si tomamos en cuenta que para 2012 habian registrados 186 303 pacientes

con injerto funcionante en USA, el 9% representa 5589 casos de rechazo aproximadamente 1.

En Agosto de 1991 un grupo de nefrélogos, nefropatdlogos y cirujanos de trasplante se reunieron
en Banff, Canadd para desarrollar un esquema para la estandarizacion internacional de la
nomenclatura y criterios para el diagndstico histoldgico del rechazo de aloinjertos renales. El
desarrollo del esquema fue validado, tomando en cuenta como principales datos de rechazo
agudo la tubulitis y la arteritis de la intima, las lesiones vasculares, glomerulares, intersticiales y
tubulares fueron consideradas como lesiones de rechazo agudo o crdnico definidas por scores
numeéricos que iban del 0 al 3 para producir un cédigo de agudo y/o crénico para cada biopsia. La
meta era encontrar un esquema con el cual se pudiera suponer un prondstico para una terapia
determinada o suponer la sobrevida y funcién de ese injerto a largo plazo. Desde entonces se

supo que el desarrollo de este tipo de sistema estandarizado es un paso critico para proveer de
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uniformidad al reportar una biopsia renal, facilitando la realizacién de ensayos multicéntricos
para nuevas terapias en el trasplante renal y finalmente para mejorar el manejo y cuidado de los

receptores de trasplantes 2.

Tanto a nivel nacional como internacional actualmente la clasificacién de BANFF es ampliamente
utilizada e incluye marcadores y caracteristicas séricas e histopatoldgicas, las cuales han ido
cambiado a lo largo del tiempo ya que con diferentes estudios se ha podido corroborar que varias
podian o no estar presentes al momento del diagndstico, ser compartidas por otras entidades
diferentes a los episodios de rechazo o inclusive ser parte de episodios de rechazo mixto es decir

no pertenecer a uno u otro tipo de rechazo ya sea humoral o celular.

Para poder comprender este solapamiento de las caracteristicas histopatoldgicas debemos saber
gue los mecanismos celulares y moleculares son los responsables de las respuestas con que
cursan los rechazos humorales y celulares, siempre considerados por conveniencia como eventos
distintos y separados en el tiempo siendo que sabemos que los procesos mediados por la
presencia de células Ty los anticuerpos ocurren juntos ya que no es un proceso que ocurra solo,

pero sino causado varios mecanismos 3, como veremos mas adelante.

En las diferentes reuniones que realiza el comité para la clasificacién de BANFF se ha intentado
encontrar diferentes marcadores y caracteristicas histopatoldgicas para identificar a tiempo el
rechazo, categorizarlo y tratarlo de manera temprana, es asi que actualmente se incluye para el
rechazo agudo celular (RAC) porcentaje de infiltracién intersticial, representada por la presencia
de células mononucleares, porcentaje de arteritis de la intima vy arteritis transmural con o sin

cambios fibrinoides y necrosis con inflamacién linfocitica. Para el diagnostico de rechazo agudo
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humoral (RAH) incluye presencia de anticuerpos anti donador especifico y dafo tisular agudo que
puede incluir inflamacion similar a NTA, inflamaciéon glomerular y/o capilar con o sin datos de
trombosis e inflamacion arterial 4.

En la actualidad existen varios trabajos que han ido cambiando la idea de una clasificaciéon donde
los episodios de rechazo mediado por anticuerpos o celular no estén relacionados sino por el
contrario que compartan caracteristicas constituyendo un tipo de rechazo mixto, ademas
algunos de los marcadores mas relevantes para la clasificacion como por ejemplo del C4d ha sido
identificado como positivo en casos donde no existe rechazo lo ain no se sabe a qué puede ser

atribuido s.

En 1993 Feucht y colaboradores describieron como un hallazgo de gran relevancia el deposito
vascular de C4d en capilares como una herramienta util para el diagndstico y pronéstico de
aquellos injertos con perdida temprana de la funcién, sin embargo también comentan que del
grupo C4d negativo tres de cuatro injertos finalmente perdieron funcién de manera definitiva s,
lo que demuestra que desde un inicio no se comprendia completamente la participaciéon de C4d
y que podia estar ausente probablemente en relacién con los mecanismos fisiopatolégicos

involucrados en ese momento ya que si se trataban de episodios de rechazo agudo.

Incluso previo a la clasificacion de BANFF se intentaron introducir otras herramientas basadas en
lo que hasta ese entonces se entendia de la probable fisiopatologia del rechazo de injerto renal,
por ejemplo hace varias décadas se publico acerca del papel que jugaba la infiltracién de
eosinodfilos en tejido de aloinjertos renales que podia aparentemente permitir una seleccion
temprana de la terapia mas adecuada para los episodios de rechazo agudo en injertos renales 7.

Esto basado en que se ha observado la presencia de eosinéfilos en tejido de injertos desde fases
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tempranas de los episodios de rechazo, estas células pueden estar presentes incluso en ausencia
de otras como macrdéfagos, células NK entre otras, clasicamente conocidas como mediadoras de
los procesos fisiopatolégicos del rechazo. Aun no esta clara la importancia de esta via pero se
sabe que los eosindfilos son reclutados por interleucinas que son producidas por células

aloreactivas tipo TH2 8,9.

A continuacién se describe la fisiopatologia y las clasificaciones mas conocidas de los episodios

de rechazo:

A partir de los afios 40 y 50 del siglo pasado se estableciéd que el rechazo de un injerto estd
establecido por el sistema inmunitario adaptativo, debido a que muestra especificidad, memoria

y depende de los linfocitos 10.

Un avance de gran relevancia en el estudio de estos mecanismos fue el determinar la presencia
de los genes del complejo principal de histocompatibilidad (CPH) que en el humano son
denominados genes del complejo leucocitico humano (HLA), los antigenos de los aloinjertos que
sirven de principales dianas del rechazo son proteinas codificadas por el CPH, todas las personas
expresan seis alelos de la clase | del CPH (A, B, C) uno de cada progenitor y al menos seis de la
clase Il (DP, DQy uno o dos del DR) de cada progenitor, pueden heredarse y expresarse en casi
cualquier combinacién y es probable que cada individuo exprese alguna proteina del CPH
diferente a la de otro individuo, y que por lo tanto sea reconocida como extrafia. Esta es una de

las respuestas mas fuertes conocidas del sistema inmunitario 10.

Una sola célula alégena del injerto expresara miles de moléculas del CPH, cada una de las cuales

puede ser reconocida como extrafia por los linfocitos T del receptor. Aunque una gran parte del
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énfasis que se pone en el rechazo del injerto recae sobre los linfocitos T, esta claro que los
aloanticuerpos también contribuyen a él. Los linfocitos B del receptor reconocen aloantigenos

del donante con el fin de producir anticuerpos o en este caso aloanticuerpos 10.

Como parte de las clasificaciones de rechazo este se ha dividido dependiente del tiempo de
presentacion en hiperagudo, agudo y crénico, seguin las caracteristicas histopatoldgicas vy
cambios fisiopatoldgicos en rechazo agudo humoral y rechazo agudo celular-intersticial, también
se acuerdo a la respuesta al tratamiento, presencia o ausencia de disfuncién renal en agudo o

subclinico 11.

Dependiente del tiempo:

e Rechazo hiperagudo, de presentacion momentos después de realizado el trasplante, es
mediado por anticuerpos preformados circulantes, especificos contra antigenos situados
en las células endoteliales del injerto. En la actualidad su frecuencia es baja ya que se
realiza compatibilidad de grupo sanguineo y prueba cruzada en la busca de anticuerpos
contra células del donante 1o0.

e Rechazo agudo, se produce en dias o semanas después del trasplante, se debe a una
respuesta estimulada por aloantigenos en el injerto mediado por linfocitos T CD8 y CD4,
en este caso los anticuerpos contribuyen especialmente al componente vascular del
rechazo agudo 10.

e Rechazo crénico, presente a lo largo de meses o afios post trasplante, conduce a pérdida
progresiva de la funcidn renal, muchas veces de dificil tratamiento por la presencia de

poca cantidad de tejido rescatable, presencia de fibrosis y estrechamiento gradual de los
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vasos sanguineos. Aunque nuevamente se atribuye gran parte de la fisiopatologia de
estos casos a los linfocitos T, se sabe que los aloanticuerpos tienen un papel importante
10.

e Rechazo agudo mediado por anticuerpos, por lo general inicia dias después del trasplante

o semanas si se utilizéd anticuerpo anti linfocito, se caracteriza clinicamente por el
deterioro rapido de la funcién renal asociado al proceso inflamatorio. Genera una
respuesta a los aloantigenos del injerto con la produccidn de anticuerpos cuyo objetivo
son las moléculas correspondientes al CPH, en el endotelio de capilares peritubulares y
glomerulares lo que provoca la liberaciéon de varias moléculas de dafio como factor de
Von Willebrand, selectina P que promueve la agregacién plaquetaria, citocinas vy
guimoquinas como IL1 alfa, IL8, CCL2 que causa adherencia de leucocitos al glomérulo
(glomerulitis) y dilatacién de los capilares peritubulares, ademds de C3a y C5a, conocidos
como factores fundamentales de las cascada del complemento y de la formacion del
complejo de ataque a la membrana 12.
A pesar de que la fisiopatologia parece ser tan contundente se ha descrito que al menos
el 25% de los episodios de rechazo agudo son causados al menos en parte a anticuerpos
contra moléculas del CPH, ha ocurrido en pacientes que han recibido todo tipo de terapia
de inmunosupresion incluso con aquellas que provocan una deplecidén linfocitaria
profunda, es decir no hay hasta la actualidad una terapia que impida el RHA al cien por
ciento 13.

e Rechazo celular agudo, es la forma mas comun de rechazo agudo, se inicia cuando los

aloantigenos del donador son presentados a los linfocitos T del receptor a través de las
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células presentadoras de antigenos, las células T estimuladas se diferencian en varios
subgrupos y regresan al injerto para su destruccion 11.

Las células B pueden también funcionar como presentadoras de antigenos utilizando
inmunoglobulinas y moléculas del CPH clase Il de su superficie. Incluso las células
epiteliales y endoteliales pueden ser presentadoras de antigenos para activar linfocitos T
ya sean CD8 o CD4 si las moléculas del CPH implicadas son de clase | o |l respectivamente
11.

Dentro de algunos de los hallazgos histopatoldgicos tenemos la tubulitis que se considera
una lesién importante en el diagnédstico de rechazo celular agudo, se cree que contribuye
al aumento abrupto de la creatinina y que se trata de una lesién dependiente de células
T, que ocurre en la ausencia de células B y aloanticuerpos 14. La endarteritis otro hallazgo
gue de la misma manera se ha descrito ocurre sin la participacién de anticuerpos como

se muestra en células B de ratones knockout 14.

M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Desde hace mas de medio siglo se ha iniciado el tratamiento de la enfermedad renal
crénica terminal mediante el trasplante renal y desde el comienzo se ha luchado
contra los episodios de rechazo, a lo largo del tiempo se ha intentado describir
diferentes clasificaciones que incluyan y logren diferenciar de manera adecuada los
episodios de rechazo para asi poder dirigir los tratamientos de manera oportuna en
tiempo y en forma, es decir, hacia una u otra via, sin embargo en la actualidad

creemos que no es posible dictaminar de manera tan arbitraria los diferentes
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mecanismos que estan involucrados ya que como hemos descrito previamente
existen fuertes razones cientificas en diferentes publicaciones para afirmar que existe
la posibilidad de que los diferentes mecanismos fisiopatoldgicos estén imbricados,
como por ejemplo los RAH C4d negativos, los RAC C4d positivos, la inclusiéon de
arteritis en ambos tipos de rechazo, los episodios de rechazo mixto, etc., e incluso en
postulados de inmunologia bdsica, como el hecho de que las células B pueden
participar en la coestimulacién de linfocitos T como presentadoras de antigenos, y
gue pueden al contrario diferenciarse en células plasmaticas y producir anticuerpos
gracias al estimulo de células T. Por todo esto y con el fin de administrar un adecuado
tratamiento a tiempo consideramos que es necesaria una nueva clasificacion para los

episodios de rechazo.

a. Pregunta de investigacion.
éLa fisiopatologia que media el rechazo agudo en el aloinjerto renal se da a través de
mecanismos humorales y celulares que ocurren en forma simultdnea o bien secuencial a

lo largo del tiempo?

b. Hipotesis.

El rechazo no es un proceso cuya fisiopatologia sea Unicamente mediada por uno u otro

mecanismo, sino que ambos ocurren en forma simultdnea o bien secuencial.
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Al utilizar una nueva clasificacion donde se combinen variables de mecanismos humorales
y celulares se podrian tomar mejores decisiones en cuanto al tratamiento y al

seguimiento/sobrevida del aloinjerto renal.

c. Objetivos.
e Identificar las variables que permitan separar un caso de rechazo agudo (RA) con
componente predominantemente celular de uno con predominio de componente

humoral.

e Proponer otra clasificacién de RA en caso de no poder identificar variables que
permitan la adecuada discriminacion de los tipos de RA, tomando en cuenta que
los mecanismos de dafio tanto celular como humoral pueden estar imbricados en

mayor o menor medida a lo largo del tiempo.

IV, MATERIAL Y METODOS

a. Poblacién incluida.
Biopsias de aloinjertos renales, fijadas en formol al 10% en incluidas en parafina, de
pacientes con diagndsticos de rechazo agudo humoral (RAH), rechazo agudo celular
(RAC) y biopsias cero (de donadores al momento de trasplante) analizadas en el
servicio de patologia del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez; durante el

periodo de enero 2011 a diciembre 2012, valorados con la clasificacion BANFF 2013.
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Dichas biopsias incluian marcaje para mieloperoxidasa (MPO) y lisozima, asi como
conteo de eosindfilos peritubulares en las tinciones de hematoxilina eosina. Se
consideré ademas como Rechazo mixto (RM) a aquellas biopsias de aloinjertos renales
gue presentaban caracteristicas de rechazo humoral como son: Glomerulitis,
Capilaritis peritubular, Infiltracidon de células plasmdticas y ademas presentaban datos
de rechazo celular como son Inflamacion intersticial y tubulitis, todas estas segun la
clasificacién de BANFF 2013. Estas variables por lo menos con grados 2 a 3 en nuestra

escala ordinal.

b. Metodologia.
Nuestra base de datos incluia también datos demograficos como edad, genero,
presencia de hipertension arterial, riesgo inmunoldgico, riesgo de infeccidn por
Citomegalovirus, tipo de trasplante, numero de trasplantes, tiempo de isquemia,
tiempo de evolucion post trasplante, tratamiento del rechazo y funcién renal basal,
al momento del rechazo agudo, numero de haplotipos compartidos, niveles de

tacrolimus al momento del diagndstico, proteinuria el primer y segundo mes.

ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA = NUMERO
No determinada
G. Focal y segmentaria
Lupus
Ig A
Glomerulonefritis no especificada
G. membranosa
Enfermedad congénita
Nefropatia por uratos
Nefropatia cronica del injerto previo

0N ULE WN - O
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RIESGO INMUNOLOGICO

Bajo
Intermedio
Alto

RIESGO PARA CMV

Bajo
Intermedio
Alto

TIPO DE TRASPLANTE
Donador vivo relacionado
Donador vivo no relacionado
Donador cadavérico

NUMERO
0
1
2

NUMERO
0
1
2

NUMERO
0
1
2

Las variables histoldgicas valoradas fueron Fibrosis intersticial, Inflamacion (1),

Capilaritis peritubular (PTc), Eosinofilos, Tubulitis (T), Endarteritis (UV), Células

plasmaticas (CP), Glomerulopatia crdnica del trasplante (CG), Arteriolopatia crdnica

(CV), Arteriolopatia hialina, Glomerulitis (G), Atrofia tubular (CT), Marcaje C4d,

Marcaje para Lisozima, Marcaje para Mieloperoxidasa que fueron codificadas en una

escala ordinal de 0 (ausencia de la caracteristica) a 3 (mdaxima intensidad del

parametro).

Fibrosis intersticial

Eosinofilos

Células plasmaticas

Arteriolopatia hialina

Marcaje C4d
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Inflamacion intersticial
Tubulitis

Glomerulopatia crénica del
trasplante

Glomerulitis

Marcaje Lisozima

Capilaritis peritubular
Endarteritis

Arteriolopatia crénica

Atrofia tubular

Marcaje MPO
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SEVERIDAD EN LAS VARIABLES NUMERO
Negativo 0
Leve 1
Moderado 2
Severo 3
NSH No se hizo

c. Criterios de inclusidn y exclusién.

e Inclusion:
Se incluyeron todas las biopsias de aloinjertos renales de pacientes con diagndsticos
de rechazo agudo humoral (RAH), rechazo agudo celular (RAC) y biopsias cero (de
donadores al momento de trasplante) analizadas en el servicio de patologia del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez; durante el periodo de enero 2011 a
diciembre 2012.
Dichas biopsias debian incluir marcaje para mieloperoxidasa (MPO) vy lisozima, asi

como conteo de eosindfilos peritubulares en las tinciones de hematoxilina eosina.

e Exclusién:
Se excluyeron aquellas biopsias que no contaban con material histolégico suficiente
para su andlisis, aquellas que habian sufrido deterioro por el tiempo de

almacenamiento y por lo tanto no podian ser adecuadamente analizadas.
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d. Andlisis estadistico.

e Los resultados se expresan como promedio + DS, mediana con IQR o bien
como proporciones, seglun corresponda. Se llevd a cabo un analisis de
correlacion de Pearson y las comparaciones entre grupos se efectuaron
mediante prueba T para grupos independientes o con ANOVA de 1 via. Para la

comparacion de proporciones se utilizé la prueba X2.

e Paralareduccion de datos y generacidn de una nueva clasificacion de los casos
se empled el andlisis de Factor con rotacién ortogonal y con componente
principal como método de extraccidn. Se consideré un valor de p<0.05 como

significativo. Se utilizé el paquete estadistico SPSS versidn 22 para Windows.

V. ASPECTOS ETICOS.

El estudio no incluyd maniobras de intervencion debido a que se trabajé con muestras
histoldgicas obtenidas por biopsia ya disponibles previamente en el departamento de
Patologia, clasificadas como rechazo agudo humoral (RAH), rechazo agudo celular
(RAC) y biopsias cero, ademas con este material se pudo clasificar las muestras

también como Rechazo mixto (RM) segun los criterios ya descritos previamente.
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En el estudio se siguieron los principios éticos emitidos en la declaracién de Helsinki,
las pautas establecidas por la Organizacién Mundial de la Salud y lo establecido en el

reglamento de la Ley General de la Salud en materia de investigacién para la salud.

RECURSOS HUMANOS, FISICOS Y FINANCIEROS

El presente estudio se realizé en un instituto de tercer nivel de atencién a la salud, el
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INCICh). Se utilizod tejido renal de
biopsias ya existentes en el archivo del servicio de Patologia, donde fueron analizados
por una médico adscrito patdloga. La recoleccion del resto de la informacion clinica fue
realizada por una médico residente del servicio de Nefrologia, Natalia Cardona
Quintanilla. El anadlisis estadistico fue realizado por un médico adscrito al servicio de
Nefrologia. Se hizo uso de las instalaciones y la infraestructura ya disponibles en el

INCICh.

\%R RESULTADOS

Se obtuvieron 87 biopsias renales de un total de 74 pacientes, se dividieron en cuatro grupos:
Grupo 1 Rechazo agudo humoral (RAH) con un total de 31 biopsias (35.6%), Grupo 2 Rechazo
agudo celular con un total de 27 biopsias (31%), Grupo 3 Rechazo mixto con un total de 21

biopsias (24%) y Grupo 4 Biopsias cero con un total de 8 biopsias (9.1%).
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Observamos que el grupo de RAC compartia caracteristicas con RAH en el 85% de los casos, estas
variables compartidas fueron Glomerulitis (G) en el 29.6%, Infiltracion por células plasmaticas
(CP) 51.8% y capilaritis peritubular (PTc) 74%, todas con grados de la escala ordinal de 2 y 3, datos
considerados practicamente patognomodnicos de rechazo mediado por anticuerpos segun la

clasificacion BANFF 2013.

En el Grupo 3, Rechazo mixto, se presentaron las siguientes variables con la maxima intensidad
del pardmetro, es decir grado 3, Inflamacidn intersticial (1) en el 80.9% de los casos, Infiltracion
por células plasmdticas (CP) en el 57% de los casos, Tubulitis (T) en el 28.5% de los casos y Marcaje

C4d en el 28.7% de los casos.

Para poder plantear una nueva clasificacién se eligieron las siguientes variables presentes en los

tres grupos Rechazo agudo Humoral (RAH), (RAC) y (RM).

CAPILARITIS PERITUBULAR
CELULAS PLASMATICAS
TUBULITIS

INFLAMACION

GLOMERULITIS
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En base a esto se propuso la nueva clasificacién como se ve a continuacién:

Grado Caracteristica Nomenclatura previa
| Levemente agresivo Mixto
I Moderadamente Celular
agresivo
1] Severamente agresivo Humoral

Con el fin de definir el método de particion y evaluar la relacion que existia entre estas

variables y la posibilidad de diferenciar claramente cada grupo propuesto en la nueva

clasificacidn, se realizé una prueba no paramétrica, el analisis de correlacion de Pearson y las

comparaciones entre grupos se efectuaron mediante prueba T para grupos independientes o

con ANOVA de 1 via.

e Correlaciones no paramétricas Grupo 1 (Rechazo Agudo Humoral):

CELULAS PLASMATICAS INFLAMACION 0.55
TUBULITIS 0.53
CAPILARITIS PERITUBULAR 0.75
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TUBULITIS

INFLAMACION

e Correlaciones no paramétricas Grupo 2 (Rechazo Agudo Celular):

CELULAS PLASMATICAS

GLOMERULITIS

TUBULITIS

FEBRERO 2016

CELULAS PLASMATICAS

INFLAMACION

CAPILARITIS PERITUBULAR

CELULAS PLASMATICAS

TUBULITIS

CAPILARITIS PERITUBULAR

GLOMERULITIS

CAPILARITIS PERITUBULAR

CELULAS PLASMATICAS

CAPILARITIS PERITUBULAR

cad

0.53

0.58

0.60

0.55

0.58

0.75

0.67

0.61

0.67

0.62

0.66
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e Correlaciones no paramétricas Grupo 3 ( Rechazo Mixto):

CELULAS PLASMATICAS EOSINOFILOS 0.58
INFLAMACION 0.50
CAPILARITIS PERITUBULAR 0.57
EOSINOFILOS CELULAS PLASMATICAS 0.58
INFLAMACION 0.58
INFLAMACION CELULAS PLASMATICAS 0.50
EOSINOFILOS 0.58

Se encontrd asociacidn significativa entre variables dentro de los tres grupos, lo que impedia su
divisidn o particién en conjuntos completamente separados y diferentes. En funcién de la alta

correlacion de las diferentes variables se buscé un nuevo método de clasificacion.

Se buscéd identificar variables latentes o componentes mediante andlisis de Factor con
componente principal como método de extraccidn, que intenta explicar la configuracion de las
correlaciones dentro de un conjunto de variables observadas. Para corroborar la aplicabilidad de
la prueba se realizé6 medida de adecuacién muestral de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) y prueba de

esfericidad de Bartlett con resultados de 0.776 y 0.000 respectivamente.
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En un inicio obtuvimos un total de 10 componentes, con el grafico de sedimentacion y la
magnitud de auto valores de dicho analisis se extrajeron cuatro componentes o factores con un

porcentaje total de varianza explicada del 72% por lo que fueron los que se tomaron en cuenta.

VARIANZA TOTAL EXPLICADA

COMPO Autovalores iniciales Sumas de las saturaciones al Sumas de las satur. al
-NENTE cuadrado de la extraccion cuadrado de la rotacion
Total % de la Varianza | % Acum. Total % de la Varianza | % Acum. Total % de la %
Varianza Acum.
1 2.944 29.442 29.442 2.944 29.442 29.442 2.470 24.70 24.70
2 1.792 17.919 47.361 1.792 17.919 47.361 1.687 16.87 41.57
3 1.271 12.710 60.071 1.271 12.710 60.071 1.643 16.43 58.00
4 1.216 12.164 72.235 1.216 12.164 72.235 1.423 14.23 72.23
5 0.902 9.024 81.259
6 0.669 6.691 87.949
7 0.419 4.187 92.136
8 0.319 3.186 95.322
9 0.282 2.823 98.145
10 0.185 1.855 100.0

Método de extraccion: Analisis de Componentes principales.
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En la matriz de componentes podemos observar las diez variables asignadas a cada uno de los

factores o componentes y sus valores.

Matriz de Componentes

1 2 3 4
Capilaritis 0.911
peritubular (PTc)
Células plasmaticas 0.846
Inflamacién 0.790
Tubulitis 0.608
Lisozima 0.841
MPO 0.753
Endarteritis 0.631
cad 0.609
Eosinofilos 0.634

Glomerulitis

El siguiente paso fue realizar rotacion ortogonal y asi poder acercar mas lo ejes obteniendo

mejores valores para cada variable, siempre tomando en cuenta aquellos mayores a 0.6.

Los cuatro componentes se caracterizaban por:

e Factor o componente 1 formado por las variables tubulitis, inflamacion, capilaritis

peritubular e infiltracion por células plasmaticas.

e Factor o componente 2 formado por la positividad para las tinciones Lisozima y MPO.

e Factor o componente 3 con positividad para infiltracidon con eosindfilos y glomerulitis.
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e Factor o componente 4 formado por endarteritis y marcaje C4d.

Tubulitis
Inflamacién
Capilaritis
peritubular (PTc)
Células plasmaticas
Lisozima
MPO
Eosinofilos
Glomerulitis
Endarteritis
Cad

Matriz de Componentes Rotados

1 2 3
0.862
0.814
0.755
0.672
0.870
0.839
0.726
0.602

0.785
0.778

Podemos observar que en los cuatro Factores o componentes no se comparten variables y que

predominaron los casos de riesgo inmunoldgico bajo (Fig. 1). El trasplante de donador vivo

relacionado predomino en el componente 4, en el Factor o componente 1 predominaron los

donadores vivos no relacionados, los injertos de donador fallecido fueron iguales en frecuencia

en los cuatro Factores o componentes (Fig. 2). El género femenino predomino en el factor 2 y el

masculino en los componentes 1y 4 (Fig. 3).
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Fig. 1

Fig. 2
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Fig. 3

El mayor deterioro de la funcién renal al momento del diagnéstico de rechazo agudo y al primer
y segundo mes del diagnéstico (Fig. 4,5,6) , asi como el mayor Delta de creatinina (definido como
la resta de Cr basal — Cr al segundo mes) fue en los casos pertenecientes al Factor o componente

3 (Fig. 7).

Fig. 4
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Fig. 5

Fig. 6
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Fig. 7

En el Factor o componente 4 se presentaron los casos con mayor proteinuria al segundo mes

del diagndstico de rechazo agudo (Fig. 8).

Fig. 8
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VII.  DISCUSION

En la actualidad la biopsia renal sigue siendo la herramienta diagnostica mas importante para los
casos donde se sospecha la presencia de rechazo 15, a lo largo del tiempo se han propuesto
clasificaciones que intentan incluir de la manera mas eficiente los diferentes tipos de rechazo,
correlacionando su severidad en cuanto a perdida de la funcion, su respuesta al tratamiento
entre otras, la clasificacién de Banff no es la excepcion sin embargo aun con todas las
actualizaciones y el estudio incansable de nefrdlogos, nefropatélogos y demds ramas afines, la
fisiopatologia y la evolucidon de los casos de rechazo en los injertos renales aun no esta
completamente comprendida, ya que a pesar de que se intenta encasillar cada episodio en un
tipo particular de rechazo con el fin de instaurar el tratamiento necesario y oportuno muchos de
los casos contintan su progresion hacia la perdida de la funcién renal representando un costo
muy alto de perdida de injertos funcionantes que si bien analizamos lo que cada uno representa
en cuanto a sobrevida de los pacientes y el esfuerzo para lograr la realizacion de los trasplantes

es urgente continuar la busqueda de las mejores herramientas para frenar este fenémeno.

Es en este contexto que la clasificacidon de Banff actual no nos permite quedar completamente
satisfechos y nos deja muchas dudas sobre todo en relacién a lo arbitrario de la particién de
grupos, cada uno de los cuales es considerado con mecanismos fisiopatoldgicos separados y
diferentes, esto ultimo no parece ser real ya que como hemos descrito previamente las
diferentes vias inmunoldgicas implicadas estan relacionadas incluso por coestimulacion como es
el caso de los linfocitos B que pueden estar presentes como presentadores de antigenos en los

episodios de rechazo agudo celular (RAC) 11.
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Existen publicaciones actuales donde se evidencio la presencia de arteritis de la intima, hallazgo
propio del rechazo agudo celular (RAC) en la clasificacion de BANFF, en estos casos como parte
del rechazo agudo humoral (RAH) incluso en ausencia de anticuerpos anti donador especifico
positivos, exponiendo este hallazgo vascular como factor de peor prondstico, presente también
en casos de rechazo mixto 16,17. Otro ejemplo de esta sobre posicién de caracteristicas entre
ambos tipos de rechazo es la positividad para el marcaje C4d en capilares peri tubulares que se
habia tomado como un dato de suma importancia al momento de diagnosticar un episodio de
RAH, sin embargo actualmente existen publicaciones al respecto donde se ha demostrado que
hasta un 30 a 45% de los casos de rechazo humoral demostrable con datos histopatolégicos
resultan con Cd4 negativo acompafiado de hallazgos como glomerulitis y capilaritis peri tubular
datos “propios” de RAH, existiendo también casos de RAC que presentan positividad para este
marcaje sin determinar una diferencia en la sobrevida o la tasa de filtrado glomerular 18,19,20,21,
por todo lo anterior es que en los criterios de BANFF 2013 esta aceptada la existencia de Rechazo

agudo humoral (RAH) C4d negativo 17.

En la literatura se ha propuesto también el diagndstico de rechazo mixto, un hallazgo que se ha
dejado de lado en la mayoria de las clasificaciones ya que por practicidad se ha optado por
reconocer el diagnédstico de rechazo celular y aguel mediado por anticuerpos como entidades
completamente separadas, sin embargo varios cambios a lo largo de las reuniones de expertos
han ido apoyando la presencia de una fisiopatologia mixta, en 1990 el RAH se identifico en base
al dafio de la microcirculacion asociado a células inflamatorias intracapilares + anticuerpos anti
donador especifico (DSA), también se hizo una distincion con RAC por los cambios epiteliales e

intersticiales y en 2002 se aceptd afadir el marcaje con C4d al diagndstico de RAH, sin embargo
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a pesar de esto y de administrar un adecuado tratamiento aun no se puede explicar porque la
progresidon continla y eventualmente se pierde la funcién renal en un porcentaje muy

importante de los casos 22.

En 2002 se iniciaron dos estudios prospectivos amplios para investigar el porqué de esta
progresion, el estudio Genome Canada y el estudio DEKAF (Deterioration of Kidney Allograft
Function), enfatizaron la presencia del diagndstico de rechazo mixto de predominio en el primer
afio post trasplante que mostraba condiciones reversibles y tratables en su mayoria, lo que lo

convierte en un diagndstico de suma importancia para definir la sobrevida del injerto 22.

Otro estudio que también marca la relevancia de la superposiciéon de los hallazgos es el de
Willicombe et al. que menciona a los rechazos agudos celulares (RAC) C4d positivos con presencia
de anticuerpos anti donador especifico (DSA) cursan con mayor riesgo de perder la funciéon del
injerto a mediano plazo, asi como aquellos con componentes humorales (por ejemplo
glomerulitis y/o capilaritis peritubular) que tienen peor prondstico comparado con RAC puro, por
lo que concluyen que estos casos pueden beneficiarse de inmunoterapia mas agresiva 23,

nuevamente influyendo en la sobrevida.

En otro estudio que realizo seguimiento a pacientes post trasplantados que trataba de
comprender las causas de la falla en la funcion renal, la relacién entre la presencia de RAH y la
no adherencia al tratamiento inmunosupresor, concluyo que de un total de 315 casos, el rechazo
mixto correspondia a un porcentaje nada despreciable de un 5%, por lo que la clasificacion de

BANFF puede estar subestimando este diagndstico 12.
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Estos son algunos de los principales motivos por los que es de suma importancia encontrar otros
marcadores que apoyen el diagndstico, que sean costo efectivos y estén disponibles en la mayor
parte de los centros, se propone identificar y evaluar la estructura de un nuevo sistema de
clasificacién de rechazo agudo en aloinjertos renales, tomando en cuenta las variables
histoldgicas usualmente empleadas para definir un caso de rechazo agudo como celular o
humoral en la clasificacion de BANFF, asi como otras caracteristicas histoldgicas, tales como la
presencia de eosindfilos peritubulares y el inmunomarcaje para lisozima y mieloperoxidasa
(MPQ) en tejido renal.

Estos ultimos tres marcadores han demostrado desde hace varias décadas su relevancia en el
diagnéstico de rechazo agudo, se ha propuesto la presencia de eosindfilos en las biopsias de
aloinjertos renales como factor de pronostico adverso para el desenlace del rechazo agudo 2s5. En
otras publicaciones con mas de 160 casos, aquellos con ausencia de eosindfilos en el tejido
(considerados como casos control) la severidad fue mas baja segun la clasificacién de BANFF
(p<0.002), los casos con presencia de eosindéfilos presentaron menores tasas de sobrevida, curso
mas severo de rechazo, presencia de dafo vascular y peor respuesta al tratamiento 26,27,
también se ha descrito la positividad para Mieloperoxidasa sérica en el trasplante de corazén con
una elevacioén significativa al momento del episodio de rechazo 28. En cuanto al marcaje para
lisozima se ha demostrado su relevancia desde hace varias décadas hasta la actualidad, en
muestras de aloinjertos renales con diagndstico de rechazo se encontro positividad para lisozima
en tejido renal de rechazos agudos e hiperagudos, asi como en aquellos con datos de dafio

vascular necrotizante 29.
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En un estudio mas reciente que tomo en cuenta casos con diagndstico de RAH, RAC y biopsias
cero de dos afos consecutivos, se busco la presencia de eosindfilos a nivel tubulointersticial y la
positividad del marcaje para mieloperoxidasa y lisozima, dentro de las conclusiones se
documentd que en presencia de RAH la infiltracion por eosindfilos y el inmunomarcaje para
mieloperoxidasa y lisozima son mayores en comparacion con el diagnéstico de RAC, aunque la
positividad se encontraba en ambos grupos, ademds hubo relacién con mayores cifras de
creatinina y mayor positividad para MPO y lisozima en todos los tipos de rechazo, ademds de una
asociacion significativa de lesidn tisular en los diferentes grupos de estudio a mayor grado de
positividad para lisozima, p 0.002 y para MPO p 0.00, pudiendo ser por lo tanto herramientas

diagndsticas utiles en casos de rechazo de injertos renales 24.

La prevencién del rechazo crénico, al cual se atribuye un papel importante en la pérdida de
injertos funcionantes, requiere intervenir con un tratamiento que interfiera con dos o mas vias
fisiopatoldgicas 14, en vista de la importancia de la coestimulaciédn que como ya se ha mencionado
es una parte esencial del mecanismo fisiopatolégico en el rechazo, debemos recordar que las
células T estimuladas de manera indirecta también pueden ayudar a las células B a expandirse y
diferenciarse en células plasmaticas y asi producir anticuerpos contra las moléculas del CPH del
donador 14. Esto ultimo también apoya el hecho de que existen dos o mas vias implicadas en la
fisiopatologia de cada episodio de rechazo y que los mecanismos de dafio tisular mediado por
células y por anticuerpos aparecen frecuentemente, en mayor o menor grado, en forma

simultanea en los casos de Rechazo agudo (RA).

Por todo lo anterior la clasificacion de un RA como puramente celular o humoral parece poco util

y probablemente lleva a decisiones limitadas de tratamiento, lo cual es de suma importancia al
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determinar la mayor o menor sobrevida del aloinjerto renal. Como hemos mencionado existen
publicaciones que apoyan la teoria de la existencia de un tipo de Rechazo mixto, postulando que
es un diagndstico de predominio en el primer afio post trasplante por lo que es de suponer que
se trata de tejido mds susceptible al tratamiento, nuevamente poniendo en evidencia que la
temporalidad para las decisiones en cuanto a la instauracién y tipo de tratamiento son

primordiales 22.

En el presente estudio se buscd proponer una clasificacion que dividiera los grupos de rechazo
no basados en las caracteristicas fisiopatoldgicas de manera separada, o en el involucro de uno
u otro tipo de células o mecanismos, sino donde se pudieran reunir las diferentes variables
histopatoldgicas (capilaritis peri tubular, infiltracion por células plasmaticas, glomerulitis,
tubulitis e inflamacién intersticial) que fueron tomadas no de manera arbitraria sino porque
consideramos eran parte tanto de los mecanismos fisiopatoldgicos del RAC como del RAH, todo
esto con el fin de predecir de la manera mas acertada el prondstico de la funcién renal. En un
inicio la propuesta de clasificacién pretendia dividirse en levemente agresivo, moderadamente
agresivo y severamente agresivo o grupos |, Il y lll respectivamente, tomando en cuenta que tal
vez pudieran corresponder a los previamente conocidos como rechazo mixto, rechazo celular y
humoral por el tipo de evolucidén que estos suelen presentar. Sin embargo una vez que
analizamos el conjunto de los datos encontramos que existia una asociacion significativa entre
las variables lo que impedia su divisién, por lo que hicimos uso de otra herramienta que es el
analisis de factor para intentar explicar la correlacidon del conjunto, con lo que se obtuvieron
cuatro componentes o factores que explicaban la mayoria de la varianza (72%), entre ellos no se

compartian variables y las cargas eran significativas e incluso aumentaba su valor una vez que se
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realizo rotacion ortogonal. Pudiendo finalmente observar que el tercer componente o factor es
aparentemente el de peor prondstico ya que fueron los casos que presentaron mayor deterioro
de la funcién renal al momento del diagndstico, al primer y segundo mes asi como un mayor

Delta de creatinina (definido como la resta de Cr basal — Cr al segundo mes).

VIIL. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este estudio nos demuestran que existe un nimero no despreciable
de casos con diagndstico de Rechazo mixto entre los casos de rechazo agudo (RA), es decir, que
comparte caracteristicas tanto de RAH como RAC, lo que apoya la teoria de un proceso multiple
qgue explique la fisiopatologia del rechazo en aloinjertos renales y que por lo tanto amerita

tratamiento dirigido a varias vias.

La clasificacidon propuesta basada en el anadlisis de Factor con cuatro componentes podria
representar una herramienta util para fines de diagndstico y tratamiento. Nos muestra que el
tercer Factor o componente conformado por la presencia de Eosinofilos y Glomerulitis, cursa con
peor prondstico, asi podriamos pensar que aquellos casos que pertenecieran a esta categoria al
utilizar esta propuesta de clasificacion podrian tener mayor deterioro y por lo tanto requerir

mayor agresividad y prontitud al momento del inicio del tratamiento.

Por otro lado la variables que aqui se proponen no implican un mayor costo para los diferentes
centros ya que se tratan de aquellas ya requeridas en la actualidad para llegar al diagndstico

segun la clasificacién BANFF. Las tinciones especiales representadas por Lisozima y MPO tampoco
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implican mayor costo o técnicas demasiado especializadas sino simplemente la intervencion de

un nefropatologo(a) experto.

Su valor como método de clasificacion, asi como conocer si permite identificar diferentes
desenlaces con base en diferentes tratamientos establecidos, debera de ser evaluado en un

futuro en un estudio con mayor tamano muestral y seguimiento a un plazo mas prolongado.

IX. LIMITANTES
El tamafio muestral es probablemente inadecuado y esto disminuye el valor del estudio como

método de clasificacion.

Las tendencias observadas probablemente lograrian significancia estadistica con una poblacién
mas grande, sobre todo los datos clinicos deberian ser mas amplios ya que en el presente trabajo
no se contd con la informacién completa de todos los casos.

Se trata de un estudio retrospectivo, el realizar un seguimiento a largo plazo de manera
prospectiva permitiria identificar diferentes desenlaces con base en diferentes tratamientos

establecidos.
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